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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は卵巣中の卵母細胞／卵子の源である原始卵胞の成立・維持機構を体外
培養系を用いて明らかにすることである。特に本研究ではまず多能性幹細胞からの卵母細胞系列の分化誘導形を
開発し、その過程において原始卵胞がどのように確立されていくかを解析する。多能性幹細胞は遺伝子改変が容
易であり、それらから原始卵胞が作られる培養系を開発できれば、これまで不明な点が多い原始卵胞の成立・維
持機構の解明に貢献し、不妊症の解明にも大きく貢献すると思われる。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research project is to establish a culture system that 
reproduce formation and maintenance of primordial follicles. This project is particularly unique in 
the point of using pluripotent stem cells, such as embryonic stem cells (ESCs) and induced 
pluripotent stem cells (iPSCs), as a starting material. Reconstitution of primordial follicle 
formation/maintenance from plruipotent stem cells would be quite beneficial, as genetic 
manipulations in the cells are quite feasible. The culture system in this project will contribute to
 understanding of mechanisms underlying primordial follicle formation/maintenance, which will 
eventually elucidate causes of infertility.   
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１．研究開始当初の背景 
卵母細胞系列は個体の発生において中心的
な働きをする細胞系列であり、その分化過程
を解明することは、発生の根幹を理解するた
めに重要なほか、不妊原因の究明にも貢献す
る。卵母細胞系列は胎仔期に胎仔卵巣に移動
した始原生殖細胞（Primordial Germ 
Cells; PGCs）を起源とする。PGCs は胎仔
卵巣の中で減数分裂に移行するため、これ
以降は増殖することがない。つまり出生時
における卵母細胞が一生に使える数という
ことになる。この最も未熟な卵母細胞は扁
平な顆粒膜細胞に囲まれた原始卵胞として、
静止した状態で卵巣の中で卵母細胞の蓄え
として機能する。原始卵胞は性成熟後に周
期的に活性化して成長を開始することによ
り、徐々に失われる。原始卵胞の静止と活
性化のバランスは重要であり、それが損な
われると早期閉経などの不妊の原因にもな
る。ところが、原始卵胞の成立は胎仔期か
ら出生にかけておこることや数的な制限も
り、これまで解明されていない点が多くの
こされていた。原始卵胞の成立・維持機構
の解明は不妊原因の究明という観点からも
社会的要求生の高い課題であるとも考えら
れる。 
 
２．研究の目的 
卵母細胞系列は胎仔期から分化を開始し、数
的にも限られていることから、本研究ではま
ずマウスの多能性幹細胞(ES/iPS 細胞)から
PGCs を経て卵子までの発生過程を忠実に再
現する完全体外培養系の開発を目指す。その
後、開発した培養系を用いて、原始卵胞に特
異的な遺伝子の単離と機能解析を進める。 
 
３．研究の方法 
3-1 完全体外培養系の開発 
本研究の開始までに申請者らにより開発さ
れた培養方法により、ES/iPS 細胞から PGC 様
細胞(PGCLCs)を分化誘導する。PGCLCs を胎仔
の体細胞と凝集し、様々な培養試験に供する。
PGCLCs の増殖や減数分裂、卵胞構造の形成
を指標に培養条件を検討する。 
3-2 培養により得られた卵母細胞の機能解析 
培養により得られた卵母細胞の機能性を検
証するために受精および胚発生試験に供す
る。また得られた初期胚は仮親に移植するこ
とにより個体までの発生能を検討する。 
3-3 体内との比較 
培養により得られた卵母細胞系列の遺伝子
発現を時系列的に体内のものと比較する。遺
伝子発現解析には RNA-seq を用いる。 
3-4 原始卵胞特異的遺伝子の単離と機能解析 
遺伝子発現解析により原始卵胞特異的な遺
伝子を単離する。またこれにより単離された
遺伝子の機能を、ノックアウトや強制発現系
により、解析する。 
 
 

４．研究成果 
本研究では PGCLCs から卵子形成までの培養
期間（全体で約 5週間）を 3つの培養期間に
区切り、各期間について培養条件を検討した
結果、多能性幹細胞から卵子への分化過程を
再現できる培養システムを開発した。検討過
程では様々な基礎培地、血清濃度、成長因子、
有機化合物などの組み合わせを変えること
により、卵子を育てる卵胞構造を効率良く構
築できる培養条件を探索した。開発した卵子
産生培養システムを用いることにより、ES 細
胞、胎仔の細胞由来の iPS 細胞、さらには成
体の尻尾由来のiPS細胞のいずれの細胞から
も卵子を産生することができた。また得られ
る卵子数も極めて多量であり、一回の培養実
験で約 600個から 1,000 個の卵子を産生でき
ることができた。卵子産生培養システム内に
おける卵子形成過程の遺伝子発現の変動は
体内の卵子形成過程と極めて良く似ていた。
この培養システムで得られた卵子は、野生型
の雄マウスの精子と受精させると、健常なマ
ウスに発生した。これらのことから本研究に
より世界で初めて機能的な卵子を産み出す
卵子産生培養システムの構築に成功した。 
さらに遺伝子発現の解析や詳しい観察を行
うとこの培養システムにおける卵母細胞系
列は原始卵胞で停止することなく一過性に
卵母細胞の成長が行われることが明らかと
なった。そこで体内の卵母細胞系列との遺伝
子発現の比較により、原始卵胞に特異的に発
現する遺伝子を多数同定することができた。
今後はこれらの遺伝子の機能解析を進める
予定である。 
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