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研究成果の概要（和文）：生体内と体外培養系におけるマウス卵母細胞の形成過程を比較することにより、低酸
素状態と物理的ストレス状態が原始卵胞の維持に必要であることを見出した。実際にそれらの環境を体外培養系
で再現すると、これまでのin vitro gametogenesisでは不可能であった原始卵胞の静止状態が再構築された。ま
た、マウスES細胞から卵巣の体細胞と同等の細胞を分化誘導し、ES細胞のみから誘導された卵巣オルガノイドか
ら発生能をもつ卵子を作製した。このほか、マーモセット、ウシ、ミナミ/キタシロサイの多能性幹細胞からの
始原生殖細胞を分化誘導する方法を確立した。

研究成果の概要（英文）：By comparing the differentiation process of mouse oocytes in vivo and in 
vitro culture system, we found that hypoxia and mechanical stress conditions are necessary for the 
maintenance of primordial follicles. When these conditions were reproduced in the culture system, 
the quiescent state of primordial follicles was, which was not possible in the previous in vitro 
culture systems. In addition, we established culture system that produces gonadal somatic cell-like 
cells from mouse pluripotent stem cells. These induced cells were capable of fully supporting oocyte
 growth and provided oocytes with competence of fertilization and full-term development. Finally, we
 established culture systems that produce primordial germ cell-like cells from pluripotent stem 
cells of marmoset, bovine, and northen white rhinoceros.

研究分野： 生殖生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
原始卵胞を形成する環境因子が明かとなったことは、原始卵胞の形成メカニズムの解明のほか、早期閉経などで
認められる原始卵胞の早期枯渇の原因究明に貢献する。また今回、生体の卵巣体細胞を使うことなくマウスの多
能性幹細胞から卵子の作製に成功したことにより、in vitro gametogenesisを様々な動物に適用する道を開い
た。さらにこの技術は生殖細胞と生殖腺体細胞の相互作用を解析するツールを提供して、この相互作用の異常に
起因する不妊症などの原因究明や治療法の開発に貢献する。また、様々な動物の多能性幹細胞から始原生殖細胞
を誘導したことにより、これらの動物種への本技術の応用の具体例を示すことができた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
生殖細胞は次世代の個体を作るという極めて特殊な性質をもつ。その特性を解明するために、

多くの基礎研究が展開されてきたと同時に、その利用は発生工学分野を創成して生物学・医学・
畜産学・水産学等に大きな影響を及ぼした。その中で、研究代表者らが中心となり多能性幹細胞（ES/iPS
細胞）を用いて配偶子形成過程を体外培養で再現する培養技術 “in vitro gametogenesis” が開発さ
れた。具体的には、マウス ES/iPS 細胞からすべての生殖細胞の前駆体である始原生殖細胞と卵
子を体外培養系で分化誘導することに世界で初めて成功した。体外培養系で配偶子を分化誘導
するというシンプルな発想に基づく方法論が完成すれば、生殖細胞の分化メカニズムの解明や
経時的な観察が可能となるほか、体外培養系で作られる配偶子を用いた生殖工学技術の開発に
貢献する。これらの学術研究や技術開発は in vitro gametogenesis がモデル動物からヒト、産業動
物、絶滅危惧種などへの応用に従い、重要性や革新性を増大させながら加速するものと考えられ
た。しかしながら、体外培養で作られる配偶子は生体で作られるものと比較して発生能が低いこ
とや、多くの技術がマウスに限定されていることが開発の障壁となっていた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、現行の in vitro gametogenesis を生体の生殖細胞系列の分化過程に近づけること、さ

らにマウス以外の動物種に適用することを目的に行なった。具体的には、(1)現行の方法では再
現が困難な原始卵胞を再構築すること、(2)マウス以外の動物への応用の障壁となっている生殖
腺の体細胞を多能性幹細胞から作り出す技術を開発すること、(3)様々な動物種の多能性幹細胞
を用いて生殖細胞系列の分化過程を再現すること、を行う。  
 
３．研究の方法 
(1) 現行の in vitro gametogenesis では再現が困難である原始卵胞を再構築するために、生体内と
体外培養系における卵母細胞の発生過程の遺伝子発現を比較する。その比較により生体内にの
み存在する環境因子やシグナル経路を抽出して、それらを培養系に添加する。その効果を遺伝子
発現や形態学的に評価する。 
 
(2) マウスの多能性幹細胞を用いて、生体内の生殖腺の発生過程を参考に、様々な成長因子やそ
れらの阻害剤などを添加して、生殖腺（卵巣）の体細胞を分化誘導する。分化誘導の際には、発
生過程の各段階に特異的な遺伝子の発現をモニターできるレポーター遺伝子をもつ多能性幹細
胞を用いる。分化誘導された卵巣の体細胞について、遺伝子発現および卵胞形成や卵子の産生能
などの機能性を評価する。 
 
