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研究成果の概要（和文）：哺乳類の卵は卵巣内での成長過程でその後の成熟能および発生能

を獲得する。しかし、十分に成長した卵においても、一部にこれらの能力を獲得していな

いものが存在する。本研究においては、これらの能力に関わる因子を同定するため、まず

それらの能力を有する卵とそうでないものについて RNAシーケンス法による網羅的発現解

析を行い、候補となる遺伝子を探索した。次いで成長期卵におけるそれらの発現を RNAi

により抑制することで目的の因子を同定することができた。 

 
研究成果の概要（英文）：Mammalian oocytes acquire the competence for meiotic maturation 
ad subsequent development during their growth in the ovaries. However, a part of fully 
grown oocytes do not have this competence. In the present study, to determine the factor(s) 
involved in this competence, I conducted the transcriptome analysis for the oocytes with 
and without the competence. Several candidates for the factor were obtained from this 
analysis. By inhibiting the expression of these candidates in the growing oocytes, I 
determined the target factors. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）発生工学における高品質卵使用の重要
性について  

畜産分野では、これまで様々な優良遺伝形
質を持つ家畜個体の選別・育種が進められて
きた。そして、これらの形質を可能な限り次

世代に多く残すための方策として、発生工学
的手法が用いられている。すなわち、体外受
精・受精卵凍結・胚移植などの試みがこれま
でに実際の事業としてなされてきている。さ
らには近年、優良遺伝形質を確実に次世代に
繋げるためにクローン動物を作成するとい
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う研究プロジェクトも進められている。また
将来においては、より良い遺伝形質を創り出
すために遺伝子改変動物作成の実用化も視
野に入れる必要がある。 

これらの発生工学的手法は今後の畜産物の
生産性を高めることに非常に重要と考えら
れるが、現在のところ大きな問題に直面して
いる。それは、その成功率が低く、実際の応
用に際してのコストがかかり過ぎるという
問題である。例えば、現在、家畜改良事業団・
家畜バイテクセンターで牛の体外受精・胚移
植事業を展開しているが、その受精後の発生
率は約４０％と極めて低い。また、文献によ
ると豚においては体外成熟率は８０％以上
と比較的高いが、発生率は２０％程度と極め
て低い。また、クローン動物作成の成功率は
わずか数％である。そして、これらすべての
作成効率の低さの大きな原因の１つとなっ
ているのが、これらの技術の基礎になってい
る体外受精に用いる卵の品質である。ここで
いう卵の品質とは、成熟能と発生能に関する
ものであり、すなわち、品質の低い卵では、
まず体外での成熟（減数分裂）が良好な状態
で完遂されず、さらにはその後の受精・発生
が十分に進行しない。またクローン動物の作
成においても、核移植操作を行って尚、良好
な発生を遂げるためには、卵の質が重要な要
素となることはいうまでもない。 

以上のように、家畜の生産性を高めるため
の発生工学的手法における基礎技術として、
体外での卵成熟および胚発生技術の改良が
重要であり、そのための最も重要なベースと
して、より品質の良い卵を得るための技術が
必須と考えられる。 

 

（２）卵の品質－成熟能と発生能－について 

現在、牛や豚などのほとんどの大型家畜にお
ける体外受精、あるいはクローン動物・トラ
ンスジェニック動物作成に際しては、卵巣か
ら採取した卵核胞期卵（ＧＶ卵）を体外で成
熟させ、さらに受精した胚を体外で発生させ
る必要がある。しかしながら、卵巣から得ら
れるＧＶ卵はすべてが成熟能、あるいは受精
後の発生能を持つものではないことが知ら
れている。 

