
近畿大学・生物理工学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４４１９

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

異種間顕微授精によるトゲネズミ雄性2倍体胚由来ES細胞の樹立と配偶子形成の誘導

Establishment of ES cells derived from androgenic diploid embryos produced by 
interspecific sperm injection and induction of gametogenesis

１０３２２２６５研究者番号：

三谷　匡（Mitani, Tasuku）

研究期間：

１８Ｋ０６０２１

年 月 日現在  ３   ５ ２９

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：絶滅危惧動物であるトゲネズミの幹細胞の樹立を目的として、異種間顕微授精を用い
た雄性2倍体胚由来ES細胞の樹立について検討した。ラットおよびモリアカネズミ精子をマウス除核卵子に顕微
注入したが胚発生は停止した。そこで、マウス卵子の異種精子の受容能についてハイブリッド胚による解析を行
った。その結果、モリアカネズミ精子では雄性前核の形成が遅延すること、先体酵素の除去処理により異種雄性
前核の形成遅延が改善されることが明らかとなった。アマミトゲネズミ－マウス異種間体細胞核移植胚の作製と
ES細胞の樹立を試みた。しかし、胚盤胞への発生率は極めて低く、発生した胚盤胞からもntES細胞の樹立には至
らなかった。

研究成果の概要（英文）：For the purpose of establishing ES cells derived from androgenic diploid 
embryos produced by interspecific sperm injection, either rat or wood mouse (Apodemus sylvaticus) 
sperm were microinjected into mouse enucleated oocytes, but embryonic development was arrested. 
Therefore, in order to verify the acceptance of heterologous sperm in mouse oocytes, hybrid embryos 
were analyzed. As a result, the formation of the male pronucleus was delayed in the wood mouse 
sperm, and the delay in the formation of the heterologous male pronucleus was improved by the 
removal of the acrosomal enzyme or the destabilization of the sperm cell membrane. Due to COVID-19, 
original research plan was changed to establish ES cells from the embryos of Ryukyu spiny rat using 
interspecific somatic cell nuclear transfer. However, its developmental ability to the blastocysts 
was extremely low, and ntES cells could not be established.

研究分野： 生殖生物学

キーワード： 雄性2倍体胚　ハイブリッド胚　ES細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
不妊治療で使われている顕微授精技術を用いて、マウス精子2個を核を除いたマウス卵子に注入してオスのゲノ
ムのみからなる胚（雄性2倍体胚）を作製すると発生し、ES細胞を樹立することができる。絶滅危惧動物の保全
を目的に、この方法を異種の精子に適応してES細胞の樹立を試みたが十分な成果には至らなかった。しかし、そ
の原因究明のため異種精子の受容能を評価する目的で行ったハイブリッド胚を用いた解析は、異種精子由来雄性
２倍体胚の発生能の予測の指標として有効な手法となる可能性がある。また、哺乳動物の種間の生殖隔離という
生物学的な問いに関する新たな仕組みを探る手法となりうる興味深い研究成果である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
南西諸島は生物多様性の宝庫であり、環境省では南西諸島の世界自然遺産登録へのロードマ

