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研究成果の概要（和文）：　本研究では、世界に先駆けてマウス始原生殖細胞（PGC）から成熟卵を産生する培
養系の確立に成功した。
　これまでの培養系でPGCから成熟卵を産生できない主要因は卵胞形成不全にあった。原因究明のためRNA-seq解
析を行った結果、培卵卵巣ではエストロジェンパスウェイが過度に活性化されていることがわかった。そこでエ
ストロジェン受容体阻害剤を培地に添加したところ、培養卵巣で二次卵胞が形成された。これらの二次卵胞を高
分子化合物添加培地で培養すると、非添加区より有意に多くの成熟卵が得られ、受精後、産仔へ発生することが
示された。構築された培養系は卵形成解析あるいは成熟卵量産ツールとして今後が期待される。

研究成果の概要（英文）： In this study, we successfully established an in vitro system that produces
 mature oocytes from mouse primordial germ cells (PGC), for the first time.
 The main challenge which we had to overcome was abnormal follicle formation in vitro. To understand
 the cause of abnormal follicle formation, RNA-seq analysis was conducted in the explants. We found 
that the estrogen pathway was excessively activated in the cultured ovaries. Therefore, an 
antagonist of estrogen receptor was added to the medium. This resulted in secondary follicle 
formation in the cultured ovary. The isolated secondary follicles were cultured in the medium 
supplemented with macromolecular compounds. Addition of macromolecular compounds to the medium 
increased the number of matured oocytes. These mature oocytes were able to develop to offspring 
after fertilization and embryo transfer. In the future, this in vitro system will be useful tools 
which assist in understanding oogenesis and producing a lot of mammalian oocytes.

研究分野： 発生工学
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の卵母細胞はその形成過程で、減数
分裂やインプリンティングを完了させる他、
発生に必要な mRNA・タンパク質を合成・蓄
積し細胞質を成熟させる。しかし、卵の機能
を左右する要因は多岐にわたり、その全容は
明らかにされていない。一方、卵巣内で卵母
細胞は非成長期卵母細胞の状態でプールさ
れており、動物種固有の性周期と排卵数に応
じて、一部の非成長期卵母細胞のみが成熟卵
へと発育する。そのため、生体内で産生され
る成熟卵はごくわずかであり、増殖期の始原
生殖細胞から in vitro で卵母細胞を分化・成熟
させることが可能になれば、機能的な成熟卵
を量産し家畜育種や希少動物の保護に役立
つことが期待される。さらに、生体内では見
えない複雑な発生現象を可視化でき、卵母細
胞の分化・成熟に必要な分子機構を解明する
ツールになりうる。 
 これまでに申請者らは、体外培養系により、
卵形成の全過程を in vitro で再現できるか否
か検討してきた。胎齢 12.5 日のマウス胎仔か
ら採取した始原生殖細胞のみが含まれる生
殖巣をスタートとして、培養 28 日目に卵胞
より卵母細胞を採取したところ、ごく一部の
卵母細胞は生体由来に匹敵するほど成長し
たが、これらの卵母細胞が自律的に第二減数
分裂中期へ成熟することはなかった。このよ
うに、卵形成の全過程を in vitro で再現する培
養法は、国内外を通じてこれまで確立されて
いなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、in vitro においてマウス始原生殖
細胞から成熟卵を産生するための新規技術
の開発を行うことを目的とした。 
  
３．研究の方法 
1）マウス胎仔生殖巣の器官培養 
 C57BL/6N 雌マウスと DBA/2J 雄マウスを
同居させ、膣栓が確認された日の正午を妊娠
0.5 日（days post coitum; dpc）とした。12.5 dpc
で C57BL/6N 雌マウスより BDF1 胎仔を採取
し、雌の生殖巣のみ回収した。回収した生殖
巣 は 6-well プ レ ートに セットさ れ た
Transwell-COL 24 mm インサートメンブレン
（Corning）上で 10%ウシ胎子血清（ fetal 
bovine serum; FBS）添加 α-MEM 培地（Gibco）
を用いて培養した。培地は 1 日おきに半量交
換した。 
2）卵胞培養 
 卵巣からタングステン針で二次卵胞を回
収し 35 mm ディッシュにセットされた
Millicell メンブレンインサート（Millipore）
上で 5%FBS、2%ポリビニルピロリドン
（polyvinylpyrrolidone; PVP）および 0.1 IU/ml 
FSH 添加 α-MEM 培地にて 3 日間培養した。
次いで、これらの卵胞を 0.1%コラゲナーゼ添
加 L15 培地にて 37℃でインキュベートした。
コラゲナーゼ処理後、L15 培地で卵胞を洗浄