ＧＶ核のＤＮＡを染色して観察すると、Ｄ
ＮＡが核小体の周囲に局在しているもの
（Surrounded nucleolus; ＳＮ型）とＧＶ核
内に一様に広がっているもの（ Non- 
surrounded nucleolus; ＮＳＮ型）の２種類
があるが、これらの核相の違いと成熟能およ
び発生能に明確な相関関係があることが知
られている。すなわち、ＳＮ型のものは成熟
率および発生率が高いが、ＮＳＮ型のものは
それが低いというものである。このことは、
ＧＶ卵の時点で、将来、卵成熟および胚発生
が可能かどうかの運命決定がなされている

ことを示している。また申請者は近年、成熟
能と発生能は共通の因子で決定されている
のではなく、それぞれ異なった因子で決めら
れていることを明らかにした。上述したよう
に、ＳＮ型の核相を持つＧＶ卵は成熟率およ
び発生率が高く、ＮＳＮ型卵はその両方が低
いことが報告されていた。そこで、成熟能お
よび発生能に関わる因子が核あるいは細胞
質のどちらに存在するのかを明らかにする
ために、ＳＮ卵とＮＳＮ卵の核と細胞質をそ
れぞれ交換する核移植実験を行った。その結
果、ＮＳＮ型のＧＶ核をＳＮ型の細胞質に移
植した卵において元のＳＮ型卵と同様の高
い成熟率が得られたことから、ＳＮ型の核そ
れ自身は直接には成熟能と関係しておらず、
ＳＮ型卵の細胞質が成熟能に重要であるこ
とが分かった。しかし、このような「ＮＳＮ
型の核/ＳＮ型の細胞質」を持つ卵は受精後の
発生率が低かったことから、良好な発生には
ＳＮ型の核が必要であり、発生能には核が関
与しているということが明らかとなった。 

（３）卵成長過程における成熟能および発生
能の獲得について 

卵巣内には第１減数分裂のディプロテン期
で細胞周期を停止した卵が多数存在するが、
それらの 1部がホルモンの刺激によって成長
し体積を増加させる。その際、卵周囲を取り
巻く卵丘細胞やその他の細胞からなる卵胞
も大きさを増す。卵における成熟能および発
生能はこの期間に獲得されると考えられて
いる。実際に、直径 60μm 以下の卵（成長
を終えたマウスの GV 卵の直径は約 80μm）
では、まったく成熟が起こらない。また、十
分に成長した卵においても、上述したように
NSN 型の核を持つ卵では成熟能、あるいは
発生能がない。しかし、これらの卵でどのよ
うな因子が不足して（あるいは過剰にあり）、
これらの能力が欠けているのかはこれまで
にほとんど明らかにされていない。唯一、卵
成長過程で減数分裂に必要なp34cdc2の量が
増加することが報告されているが、これが
NSN 卵でどのような状態にあるかはまった
く調べられていない。このように、卵の成熟
能、および発生能を決定する因子がほとんど
明らかになっていないことから、当然のこと
ながら、その獲得機構についてもまったく明
らかになっていないのが現状である。 

 

２．研究の目的 

本研究プロジェクトでは、発生工学技術の
向上、ひいては畜産物の生産性を高めること
を将来の最終目標に見据えて、その基盤とな
る研究を行いたい。すなわち、卵成長過程に
おける成熟能および発生能獲得のメカニズ
ムを明らかにし、さらに一部の卵でこれらの
能力を獲得できない原因を探ることである。
そこで、本研究計画では、まず、卵成長過程



 

 

で獲得される成熟能および発生能に関わる
因子を明らかにし、次いで、卵成長過程にお
けるそれらの因子の発現調節機構を解明す
る。 

 