ップを策定している（※2021 年 5 月、ユネスコの世界自然遺産に登録される見通しとなった）。
南西諸島に生息するトゲネズミ(Tokudaia)属（1 属 3 種）は、国の特別天然記念物であり、希少
動植物種として種の保存法指定種となっている。そのうち、アマミトゲネズミとトクノシマトゲ
ネズミは、雌雄ともに XO 型という哺乳動物約 4,500 種の中でほとんど唯一の存在であり、ま
た、オキナワトゲネズミもY染色体は存在するがSry遺伝子はすでに機能を失っている（Kimura 
et al., 2014）。このようにトゲネズミの学術的重要性は極めて高いが、絶滅危惧種であるがゆえ
に研究材料として容易に取り扱えるものではなく、その生殖生理も不明であり、人工繁殖技術も
確立していない。野生動物や展示動物については、人工繁殖技術の延長として、また遺伝資源保
存の一形態として、iPS 細胞やクローン技術の取り組みが展開されているが、iPS 細胞について
は、野生動物や展示動物では樹立条件の最適化が難しく、その成果は未だ限られている。また、
異種間クローン胚からの ES 細胞の樹立も試みられてきたが、ほとんど成功していない。したが
って、特異な性決定機構から世界的にも注目されるトゲネズミの幹細胞が開発されれば、性決定
や配偶子形成機構を探求する強力なツールとなり、遺伝資源保存にも大きく貢献し、学術的、社
会的インパクトは大きい。近年、創薬や遺伝学研究での有用性から、片親性半数体胚からの ES
細胞が開発されている（Leeb, et al., 2011, 他）が、申請者らもマウスにおいて人為的片親性 2
倍体胚（雌性、雄性）からの ES 細胞の樹立に成功している。トゲネズミ精巣は、事故死等によ
り回収された個体より採取することが可能であることから、異種間顕微授精を用いて作製した
雄性発生胚（卵子から核を取り除き精子を注入して発生させた胚）からの ES 細胞の樹立を着想
するに至った。本研究は、新奇技術を駆使してトゲネズミの謎に迫り、科学的・文化的価値を社
会に伝え啓蒙することに資する。 
 
２．研究の目的 
本研究は、哺乳類でありながら“Y染色体を持たないトゲネズミ”の謎に迫るための強力なツー

ルとなる ES細胞を“異種間顕微授精による雄性 2 倍体胚”という新奇な発生工学的手法を駆使し
て開発し、異種間キメラ動物を用いてトゲネズミの性決定と配偶子形成の仕組みを明らかにす
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス除核卵子へのラットならびにモリアカネズミ精子の顕微注入による雄性 2 倍体胚の
作製と ES 細胞の樹立 
雄性 2 倍体胚の作製に供するレシピエント卵子は B6D2F1 系統の雌マウス(Mus musculus)よ

り過排卵処理により回収した。ドナー精子はラット(Rattus norvegicus)ならびにモリアカネズ
ミ(Apodemus sylvaticus)の凍結精子を用いた。回収した卵子卵丘細胞複合体をヒアルロニター
ゼ処理により裸化し mCZB 培地にて培養した。マウス卵子の除核操作は、サイトカラシン B 
(CB)で処理後、mCZB-HEPES/9%PVP 下でピエゾマイクロマニピュレーターを用いて行った。
凍結精子は融解後、超音波処理により頭部と尾部に分断した。精子の顕微注入はピエゾマイクロ
マニピュレーターを用いて行い、雄性 2 倍体胚を作製するため、1 つの卵子に対し 2 個の精子頭
部を注入した。胚の活性化処理は、mCZB-Ca2+-free+10mM SrCl2, 5µg/mL CB 培地により行い、
その後、KSOM+AA 培地にて体外培養した。 
(2) マウス卵子における異種精子の受容能に関する検討 
顕微授精に供する卵子は過排卵処理により回収した。ドナー精子はマウスならびにモリアカ

ネズミの凍結精子を用いた。回収した卵子卵丘細胞複合体をヒアルロニターゼ処理により裸化
しmCZB培地にて培養した。凍結精子は融解後、超音波処理により頭部と尾部に分断し、ピエゾ
マイクロマニピュレーターを用いて顕微注入を行った。前核形成の促進効果について検討する
ため、一部の精子に対して超音波処理前に0.02% Triton X-100、1時間処理により先体除去処理
を行った。卵子の活性化処理は、mCZB-Ca2+-free+10mM SrCl2培地により行い、mCZB培地中
で6時間体外培養した。前核の形成について、顕微注入後1時間間隔でサンプリングし、酸性タイ
ロード処理により透明帯を除去後、固定、透過処理を行い、DAPIによる蛍光観察を行った。さ
らに、一部の胚は、mKSOM培地中で最長6日間培養した。異種間顕微授精胚のハイブリッドの
判別は、2前核を形成し卵割を経て2細胞期に達した胚を用いて、マウスおよびモリアカネズミの
GPR33遺伝子領域に対するRFLP解析により行った。 
(3) 異種間顕微授精胚由来ES細胞の樹立 
異種間顕微授精により胚盤胞に発生した胚を用いて ES 細胞の樹立を行った。酸性タイロード

