
東京大学・医科学研究所・特任准教授

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）

１２６０１

新学術領域研究（研究領域提案型）

2022～2018

種を越えた配偶子産生システムの in vitro 再構築

Adaptation of in vitro gametogenesis across a wide range of species

２０５８７４１４研究者番号：

小林　俊寛（Kobayashi, Toshihiro）

研究期間：

１８Ｈ０５５４８

年 月 日現在  ５   ５ ２９

円    77,600,000

研究成果の概要（和文）：本研究では近年マウスを用いて急速に進んできた in vitro gametogenesis (試験管
内での生殖細胞作製技術) を様々な動物種へ適応させ将来的な産業・医療への応用へ繋げることを目指し、マウ
スに次ぐ実験動物であるラットとウサギを用いた研究を進めてきた。主な成果として、ラットおよびウサギにお
いて多能性幹細胞から精子・卵子のもとになる始原生殖細胞 (PGC) の分化誘導する方法を開発した。特にラッ
トではマウス以外では初めて、精子形成およびその後の個体作出に貢献できる”機能的な” PGC の分化誘導に
成功した。

研究成果の概要（英文）：We aim to adapt in vitro gametogenesis technology, which has been rapidly 
developed in mice in recent years, to various animal species for future industrial and medical 
applications. Here we use rats and rabbits, the second most common experimental animals next to 
mice. As one of the major achievements, we could successfully develop a method for inducing 
primordial germ cells (PGCs), founder cells of sperm and oocytes, from pluripotent stem cells in 
rats and rabbits, respectively. In particular, in rats, the induced rat PGC-like cells are fully 
functional to complete spermatogenesis leading to the birth of offspring, for the first time other 
than mice.

研究分野：発生工学

キーワード： 多能性幹細胞　始原生殖細胞　ラット　ウサギ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの生殖細胞を作る研究ではマウスを用いた研究が飛躍的に発展してきたが、それを追随できる動物種が
なく、マウスで得られた知見や技術がどこまで動物種を越えて汎用なのか判断することが困難であった。本研究
成果によりラット・ウサギをはじめとした様々な動物種の生殖細胞の特徴を比較する解析も可能になり、そこか
ら導き出された種を越えた保存性などを元に試験管内での生殖細胞作製研究が一層進むと考えられる。またそれ
らは将来的な産業応用やヒトを対象とした医学研究に繋がることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 

in vitro gametogenesisにより高いインテグリティをもつ配偶子を産生することは、モデル動物
の作製や有用家畜の生産、高度生殖医療などの知的基盤を形成し、産業的・医学的に幅広い波及
効果が期待される。しかし、広範な動物種に応用できる革新的技術として確立するためには、“種
の違いの壁”を克服しなければならない。この壁は想像以上に高く、マウスと同じ齧歯類に属す
るラットでさえ、多能性幹細胞 (ES 細胞) が樹立されるまでにマウスに遅れること 25 年余り
が費やされた (Ying et al.. 2008 Cell)。この細胞も、エピゲノム状態や機能面で未だ完全ではない
（Hirabayashi et al., 2012 MRD)。さらに、初期胚の発生様式や、安定的に培養できる多能性幹細
胞の状態を調べると、齧歯類とそれ以外の哺乳類 (大型家畜や霊長類など) で大きく異なること
が明らかとなっている。その違いは PGC 形成過程の違いと密接に関連する。研究代表者は最近、
ヒト、サル、ブタの始原生殖細胞 (PGC) 形成に共通する分子基盤が、齧歯類と異なることを明
らかにした (Kobayashi et al., 2017 Nature)。これらのことから、種を越えた in vitro gametogenesis 
の実現には、配偶子形成過程における共通性と種特異性 ＜特に発生の特徴に応じた差異＞ を
理解し、それらを反映させたシステムを構築することが重要になる。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、主にラットとウサギという 2 種の動物に着目して、in vitro gametogenesisにおけ
る”種の違いの壁”を克服することを目指す。ラットは、齧歯類のなかでもマウスと最近縁である。
いずれも初期発生で卵筒型の胚を形成し、生殖細胞形成の過程にも類似点が多いと予測される。
そのため、マウスの知見を普遍化する第一歩として最適である。またマウス-ラット異種間キメ
ラの作製 (Kobayashi et al. 2010 Cell) も可能であることから、異種環境における配偶子形成能を
評価するなど、独自の系が構築できると期待される。ウサギは、齧歯類 (ネズミ目) に最近縁の
ウサギ目に属するが、齧歯類とは異なり円盤型の胚を形成する。これは、ヒトや霊長類、大型家
畜など多くの哺乳類と共通する。さらに、原腸胚期に生殖細胞が成立した後に着床が起こるとい
うユニークな特徴をもつ。これは、PGC の成立と動態を解析する上での大きなアドバンテージ
となる。両者とも生殖細胞研究や in vitro gametogenesisにおいては未開拓と言えるが、共通する
特筆すべき点として、ともに実験動物としての歴史が豊かで、短い世代サイクルで繁殖・生産で
き、高度な発生工学技術が適用できることが挙げられる。さらに、ラット、ウサギともに in vitro 
で多能性を維持した培養細胞 (ES細胞、iPS細胞) が既に報告されており (Ying et al.. 2008 Cell, 
Honda et al., 2008 Reprod Biomed Online.)、それらを起点とした in vitro gametogenesisの基盤は整
っている。そこで本研究計画では、これら特徴を備えたモデル動物を用いた研究により、研究が
進むマウスとヒトの間の隔たりを埋める知見を得ることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
研究① ラットとウサギの PGC 形成機構の解明                            
野生型および新たに作製する PGC 特異的レポーター動物を利用し、in vivo PGC の発生プロセ
ス (時期・場所) を特定する。特にラットではレポーター動物を用い各発生ステージにおける 
PGC を純化・回収し、遺伝子発現プロファイルを明らかにする。 
 