３．研究の方法 

卵の品質（成熟能、発生能）に関わる諸因
子の同定とその発現調節機構を解明するた
め、以下の実験を計画した。 
 尚、実験動物としてはマウスを用いる。マ
ウスは、古くから卵成熟および初期発生に関
する研究に多く用いられており、そのメカニ
ズムに関する知見が集積している。さらに全
ゲノムの解読が終わり、分子生物学的な解析
が容易であることから、本研究に最適の実験
動物である。 
 （１）卵の品質に関わる因子の候補探索 
本研究で定義されるＧＶ卵の品質とは、成熟
能と発生能に関するものである。研究目的の
項で記したようにこの両者は最終的にはそ
れぞれ独立した因子で決定され、また、卵が
成長しＧＶ卵に至る過程で独立して獲得さ
れていく。しかし、マウスにおいては完全に
成長したＧＶ卵においては成熟能と発生能
の関連性は高く、ＳＮ型のＧＶを持つ卵はこ
の両者が高く、ＮＳＮ型のものは両者が低い
ことが核移植の実験などによって明らかと
なっている。 
そこで、この核相の違いを指標として、成

熟能と発生能に関与する因子を同定すると
いう研究戦略を立てた。尚、SN型卵とＮＳＮ
型卵は、成長卵を卵巣から採取後、
3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX)を含む
培地で１時間培養することで分別できる。す
なわち、１時間の培養後、ＳＮ型卵は卵を取
り囲む透明帯と卵の間に隙間（囲卵腔）が生
じるが、ＮＳＮ型卵ではそれが生じないこと
から、この性質の違いを用いて両者を実体顕
微鏡下で容易に分別できることを、近年申請
者の研究室で明らかにしている。① 
①まず、ＳＮ型とＮＳＮ型の卵を分別し、両
者のサブトラクションを行うことで発現量
の大きく異なるものを探し出す。また、成熟
能と発生能を未だ有していない直径 60μm以
下の成長期卵と 80μm以上の十分に成長した
ＳＮ型のＧＶ卵についてもマイクロアレイ
を行って、上記のＳＮ／ＮＳＮを用いた実験
の結果と比較する。両社に共通した違いのあ
る遺伝子が、成熟能あるいは発生能に関与す
る可能性が高いと考えられる。 
②上記①で有力な候補が得られなかった

場合、定量性の高い RNAシーケンスを行い、
そのＳＮ型卵とＮＳＮ型卵での結果を比較
して、発現量が大きく異なるものを成熟能あ
るいは発生能に関与する因子の候補とする。 
尚、成長卵を用いたマイクロアレイの結果

が近年報告されているが、これはＳＮ型とＮ

ＳＮ型を分けることなく一括した試料を用
いて実験したものである。一般にマウスの成
長卵は 40％程度ＮＳＮ型を含んでいるため、
そのような実験結果では、成熟能あるいは発
生能に関与する因子を探索するのには不十
分である。 
（２）卵の品質に関わる因子の同定 
③上記（２）①、②で発見された候補遺伝子
について siRNAを作成し、ＳＮ卵に顕微注入
して実際に成熟能あるいは発生能に関与し
ているかどうかを確かめる。成熟あるいは発
生が進行しなかったものについては、細胞分
裂調節因子との関連を解析して分裂停止の
メカニズムを明らかにする。 
④上記③の実験において考えられる問題点
として、十分に成長しきったＳＮ卵ではすで
に卵成長中に合成・蓄積された mRNAから翻
訳されたタンパク質が多量に存在しており、
そこに siRNAを注入しても、もはや成熟能・
発生能に影響を与えない可能性もある。そこ
で、卵胞培養系を用いて成長期卵に siRNAを
注入して卵成長中のターゲット mRNAの蓄積
を抑制し、そのタンパク質量を減少させる実
験系を確立する。この実験系を用いて、候補
因子をノックダウンして卵成熟および発生
への影響を調べる。 
 