処理により透明帯を除去した胚盤胞をマウス胎子線維芽細胞より作製したフィーダー細胞上に
播種し、Knockout-DMEM+20%KSR/LIF/2i (CHIR99021, PD0325901)培地にて培養した。胚
が定着後、増殖が確認できた細胞塊を継代し、ES 様細胞の形態を示す細胞株を樹立した。樹立
した ES 様細胞株は、アルカリ性フォスファターゼ(ALP)染色、核型解析、免疫組織化学（Oct4, 
Nanog）により評価した。さらに、胚様体形成、神経細胞、脂肪細胞への分化能について検討し
た。 



(4) 異種間体細胞核移植によるアマミトゲネズミ体細胞核移植胚の作製と ES 細胞の樹立 
核移植に供するレシピエント卵子は、B6D2F1 系統の雌マウスより過剰排卵処理により回収

した。ドナー細胞は、マウスについては B6C3F1 系統の雌マウスより回収した卵丘細胞を用い
た。アマミトゲネズミ (Tokudaia osimensis)については、成体尾部より調製した初代培養線維
芽細胞を用いた。回収した卵子卵丘細胞複合体をヒアルロニターゼ処理により裸化し mCZB 培
地にて培養した。マウス卵子の除核操作は、CB 処理後、mCZB-HEPES/9%PVP 下でピエゾマ
イクロマニピュレーターを用いて行った。ドナー細胞をピエゾマイクロマニピュレーターで注
入後、約 1 時間培養した卵子は早期染色体凝集（PCC）を確認し、mCZB-Ca2+-free+SrCl2/CB
培地で 3 時間、mCZB-CB で 3 時間培養することにより活性化処理を行った。一部の体細胞核
移植胚については、PCC 確認後、上記の処理にトリコスタチン A (TSA) 5nM を加え（Kishigami 
et al., 2006）、さらに 4 時間 mCZB-TSA 培地で培養し、以後は KSOM-AA 培地で培養した。 
 
４．研究成果 
(1) マウス除核卵子へのラット精子異種間顕微授精によるラット雄性 2 倍体胚の作製と ES 細胞
の樹立 
本課題において、トゲネズミ精子を想定した異種間モデル実験としてラットの利用を計画し

ていたが、ラット精子を用いた異種間雄性2倍体は前核形成ののち発生を停止した。そこで、ラ
ットに代わる異種齧歯類としてモリアカネズミに変更した。モリアカネズミは系統的にラット
よりもトゲネズミに近縁であり、ES細胞の樹立(Wang et al., 2010)やマウス胚とのキメラ形成
能（Xiang et al., 2008）も確認されていることから、異種のモデルとして適していると考えられ
た。 
モリアカネズミ精子を除核マウス卵子に顕微注入し雄性 2 倍体胚を作製した。しかしながら、

