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研究成果の概要： 

ES 細胞の分化や未分化状態に関与する遺伝子は、生体における発生・分化過程の理解に

も有用と考えられ、未分化 ES 細胞に特異的に発現する遺伝子を単離し Ces5 と名付けた。作

製したノックアウトマウスの雌の不妊を認め、新規な maternal effect遺伝子と考えられた。

電子顕微鏡を用いた解析結果より、Ces5 は卵の細胞質内の繊維状構造物の構築に関与し、

構造体の成分あるいは構築に必須の蛋白であり、初期胚の発生に重要な役割を持つことが示

唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

 

ヒトやマウスの胚盤胞より単離された

胚性幹（ES）細胞は、様々な細胞に分化

する多分化能を有するのみならず、未分

化状態のまま分裂増殖する高い自己複製

能も保持している。その特異な性質から、

特定の系列の細胞へと分化誘導し再生医

療への利用を検討する研究や、リプログ

ラミングとの関連を含め細胞の未分化状

態の解明を目指す研究においても注目さ

れている。ES 細胞の分化あるいは未分化

状態に関与する様々な遺伝子の動態は、

初期胚が発生・分化してゆく過程を同一

ではなくとも反映しているものと考えら

れ、これらの遺伝子について解析するこ

とは、生体における発生・分化過程を理

解する上で有用な情報をもたらすものと

期待される。これまでに我々は、ES細胞

の分化誘導における GATA遺伝子の役割

についての検討や、ES細胞からインスリ

ン産生細胞への分化誘導における pdx-1

遺伝子の重要性を報告している 

(Fujikura et al., Genes & Dev. 16: 784, 

2002、 Miyazaki et al., Diabetes 53: 

1030, 2004)。他のグループからの報告も

数多くなされ、発現量や時期など遺伝子

間の関係について少しずつ明らかにされ

てきている。しかし、未分化細胞から多

様に特化した細胞へ分化してゆく過程は

極めて複雑であり、多数の遺伝子が連携

しつつ進行していくと考えられる。従っ

て、細胞の特定の状態における発現遺伝

子の動態を網羅的に解析する方法の必要

性が考えられた。 一方、日本を含め複

数の国の研究機関による遺伝子に関する

さまざまなデータを集積したデータベー

スが構築され、研究者はインターネット

を介して膨大なデータを利用可能となっ

ている。このような状況の中、Mitsui ら

がデータベースを利用した in silico ス

クリーニングを用いて単離、同定した遺

伝子 Nanog は、ES細胞の未分化状態の維

持に深く関与するのみならず、ノックア

ウトマウスの解析より、初期胚発生の極

めて初期に重要な役割を持つことが報告

され(Cell 30: 631, 2003)、データベー

スを利用した遺伝子検索の実効性が示さ

れた。 

そこで我々は、これらの遺伝子データ

を解析するための独自の解析プログラム

を開発し、ES 細胞に特異的に発現する遺

伝子のスクリーニングを行い、発生・分

化に関与する遺伝子の探索を試みた。 

ES 細胞に特異的に発現する遺伝子のス

クリーニングの結果、選別されてきた遺伝

子の内容は既知遺伝子以外に多くの新規遺

伝子が含まれていた。そのように選別され

た新規遺伝子の一つである CES5は、ES細胞

の分化に伴い発現が減少し、生体において

は雌の生殖細胞でのみ発現が見られた。そ

こで CES5遺伝子の機能を明らかにし、この

遺伝子の発生・分化への関与の有無を解析

するために、ノックアウト（K.O.）ES細胞

の単離を試みた。得られたヘテロ K.O.ES 細

胞より作製したホモK.O.ES細胞について細

胞の性状を検討した結果、発現遺伝子や細

胞の形態などに顕著な変化は認められなか

った。 



 

 

次に生体における CES5 遺伝子欠損の影

響を検討するために、K.O.ES 細胞を用いて

キメラマウスを作製した。キメラマウスを

交配し得たヘテロ K.O.マウス同士を交配し

た結果、メンデルの法則に沿った割合で雌

雄のホモ K.O.マウスが産まれ、成獣まで成

長することを確認した。従って、CES5遺伝

子はマウスの発生・成長には影響しないこ

とが示された。生殖系列細胞への影響を検

討する目的で、雌雄のホモ K.O.マウスを野

生型マウスと交配したところ、雄のホモ K.O.