(3) 霊長類のモデルとしてコモンマーモセット、絶滅危惧種の例としてキタシロサイの多能性
幹細胞から始原生殖細胞を分化誘導できる培養条件を検討する。この際、始原生殖細胞の分化を
モニターできるレポーター遺伝子をもつ多能性幹細胞を用いる。得られた始原生殖細胞様細胞
（Primordial Germ Cell-Like Cells: PGCLCs）について、遺伝子発現および分化能を評価する。 
 
４．研究成果 
(1) 原始卵胞の再構築を目的と
して、生体内と体外培養系にお
ける卵母細胞の発生過程の遺伝
子発現を比較した結果、原始卵
胞に特異的な遺伝子発現プロフ
ァイルが同定された（図１A）。
そのプロファイルの GO 解析の
結果、低酸素および物理的刺激
と関連することが推察された。
そこで、in vitro gametogenesis を
低酸素条件下（5% O2）または高
圧力条件下（+33.3kPa）で行なっ
た結果、原始卵胞が構築された
（図１B）。得られた原始卵胞の
遺伝子発現は生体のものと近い
ことが明かとなった。 
 
(2) 卵巣の体細胞の分化過程をモニターできるレポーターマウス ES 細胞（T-GFP, Osr1-GFP, 
Gata4-CFP, Nr5a1-hCD271, Foxl2-tdTomato）を樹立した。これらを用いて、卵巣体細胞までの中間
体である初期中胚葉、中間中胚葉、体腔上皮細胞を分化誘導する培養条件を決定した。初期中胚
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図１ 原始卵胞の再構築：(A)生体と体外培
養における卵母細胞系列の分化過程の比
較。生体(in vivo)に特異的な遺伝子プロフ
ァイルが認められる。(B)低酸素培養条件
下で再構築された原始卵胞。原始卵胞の
維持に必要な転写因子 FOXO3（マゼンダ）
が核内に発現している。(C)高圧条件下で
再構築された原始卵胞。転写因子 FOXO3
（赤）が核内に発現している。 

 



葉の分化誘導には WNT と BMP シグナルの調整が、中間中胚葉と
体腔上皮細胞の分化誘導にはレチノイン酸シグナルの調整が重要
なことが明かとなった。これらの分化培養条件を検討することによ
り、最終的に Nr5a1-hCD271 陽性、Foxl2-tdTomato 陽性の顆粒膜細
胞および Nr5a1-hCD271 陽性、Foxl2-tdTomato 陰性の卵巣間質細胞
を得た。これらの細胞の遺伝子発現プロファイルは生体のものと非
常に良く似ていた。また、これらの細胞をマウス ES 細胞から分化
誘導した始原生殖細胞と共培養した結果、卵胞と卵母細胞の形成が
確認された（図２）。得られた卵子は体外受精と仮親への移植によ
りマウス個体に発生した。これらにより機能的な卵巣体細胞の分
化誘導に成功して、多能性幹細胞のみを用いて卵胞構造と卵子を
再構築することに成功した。 
 
(3) コモンマーモセット ES 細胞、ミナミシロ
サイ ES 細胞およびキタシロサイ iPS 細胞から
PGCLCs を分化誘導する培養条件を決定した。
コモンマーモセット ES 細胞からの分化誘導に
は、WNT シグナルとレチノイン酸シグナルを調
整して、過剰な中胚葉分化と神経分化を抑制す
ることが重要であることが明かとなった。また
ミナミシロサイ ES 細胞とキタシロサイ iPS 細
胞からの分化誘導には、WNT シグナルおよび
cAMP シグナルの調整が重要であることが明か
となった。得られたいずれの動物種の PGCLCs の遺伝子発現プロファイルおよび分化過程の遺
伝子発現の変化はマウスやヒトのものと良く類似していた（図３）。またコモンマーモセット
PGCLCs はマウス胎仔卵巣細胞との共培養により DDX4 陽性の後期始原生殖細胞に分化し、ミ
ナミシロサイ/キタシロサイ PGCLCs は始原生殖細胞に特徴的な移動能を示した。 
 

図 ３  ミ ナ ミ シ ロ サ イ
PGCLCs の分化過程に
おける遺伝子発現の変
化 ： ミ ナ ミ シ ロ サ イ の
PGCLCs（d4OGBT）の分
化過程はヒト（hPGCLCs）
やマウス（mPGCLCs）と
同様の分化過程（ PC3
軸）を経ている。 

図２ マウス ES 細胞により再構築
された卵胞：卵母細胞（青/緑）、顆
粒膜細胞（赤）、莢膜細胞（白） 
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