モリアカネズミの精子はマウスの精子と比較してサイズが大きく、精子頭部を 2 個注入するこ
とで卵子へのダメージがかかり、生存数が減少した。精子注入後、生存卵子では前核の形成と両
前核の融合は認められたものの、すべて発生を停止した。モリアカネズミ精子頭部には鎌状のか
ぎのような構造があるが、これは精子が連結し、卵子までの移動を行うために形成された部位で
あり、マウスにはない形態である。そのため、精子注入用ピペットの先端を大きくしたことでマ
ウス卵子への負担が増大したと考えられた。したがって、マウス卵子への負荷を軽減し精子頭部
を効率よく注入する工夫が必要である。また、本実験では、従前に実証していたマウス雄性 2 倍
体胚由来 ES 細胞の樹立結果を参考に、雄性 2 倍体胚の活性化処理において TSA 処理を併用し
なかった。ウシの受精卵では雄性の前核が形成されてから 2 細胞期までに到達する間にエピジ
ェネティックな機構がはたらいており、ウシ雄性 2 倍体胚では TSA 添加はこの機構に作用する
ことで発生率が向上したと考えられている(Zhang et al., 2014)。マウスではこのような機構が
みられないため TSA の効果は認められなかったが、モリアカネズミにおいては不明であるため、
卵子活性化処理における TSA の併用について検討する必要がある。 
(2) 異種間顕微授精によるマウス卵子における異種精子の受容能に関する検討 
ラット精子、モリアカネズミ精子いずれの場合も、除核マウス卵子へ顕微注入した雄性2倍体

胚では前核形成はみられたものの、すべて前核期で発生を停止した。このことから、種や属を超
えたこれらの精子をマウス卵子が受容しない可能性が考えられた。しかしながら、自然界におい
て種を超えた交配（交雑）の例はたびたびみられる。また、マウスの半数体ES細胞とラットの
半数体ES細胞を用いて電気融合によりハイブリッドES細胞を作製した例もあり（Li et al., 
2016）、系統樹的にはモリアカネズミよりも遠縁のラットとのハイブリッドの例がすでに実証さ
れている。また、核移植においても異種の体細胞核を受け入れる場合、卵子側のゲノムを残すこ
とで前核が形成され、発生が改善することが報告されている。そこで、マウス卵子がモリアカネ
ズミ精子を受容しうるか検証するために、異種や異属間で生まれるハイブリッド個体の存在に
着目し、マウス卵子の除核を行わずモリアカネズミ精子を１つ顕微注入したハイブリッド胚を
作製し、その胚発生について検討した。 
モリアカネズミ精子頭部をマウス卵子に注入した際、マウス雌性前核の形成に対してモリア

カネズミ雄性前核の形成において精子頭部の膨化に遅延がみられることが明らかとなった。
Triton X-100 (TX)処理による先体酵素の除去および精子細胞膜の不安定化が前核形成を促し胚
の発生率を改善する（Zambrano et al., 2016）ことが報告されていることから、同処理を施した
モリアカネズミ精子の前核形成過程について検討した。その結果、TX処理異種間顕微授精卵子
おいて、活性化処理後2-3時間での精子頭部の膨化および2前核の形成過程が観察され、マウス同
種間顕微授精卵子の雄性前核形成に近似した過程を辿ることが明らかとなった。しかしながら、
既報とは異なり、TX処理を施した顕微授精卵子の胚発生能の改善は認められなかった。次に、
2前核を形成し卵割が進行した胚がハイブリッドであることを確認するため、マウスおよびモリ
アカネズミのGPR33遺伝子領域に対するRFLP解析を行った結果、異種間顕微授精由来2細胞期
胚はマウスおよびモリアカネズミのGPR33遺伝子を保持していることが示された。さらに、2前
核を形成した胚はマウス胚、モリアカネズミ－マウスハイブリッド胚ともに、約30％が胚盤胞に
発生した。 
(3) 異種間顕微授精によるハイブリッド胚由来ES細胞の樹立 
モリアカネズミ－マウスハイブリッド胚よりES細胞の樹立を行った。モリアカネズミ精子を