し、ガラスキャピラリーによるピペッティン
グで莢膜細胞層を可能な限り除去した。これ
らの卵胞は、6-well プレートにセットされた
Transwell-COL 24 mm インサートメンブレン
上で 5%FBS、2% PVP および 0.1 IU/ml FSH
添加 α-MEM 培地にて、さらに 9–11 日間培養
した。培地は 1 日おきに半量交換した。 
3）成熟培養 
 培養卵胞から卵丘細胞−卵母細胞複合体
（cumulus-oocyte complex; COC）を採取し、
5%FBS、4 ng/ml EGF、1.2 IU/ml hCG および
0.1 IU/ml FSH 添加 α-MEM 培地にて、17 時間
培養した。 
4）得られた卵母細胞の発生能解析 
 第二減数分裂中期に成熟した卵母細胞は、
BDF1 成熟雄マウスより採取した精子を用い
た体外受精に供試し、媒精 6 時間に 2 前核の
形成と第二極体の放出が認められた正常受
精卵を KSOMaa 培地にて培養した。2 細胞期
まで発生させた後、偽妊娠 0.5 日目の受胚マ
ウス卵管に移植し個体発生能を評価した。ま
た、一部は胚盤胞期まで培養し、着床前発生
能を評価した。 
5）卵巣の RNA-seq 解析 
 培養 7 日目の培養卵巣と出生後 0 日目の新
生仔マウス由来卵巣より RNA を抽出し、
cDNA ライブラリーは TruSeq RNA Sample 
Preparation Kit v2（Illumina）を用いて作製し
た。50 bp のシングルエンドリードを HiSeq 
2500 sequencer（Illumina）で解読した。マッ
ピングは CASAVA ソフトウエア（Illumina）
を用いマウスゲノムGRCm/mm10を参照デー
タとした。以後の解析は Strand NGS v2.1
（ Strand Genomics ） と Ingenuity Pathway 
Analysis（Ingenuity）ソフトウエアを用いて解
析した。 
6）その他の解析 
 定量 RT-PCR、免疫染色、および DNA メチ
ル化解析などは定法に従って行った。 
 
４．研究成果 
 マウス胎仔生殖巣を採取し、中腎を切り離
し、Transwell—COL 上で培養した。培養０日
目では生殖巣の生殖細胞で減数分裂マーカ
ーSYCP3 のシグナルは検出されなかったが、
培養 5 日目には対合する染色体上にシグナル
が検出され、生殖細胞は培養下で減数分裂に
移行し卵母細胞に分化していることが示さ
れた。培養 17 日目には培養卵巣に 100 以上
の成長期卵母細胞が観察された。さらに卵巣
培養を継続したが、卵巣内の細胞は退行し、
成熟卵を分化させるまで卵巣培養を継続す
ることは困難と考えられた。そこで卵巣から
二次卵胞を単離し、卵胞培養を行うことにし
た。しかし、in vitro で分化した卵巣からは二
次卵胞を採取することが困難で、明瞭な卵胞
構造も確認できなかった。卵胞の基底膜を構
成するラミニンの免疫染色を行ったところ、
生体由来の二次卵胞は基底膜で完全に覆わ
れているのに対し、in vitro で分化した卵巣内