マウスは野生型と同様に子孫が得られ、著

名な異常は認められなかった。一方、雌の

K.O.マウスからは子孫が得られず、何らか

の生殖系列における異常が考えられた。こ

のようにしてES細胞の未分化状態に関連し

て選別されてきた遺伝子が、生体の雌性生

殖細胞に何らかの影響を及ぼしていること

が推測され、この遺伝子の機能を明らかに

することにより、生殖細胞の発生・分化の

過程を理解する上で有用な知見が得られる

ことが期待された。 

 

野生型雄マウスとの交配が成立したホ

モ K.O.マウスにおいて、不妊を呈したこと

から、Ces5は maternal effect 遺伝子と考

えられた。maternal effect 遺伝子の重要性

を示す例として、ヒトにおいて正常な卵母

細胞の蛋白質を不妊の患者の卵子に注入す

ることによる妊娠の成功が報告されている。

しかし、その中で効果のあったファクター

の同定はなされていない。maternal effect

遺伝子として知られる MATER は、マウスの

Mater 遺伝子の情報を基にヒトの遺伝子が

同定され、自己免疫による不妊との関連が

予想された。このように、maternal effect

遺伝子の初期胚における役割と重要性はま

だ解明されていないことが多く、これらの

遺伝子に関する情報を蓄積していくことは、

将来ヒトの不妊治療の方法の開発につなが

る可能性がある。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究においては、初期胚の発生の極め

て初期段階で重要な役割を担うことが想定

される maternal effect 遺伝子 CES5の機能

を明らかにし、ヒトの不妊治療に貢献でき

るような知見を得ることを目的とする。最

初の卵割への影響やその障害のメカニズム

を明らかにし、さらに他のファクターとの

関連や、卵子内での動態を解析する。 

 

 

３．研究の方法 

1）組織学的解析を行うため、卵巣および回

収した卵について、凍結切片やパラフィ

ン切片を作製し、免疫組織化学、HE 染色

を行った。 

2）回収した未受精卵を野生型の雄の精子を

用いて体外受精し、初期発生の検討を行

った。卵の数、顕微鏡による観察、発生

の進行及びその効率を観察した。 

3）電子顕微鏡による、微細な構造の検討を

行った。さらに、抗体を用いて免疫電子

顕微鏡の解析を行い、Ces5 蛋白質と細

胞内の構造との関連を観察した。 

  

４．研究成果 

1） 雌のホモ K.O.マウスの不妊の原因を明

らかにするため、まず卵巣の組織学的解析、



 

 

交配行動や排卵などの状態、さらに卵子や

初期胚の性状などを検討した。ホモ K.O.

マウスの卵巣には、各成熟段階の卵胞が見

られ黄体も確認されたことから排卵も起

こっていると考えられ、卵巣における顕著

な異常は認められなかった。また、Ces5

蛋白質の局在を免疫染色にて検討した結

果、野生型マウスにおいては卵子に特異的

に存在し、ホモ K.O.マウスでは完全に蛋

白質が消失していることが確認された（図 

1）。  

 

図 1. 卵巣組織 hetero（上段）、homo（下   

段）の HE染色（左）と免疫組織化学（右）  

 

2) 次に、野生型雄マウスとの交配が成立し

たホモ K.O.マウスにおいても、野生型と

同程度の個数の卵が回収され、交配や排卵

にも異常は確認されなかった。しかし回収

された受精卵を培養し発生の進行を観察

したところ、正常な 2細胞期胚は殆ど観察

されず、卵割を含む受精後の極めて初期に

何らかの異常が起こっていることが示唆

された。 

 

3) 受精が正常に起こっているか、DNA

結合性蛍光色素であるDAPIを用いて未

受精卵および受精卵を染色した。その

結果、野生型マウスと同様にホモK.O.

マウスの未受精卵では、極体を除くと

雌性前核1個が染色され、また受精卵は

極体以外に2個の核が染色され、通常の

受精が起こっていることが確認された。

   

4） ホモ K.O.雌由来の胚では受精後の発生

が遅延し、免疫染色により Ces5 蛋白質は卵

の細胞質にやや不均一に存在し、蛋白質の偏

りや細胞内構造物との関連などが考えられ

た。そこで、電子顕微鏡を用いた微細構造の

検討を行った。卵巣内の卵胞および卵母細胞

に顕著な異常はみられなかったが、より微細

な構造を検討すると、細胞質内の繊維状構造

物がホモ K.O.の卵母細胞で完全に消失して

いた。また、排卵された未受精卵を回収し同

様な観察をおこなったところ、卵胞内と同様

に細胞質内の繊維状構造物がホモ K.O.の卵

子でも消失していた。そこで、Ces5蛋白質の

細胞内局在を免疫電子顕微鏡により検討し

た。ヘテロ K.O.の卵で観察された繊維状構造

物に金粒子の局在が認められ、この構造物と

Ces5の関連が示された。 

  

以上の結果より、Ces5は卵の細胞質内に観察

される繊維状構造物の構築に関与し、構造体

の成分、あるいは構築に必須の蛋白であり、

初期胚の発生に重要な役割を持つことが示

唆された。 
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