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研究成果の概要（和文）：女性は年齢の増加に伴い卵母細胞の成熟過程で異常が出やすいことから、本研究では
この過程を分子的に解明することを目指した。当初計画していたノックダウンによるスクリーニングは他の研究
室から発表されてしまい断念したが、ノックアウトマウスの作製に戦略変更して解析を行った。卵母細胞に強く
発現する遺伝子を候補として９遺伝子に対するノックアウトマウスを作成し、そのうち１遺伝子において不妊で
ある可能性がでてきた。

研究成果の概要（英文）：Since aged oocytes often have abnormality in its maturation, we aimed to 
understand oocyte maturation. At the beginning, we planed to screen the genes to fucntion during 
oocyte maturation by knock down with siRNA. However a similar paper was published by other group, 
and we changed our strategy to screen by knock out mice. We produced KO mice for 9 genes, and found 
that 1 KO line can be infertile.    
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１．研究開始当初の背景 
 現在日本では１０組に１組は不妊カップ
ルだと言われており、国内で不妊治療を受け
ている患者は約47万人と推計されている（日
本産婦人科学会より）。不妊治療後に子供を
授かるカップルが増加する一方で、治療後も
子供を授からないカップルは少なくない。不
妊症の約半分は女性側に起因し、その多くの
場合で加齢に伴う卵子の質の低下が原因と
される（Holt JE et al., 2013）。しかしな
がら卵子の質とは何かを分子的に議論する
基礎データがまだまだ足りておらず、残念な
がら現在のところ有用な検査法や予防法は
存在していない。 
 
 
２．研究の目的 
 年齢が上がるにつれて卵母細胞の成熟過
程で異常が出ることが報告されている。研究
データが多く蓄積されている体細胞とは違
い、卵母細胞で機能する分子についてはまだ
まだ解明されていないことが残されている。
そこで本研究では卵子成熟機構に機能する
新規分子の同定を目指して、スクリーニング
の系作製を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 当初の計画ではsiRNAを用いたノックダウ
ン法により候補遺伝子をスクリーニングす
る予定であった。しかしながら平成２７年度
の半ばにほかの研究室から卵母細胞におけ
る網羅的なノックダウンの研究成果が発表
された（pfender S. et al., Nature 2015）。
この論文では８００以上もの遺伝子のノッ
クダウンを行っており、表現型が見られる遺
伝子数個について解析結果を報告していた。
８００の遺伝子をノックダウンしたにも関
わらず数個しか表現型が見られないという
結果であり、このことからノックダウン法で
は十分に標的遺伝子の発現を抑制できてい
ないことが考えられた。我々はこの結果を考
慮して、ノックダウン法は卵子の必須遺伝子
スクリーニングに向いていないと結論した。
ノックアウトマウスを作製すれば、確実にタ
ンパク質の発現を抑制できる。そこで急遽戦
略を変更し、ノックアウトマウスの作製によ
って卵子成熟過程に必須な遺伝子をスクリ
ーニングすることにした。近年 CRISPR/Cas 
法などのゲノム編集技術を用いて短期間で
のノックアウトマウス作製が可能となって
きた（Mashiko D et al., 2014）。所属する
伊川研究室では CRISPR/Cas 法の評価系およ
び作製系が確立されており、より効率的に KO
マウスの作製が可能であった。このような研
究環境が戦略変更を後押しした。 
 
 
４．研究成果 
（１）マウス卵母細胞の質量分析結果から 

タンパク質の発現が確かな約 4000 遺伝子が
同定されている（Wang et al.,2010）。この
遺伝子の転写発現組織をUnigene ESTprofile 
（NCBI）を用いて一つ一つ調べ、マウス卵母
細胞および未受精卵に限定して mRNA が発現
している 248 個の遺伝子をピックアップし
た。すでにノックアウトマウス解析が行われ
ている遺伝子が 36 個存在し（不妊の表現型
は 12 個、不育の表現型は 4 個）、未解析遺
伝子は 212 個であった。この中からヒトで相
同遺伝子の存在するもの、受精後にタンパク
質量が減少するもの、膜局在ドメインを有す
るもの、mRNA 結合ドメインを有するもの等を
考慮してノックアウトする候補遺伝子を選
別した。 
 
（２）CRISPR/Cas 法を用いて候補遺伝子の
ノックアウトマウス作製を開始した。遺伝子
の各アイソフォームに共通なエクソンの配
列から gRNA を複数デザインし、それらの DNA
切断活性を培養細胞も用いた系で測定した。
培養細胞内で高い切断活性を示した gRNA を
マウス受精卵の前核に注射し、その胚を代理
母に移植した。得られた F0 マウスのゲノム
配列を確認し、遺伝子が改変されたマウスを
得た。ゲノム改変マウスと野生型マウスとの
交配から F1 マウスを作製し、その中からフ
レームシフト変異を持っているマウスを選
別した。これまでに１３個の候補遺伝子につ
いてインジェクションを行い、そのうち１０
個の遺伝子でフレームシフト変異マウスを
得ることができた。同じフレームシフト変異
を持つヘテロマウス同士を交配させて、F2 も
しくは F3 でホモマウスを作製した。ヘテロ
マウスが得られた１０個の遺伝子の内、１個
の遺伝子ではヘテロマウス同士を交配させ
てもホモマウスが得られず、胎生致死である
と結論した。他の９遺伝子については雄と雌
両方のホモマウス（KO マウス）を用意し、KO
マウス同士を交配させて、子供が生まれるか
どうかで妊孕性を検討した。 
 
（３）解析を行った９個の遺伝子の内、８遺
伝子は KO マウスが野生型と同様の妊孕性を
示した。残りの１遺伝子は子供が生まれずに
不妊であるという結果となった。この遺伝子
の雄の KO マウスを野生型の雌マウスと交配
させると子供が得られるため、KO 雌マウスに
異常があることが示された。 
 野生型と同様の妊孕性を示したノックア
ウトマウスの一部に関しては、KO マウスが不
妊にならなかったというネガティブデータ
として論文内で発表した（雑誌論文①）。 
 
（４）雌の不妊の表現型が見られた KO マウ
スは不妊以外にも体の不具合が見られる。明
らかに足付近に異常があり、足を引きずって
いる。このことから不妊の表現型が体の不具
合によるものか、卵子成熟過程での異常によ
るものかは今後の解析が必要である。KOマウ



スの雌が用意でき次第卵子を回収し、その成
熟過程に異常があるかを検討する予定であ
る。その際には卵子の体積、受精能、初期発
生能を評価して異常の有無を判断したい。 
 雄マウスは妊孕性があったと上記したが、
こちらは見た目からは明らかな体の不調は
見られない。ただ念のため、雄 KO マウスも
長期にわたり観察し体の不具合等見られる
かを検討したい。 
 
（５）候補遺伝子の数を増やし、現在も卵母
細胞特異的に発現している遺伝子のノック
アウトマウス作製を続けている。不妊の表現
型が見られるものを同定し、その遺伝子の機
能を解析していく予定である。 
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