の卵胞では、基底膜は不完全に途切れていた。
また、in vitro で分化した卵巣内の組織学的解
析では、隣り合う卵胞と顆粒膜細胞層や莢膜
細胞層を不規則に共有していた。 
 そこで二次卵胞が形成されない原因を解
明するために、表現型が生じる前の培養 7 日
目の in vitro由来卵巣と同時期の0日齢マウス
由来卵巣の遺伝子発現解析を行うことにし
た。RNA-seq 解析の結果、卵巣では 30000 を
超える遺伝子の発現が認められ、in vitro 由来
卵巣と生体由来卵巣の遺伝子発現プロファ
イルには高い相関が認められた（R = 0.99）。
したがって、in vitro において卵巣の発生・分
化プログラムは概ね正常に動いていること
がわかった。次にこれらの遺伝子群から in 
vitro 由来卵巣と生体由来卵巣で発現に有意
差が認められるものを抽出し（p < 0.05）、こ
こから発現量が低いものを除外した（RPKM 
< 5）。さらに、in vitro 由来卵巣と生体由来卵
巣で 3 倍以上の差次的発現を呈する遺伝子を
抽出した。これら 547 遺伝子の Gene Ontology
解析の結果、Reproduction 関連のタームにこ
れらの遺伝子は有意に濃縮されていること
が明らかとなり、遺伝子発現異常が卵胞形成
に影響を及ぼすことが既に報告されている
Amh、Inhb、および Rfng が含まれた。次に差
次的発現を呈した 547 遺伝子のパスウェイ解
析を実施し、有意に共通性の高い上流制御因
子を推定した。その結果、β-エストラジオー
ル、HP1、およびβ−カテニンが上位 3 因子と
してこの順で抽出された。驚くべきことに、
これら 3 因子はいずれもエストロジェン受容
体に結合し転写を制御することが知られる
因子であった。そのため、in vitro で分化した
卵巣における遺伝子発現の異常の多くは、エ
ストロジェン受容体を介して生じている可
能性が示唆された。 
 マウスでは出生前後にエストロジェンな
どの環境ホルモンに暴露されると、原始卵胞
形成に異常が生じることも報告されていた。
これらの事実から、in vitro 環境ではエストロ
ジェンシグナルが活性化し、原始卵胞形成が
阻害されているのではないかと考えた。しか
し、in vitro ではエストロジェンの供給源とな
りうる母体や胎盤からは既に切り離されて
いる。そこでエストロジェンシグナルが in 
vitro で過度に活性化する可能性として、1）in 
vitro の卵巣ではエストロジェン受容体の発
現が上昇している、2）培養卵巣自体がエス
トロジェンを過剰に合成している、3）培地
の成分にエストロジェンが含まれる、以上 3
つの可能性を検証することにした。エストロ
ジェン受容体には Esr1、Esr2、および Gpr30
の 3 種が知られている。これらの遺伝子の発
現を定量 PCR により解析した結果、in vitro
由来卵巣と生体由来卵巣で差は認められな
かった。そのため、1）の可能性は否定され
た。次に、エストロジェンの合成経路で最後
の反応を触媒するアロマターゼに着目し、培
地にアロマターゼ阻害剤（アナストロゾー