研究② ラットとウサギの多能性幹細胞からの in vitro PGC 誘導                           
PGC 特異的レポーターを持つラット・ウサギの ES 細胞を用い、研究① の情報をもとに in vitro 
PGC 誘導法を確立する。 
 
研究③ ラットとウサギの in vitro PGC のインテグリティ評価と配偶子産生への応用 
研究② で誘導された in vitro PGC を生体に移植して配偶子を分化誘導する。誘導された配偶子
のインテグリティを機能、質の面から明らかにする。 
 
研究④ 生体内および in vitro PGC の動物種横断的な比較 
研究②③で得られた情報を、これまでに報告のある他の種 (マウス、ブタ、サル、ヒト) と種横
断的に比較して、PGC 発生および配偶子形成過程の共通性と種特異性を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
 



ラットを用いた研究では、研究代表者はまず、PGC に特異的な発現を示す Prdm14 の遺伝子
座に蛍光遺伝子を組み込んだ遺伝子改変ラットを新たに作製し、発生ステージごとの詳細な解
析を行うことで、ラット PGC の成立・発生動態を明らかにした。ラット PGC と既報のマウス
およびヒト PGC のトランスクリプトームを用いた種間比較では、齧歯類間での保存性の高さを
浮き彫りにした。また Prdm14 ノックアウト(KO) ラットでは、KO マウス同様に PGC を欠損
し不妊を示すことから、Prdm14 の PGC における機能の保存性が明らかになった。一方で、特
に PGC 成立時において、ラットの方が KO においてややシビアな遺伝子制御ネットワークの
破綻が見られるなど、種ごとの違いも明らかになった(Kobayashi et al., Development 2020)。また 
Prdm14 KO ラットが PGC を欠損することを利用して、ラット ES 細胞とその胚盤胞を用いた
胚盤胞補完法により、ドナー ES 細胞の効率的な germline transmission が可能になった。これに
より、多重変異や人工染色体導入など複雑な遺伝子改変を加えた動物の効率的な作製、あるいは
これまで germline transmission が困難であった株のレスキューが可能となった。さらにマウス 
ES 細胞をドナーとすることで、ラット体内で機能的なマウス精子細胞の作出にも成功し、異種
環境で配偶子インテグリティを評価する独自の実験系として確立できた (Kobayashi et al., Nat 
Commun 2021)。これらの知見を下地として、本研究課題の特筆すべき成果の一つとしてラット
を用いて多能性幹細胞である ES 細胞から配偶子形成および個体作出に貢献できる機能的な in 
vitro PGC を分化誘導することに
成功した  (Oikawa et al., Science 
2022, 図1)。特にラットではエピブ
ラスト様細胞の誘導にマウスで用
いられる平面培養ではなく立体的
なスフェロイド形成が必要など培
養系における違いも明らかにな
り、他の動物種へ応用する際に参
考になることが期待される。本研
究成果はマウス以外の哺乳動物で
初めて多能性幹細胞から機能的な 
in vitro PGC が作れることを示し
た報告として国内外の多くのメデ
ィアにも取り上げられた。これら
ラットを用いた研究成果は 栗
本班 、小川班 と密に連携して
進めた領域内の共同研究の一環
として行われた。 