４．研究成果 
 まず平成 22 年度には、卵成長過程で獲得
される成熟能および発生能に関わる因子を
明らかにするため、これらの能力を持つ
SN(surrounding nucleorus）タイプと持たな
い NSN(not surrounding nucleorus)タイプの
卵についてサブトラクション法により、発現
量の異なる遺伝子を探索した。その結果、数
十の候補遺伝子が得られたが、RT-PCRによる
精密な発現量の解析を行ったところ、いずれ
も SN 卵と NSN 卵で顕著な差が見られなかっ
た。したがって、今後は定量性の高い網羅的
遺伝子解析法である RNA sequence法により、
SN卵と NSN卵で発現量の異なる遺伝子の探索
を行う予定である。 
 また、一方で in vitroでの卵成長(in vitro 
growth; IVG)を行う実験系の確立を行った。
すなわち、SN卵と NSN卵で発現量の異なる遺
伝子が発見された場合、これらが実際に成熟
能あるいは発生能に関与しているかどうか
を調べるために、成長期卵にこれらの遺伝子
の siRNA を顕微注入し、IVG により成長させ
た後にその成熟能および発生能を調べる必
要がある。これまでに申請者の研究室で IVG
により十分に成長した卵を得ることには成
功していたが、今回は RNAi を顕微注入する
ことで、実際に特異的に標的たんぱく質の発
現を低下させ期待した表現型が得られるか
どうかの確認を行った。そこで、未受精卵の
MII期停止に関わる c-Mosの siRNAを用いた



 

 

ところ、単為発生が進行するという期待され
た表現型が得られ、IVG の実験系が機能する
ことが確認された。 
 平成 22 年度に成熟能および発生能に関わ
る因子を探索するためにサブトラクション
法を試みたが、候補因子を得ることができな
かったため、平成 23 年度は定量性の高い網
羅的遺伝子解析法である RNA sequence 法に
よる解析を行った。その結果、成長過程で著
しく発現量が増加する数十の遺伝子が発見
できた。さらに近年、成長卵で mRNA として
は発現しているが翻訳が行われておらず、減
数分裂再開後あるいは受精後に翻訳量が増
加する遺伝子が存在することが明らかとな
ってきている。そこで、これらの遺伝子がそ
れぞれ成熟能および発生能に関与している
可能性を踏まえて、pol(A)鎖によるセレクシ
ョンを行った後に RNA sequence を行うこと
とした。そのための予備実験として、poly(A)
鎖が減数分裂の前後で変化することがすで
に知られている遺伝子について oligo(dT)カ
ラムを用いるセレクションを試みたところ、
poly(A)鎖が短い mRNA は取り除かれ、逆に
poly(A)鎖が伸長した mRNAを効率よく回収で
きることが明らかになった。以上により、
poly(A)セレクション後の mRNA について RNA 
sequenceを行う準備が完了した。 
 そこで平成 24 年度は成熟能および発生能
に関わる因子を明らかにするため、成長卵で
mRNA としては発現しているが翻訳が行われ
ておらず、減数分裂再開後あるいは受精後に
翻訳量が増加する遺伝子の探索を行うこと
にした。何故なら、成熟能あるいは発生能に
関する因子であれば、それは減数分裂再開前
には必要なくその再開後あるいは受精後に
必要となるものであることから、減数分裂前
には翻訳レベルが低く、それが減数分裂後あ
るいは受精後に増加するものと考えられる
からである。そこで、これらの遺伝子がそれ
ぞれ成熟能および発生能に関与している可
能性を踏まえて、poly(A)鎖によるセレクシ
ョンを行った後に RNA sequence を行うこと
とした。一般に、poly(A)鎖の長さが翻訳に
関わっており、すでに数種類の遺伝子の mRNA
において減数分裂再開後に poly(A)鎖が伸長
して翻訳量が増えることが知られている。
RNA sequence の結果、poly(A)セレクション
を行うことでまったく発現が見られなくな
った遺伝子が数十種類見つかった。さらにこ
の中で、卵特異的な発現を示す遺伝子が数種
類あり、卵成長中におけるそれらの発現を
RNAiにより抑制したところ、卵成熟に異常を
きたしたものが認められた。したがって、こ
れらが卵成熟能に関わる因子であることが
明らかとなった。 
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