マウス卵子へ顕微注入後、ヘキスト33342を用いて精子頭部の形態を観察した結果、モリアカネ



ズミ精子の前核形成を認めた。前核の数については、1~3個の前核が確認された。注入後の生存
卵子を体外培養したところ、2細胞期までの発生率は81％と高かったものの、4細胞期へ発生し
た胚は38%と低下した。しかし、その後はほとんどが胚盤胞へと発生した。胚盤胞に達した16個
の胚のうち、11個はDay5もしくはDay6において得られた胚盤胞であり発生遅延がみられた。
Day6で得られた胚盤胞の形態は胞胚腔が小さく、内部細胞塊の細胞量も比較的少ないものが多
かったが、Day5で得られた胚盤胞の外観は標準的なDay4のマウス胚盤胞と同様であった。ハイ
ブリッド胚盤胞をマウスフィーダー細胞上で培養することにより、14株のES様細胞が樹立され
た。ES様細胞株はいずれもALP染色、免疫組織化学染色(Nanog, Oct4)で陽性を示し、体外分化
誘導により胚様体を形成し、心筋細胞や脂肪細胞への分化能を示した。しかしながら、核型解析
（マウス：2n=40本、モリアカネズミ：2n=48本）において、ES様細胞は理論値となる44本を示
さず、いずれの細胞株も40本付近に偏っていた。これらの結果から、異種間顕微授精によりハイ
ブリッド胚を作製することは可能である一方、胚発生の間に染色体の脱落現象が生じている可
能性が示された。 
(4) 異種間体細胞核移植によるアマミトゲネズミ体細胞核移植胚の作製と ES 細胞の樹立 
本研究では、異種間顕微注入により作製する雄性 2 倍体胚からの ES 細胞の樹立を目的として

いるが、COVID-19 の影響により大幅な研究計画の変更を余儀なくされた。そこで、異種間体細
胞核移植によるトゲネズミ体細胞核移植胚の作製と i-ntES 細胞(interspecific nuclear transfer-
derived ES cells)の樹立について試みた。アマミトゲネズミ尾部由来初代培養線維芽細胞を核型
解析した結果、正常率（2n=25）は 90％であった。対照区として B6C2F1 マウス卵丘細胞をド
ナー細胞とした体細胞核移植胚では、73.4％が 2細胞期胚へと発生し、その後、桑実胚へは 47.9％、
胚盤胞へは 28.9％が発生した。一方、アマミトゲネズミ体細胞核移植胚では、2 細胞期胚へ発生
したものは 30.0％であったが、4 細胞期胚へは 2.8％と大幅に低下し、胚盤胞に発生した胚は
1.0％（2 個）であった。胚盤胞にまで発生した胚から i-ntES 細胞の樹立を試みたが、フィーダ
ー細胞上への内部細胞塊の接着・増殖が悪く、コロニー形成には至らなかった。以上の結果から、
トゲネズミ－マウス異種間体細胞核移植胚の発生能は 2～4 細胞期で急激に失われること、発生
した胚盤胞からの ES 細胞の樹立は困難であることが示された。したがって、本申請で提案する
ような、異種間体細胞移植に代わる新規の幹細胞の樹立技術の開発が求められる。 
今後、異種精子を用いた雄性2倍体胚の発生能を獲得させるうえで、ハイブリッド胚の基礎的

な研究は有効であると考えられる。本研究において、顕微注入により人為的に取り込まれた異種
精子はマウス卵子内で前核形成に遅延が生じることが明らかとなったが、前核形成過程を同期
化させる処理を施すことでハイブリッド胚の発生能が獲得される可能性がある。さらに、ハイブ
リッド胚における染色体の脱落現象の可能性が示されたが、マルチカラー染色体ペインティン
グによるFISH解析を行い、マウスとモリアカネズミ染色体の構成について検討する必要がある。
また、種差による異種精子の適合性を測る上で、マウス近縁種である同属異種のオキナワハツカ
ネズミ(Mus caroli)や亜種のアルジェリアハツカネズミ(Mus spretus)による比較評価は有効で
ある。このように、ハイブリッド胚を用いた異種精子の受容能や胚発生能の評価は、異種間体細
胞核移植胚や異種精子由来雄性2倍体胚の発生能の予測の指標として派生的な成果へと発展す
る可能性がある。また、種の分岐における生殖隔離に関する新たな仕組みを探る糸口となりうる。
これらの研究は、絶滅危惧種や展示動物の幹細胞樹立の新規技術を創出し、生物多様性の保全に
資する技術の開発に繋がることが期待される。 
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