 
またウサギを用いた研究では、ウサギの初期胚を用いた組織学的な解析および、シングルセル 

RNA-seq による解析により in vivo PGC が出現する過程を詳細に明らかにした。加えて独自に
開発した培養系によりこれまでの報告より安定的かつ効率的にウサギ多能性幹細胞を樹立する
が可能になり、これを起点として in vitro PGC の分化誘導に成功した。この分化誘導系を用い
ることで、ヒトで PGC の成立に不可欠である転写因子である SOX17 の機能がウサギ PGC で
も保存されており、その成立にも重要な機能を担っていることを明らかにした (Kobayashi et al., 
Cell Rep 2021)。初期胚発生において、卵筒型エピブラストを形成する齧歯類と異なり、ウサギは
ヒトと同様に円盤型のエピブラストを形成することから、倫理的にも解析が困難なヒト胚に代
わるよいモデル動物となると期待される。実際に研究代表者らの報告ののちいくつかのグルー
プからウサギ初期胚を用いた解析の有用性を示す論文が報告された  (Bouchereau et al., 
Development 2022, Mayshar et al., Cell 2023)。また一方で、本成果で開発されたウサギの多能性幹
細胞培養法がこれまで培養が困難とされてきたブタなどの家畜動物における多能性幹細胞の樹
立・培養に繋がるといった予期せぬ成果ももたらした。特にブタでは多能性幹細胞が無限かつク
ローナル増殖が可能という初代培養細胞にはない特徴を持つことを活かし、クローン胚作製に
用いることができることを示した (Kinoshita et al., Development 2021)。これらのツールは今後、
in vitro gametogenesis を畜産分野へ応用するにあたり役立つと期待される。 

 
最後に生体内、in vitro それぞれの多能性細胞と PGC について、上記で得られたラット 

(Kobayashi et al., Development 2020, Oikawa et al., Science 2022)、ウサギ (Kobayashi et al., Cell Rep 
2021) の情報に、既報のマウス (Hayashi et al., 2011 Cell)、サル (Sasaki et al., 2016 Dev Cell)、ヒ
ト (Tang et al., 2015 Cell)、そして領域期間内に新たに樹立に成功したブタ多能性幹細胞 (論文 5) 
の情報を加えて、種横断的な比較を行った。その結果、PGC 分化に係るメカニズムは卵筒型エ
ピブラストを形成するマウス・ラットという齧歯類と、円盤型エピブラストを形成するウサギ・
ブタ・サル・ヒトといった非齧歯類という 2つのグループに大別され、それぞれのグループ内で
多くの共通性があることが明らかになった。 
 

図 1. ラット ES 細胞由来 in vitro PGC の機能評価 
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Blastocyst complementation using Prdm14-deficient rats for robust germline transmission
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Prdm14 遺伝子座に H2BVeunus をノックインしたラットにおける始原生殖細胞発生の解析
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ヒト初期発生、とくに生殖細胞への 運命決定機構の解明に向けた複合的アプローチ



６．研究組織

７．科研費を使用して開催した国際研究集会

〔国際研究集会〕　計0件

８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

英国 ケンブリッジ大学 ガードン研究所

米国 スタンフォード大学

英国 University of Cambridge

共同研究相手国 相手方研究機関

英国 ケンブリッジ大学 エクセター大学 ノッティンガム大学

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考

研
究
協
力
者

平林　真澄

(Hirabayashi Masumi)