ル）を原始卵胞が形成される培養 5 日目から
培養 11 日目まで添加した。しかし、二次卵
胞の形成はアナストロゾール非添加区と比
較して改善されることはなかった。そのため、
2）の可能性は否定された。最後に、培地に
エストロジェンあるいはエストロジェン様
物質が存在する可能性に着目した。培地に含
まれるフェノールレッドあるいは培地に添
加している FBS が最も疑わしいと考え、フェ
ノールレッド不含の α-MEM 培地を用いて卵
巣培養を行ったが、この方法でも二次卵胞の
形成に改善は認められなかった。そこで、培
養 5 日目から培養 11 日目の期間のみ、FBS
の代わりに代替血清（serum protein substitute; 
SPS）を使用した。その結果、in vitro 由来卵
巣に明瞭な二次卵胞が形成され、平均で 1 卵
巣あたり 27 ヶの二次卵胞が回収された。FBS
のみを添加した培地の卵巣では 1 卵巣あたり
6 ヶしか回収されず、有意に回収卵胞数は増
加した。さらに、培養 5 日目から培養 11 日
目の期間のみ、FBS の他にエストロジェン受
容体阻害剤（ICI 182,780; ICI）を 1、5、およ
び 10 µM 添加した結果、ICI の濃度依存的に
1 卵巣あたりの回収卵胞数は 44 ヶ、53 ヶ、
および 82 ヶと増加した。SPS に 1 nM のエス
トラジオールあるいは ICI に同濃度のエスト
ラジオールを添加すると再び卵胞形成は阻
害された。以上の結果から、FBS 中にはエス
トロジェンシグナルを活性化する物質が存
在し、卵胞形成期にこの作用を阻害すること
で in vitro においても二次卵胞が形成される
ことが示された。 
 得られた二次卵胞を回収直後にコラゲナ
ーゼ処理すると、卵胞培養開始直後に卵母細
胞が顆粒膜細胞層から裸化し、卵母細胞の生
存と成長が困難な状況となった。一方、コラ
ゲナーゼ処理を行わずに卵胞培養を実施し
たところ、卵胞の生存率は大幅に向上したが、
複数層の莢膜細胞層に卵胞が覆われたこと
により、卵胞内の細胞が培地と直接的に接す
ることがなくなり、卵母細胞を囲む卵丘細胞
層が貧弱になった。得られた卵母細胞は第二
減数分裂中期まで成熟し、ごく一部は受精に
成功するものの第一卵割を行う卵はほとん
ど得られなかった。卵胞培養により、卵母細
胞を機能的に成長・成熟させるためには、莢
膜細胞層を除去し、顆粒膜細胞と卵母細胞の
複合体を培地に露出する培養法が必要と考
えられた。そこで、培養卵巣から回収した二
次卵胞を培養 3 日目にコラゲナーゼ処理し、
顆粒膜細胞層を除去した顆粒膜細胞と卵母
細胞の複合体を培養した。この方法で培養す
ることで、卵母細胞の生存率は有意に 3 倍以
上増加した。 
 これまでの申請者らの生体由来二次卵胞
の先行研究で、卵胞培養培地に高分子化合物
である PVP を添加することで得られた卵の
受精後の発生能を向上させることなどを見
出してきた。そこで、本研究においても、PVP
添加培地による卵胞培養を実施した。PVP 添



加の影響は、生体内で産生された二次卵胞の
培養時よりも顕著であり、卵胞培養 3 日後の
生存率および成長率は、高分子化合物非添加
区と比較して有意に上昇した。また、サイト
カインをコードする遺伝子の発現も有意に
上昇し、PVP のもたらす粘度がオートクリン
あるいはパラクリン因子の拡散を防止して
いるのではないかと推察した。PVP 添加によ
り、最終的に成熟卵の回収率も比添加区のお
よそ 3 倍有意に増加した。 
 種々の in vitro 系の検討の結果、卵胞培養
12–14 日後に、COCs が形成され、この COCs
の成熟培養を実施した。得られた第二減数分
裂中期卵子の核型を解析した結果 n=20 の半
数体像が確認された。体外受精で正常に受精
した受精卵のほとんどが 2 細胞期まで発生し
た。また、正常受精卵の 50%以上が胚盤胞期
へ発生することが認められ、さらに、2 細胞
期胚を偽妊娠雌マウスに移植した結果、産仔
が誕生することが示された。生殖巣 1 ヶから
最大で7匹のマウスが得られ、これまでに100
匹を超えるマウスが誕生したが、出生時の体
重や表現型、加えてマウスの寿命に差は認め
られなかった。誕生したマウスで卵母細胞に
由来するエピジェネティック修飾、すなわち、
インプリント遺伝子の DNA メチル化修飾が
正常か否か解析したが、解析の限りにおいて
異常は認められなかった。以上の結果から、
ほ乳類で初めて、in vitro で始原生殖細胞から
産仔へと発生しうる機能的な成熟卵の産生
に成功し、in vitro で成熟卵を産生する新規技
術を確立した。 
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