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研究成果の概要（和文）：マウスの胎仔期の卵巣分化過程において必須の遺伝子はほとんど未知であり、また卵
巣発生過程における構造変化に乏しいことから、その分子メカニズムについては不明な点が多い。そこで、本研
究では卵巣分化候補の18遺伝子を対象にしたin situ hybridizationと免疫染色により、細胞種の同定を試み
た。更に、CRISPR/Cas9システムを用いて18遺伝子のノックアウトマウスを作製し、その機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：The key genes involved in fetal mouse ovarian development and molecular 
mechanism through ovarian differentiation are almost unknown because the ovarian structure is poor 
during these stages. In this study, we tested to identify the cell type of 18 candidate genes 
involved in ovarian differentiation by using in situ hybridization and immunostaining. In addition, 
we generated 18 ovarian genes knock out mice to clarify their functions.

研究分野： 性分化

キーワード： 性分化　卵巣　ノックアウトマウス　機能解析　ゲノム編集

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類の生殖腺分化過程において、精巣分化過程における分子メカニズムは徐々に明らかになってきているが、
卵巣分化過程における分子メカニズムは未だ不明な点が多い、しかし、近年、卵巣分化を引き起こす重要な遺伝
子の存在が指摘されてきており、これらの遺伝子は卵巣・卵子の質の低下、及び妊孕性の低下に大きく関わる可
能性がある。これらの問題は、女性の社会進出と共に問題視されている高齢出産の壁を解決する糸口となり得る
ことが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

哺乳類の生殖腺分化過程において、1990 年初頭に雄の性決定遺伝子 Sry が発見されて以

来、Sox9 を始めとする下流に位置する遺伝子がいくつか明らかになってきており、特に精

巣分化の分子カスケードに関する研究は加速してきている。一方で、卵巣分化に関する研究

は形態学的変化に乏しいことも相まって、卵巣分化過程で発現している遺伝子、及びその分

子カスケードについては今日までほとんど未解明のままであった。これまで性決定遺伝子

Sry が発現すると雄へと分化し、発現しないと雌へと分化すると考えられていたが、最近で

は雌においても性決定を促すマスター遺伝子が存在し、またその下流で積極的に雌化を促

す分子カスケードが存在すると考えられている。代表者は、所属研究室が有する、マウスゲ

ノムに存在するすべての転写因子・転写コファクター約 1520 遺伝子を対象にした胎生 13.5

日胚の生殖腺における whole mount in situ hybridization データベースを精査し、このう

ち卵巣で強く発現する遺伝子を 18 遺伝子抽出した。いずれも新規に発見された遺伝子であ

り、卵巣分化の転写カスケードに関わっている可能性が期待される。 
 
２．研究の目的 

所属研究室が有するデータベースより抽出された 18 遺伝子について、マウス胎生 13.5

日胚の卵巣切片を用いて in situ hybridization/ 蛍光免疫染色を行い、顆粒膜細胞・莢膜細

胞・生殖細胞の何れに発現しているかを確認する。さらに、CRISPR/Cas9 システムを用い

て各 18 遺伝子のノックアウトマウスを作製し、胎生期～性成熟期において卵巣の機能解析

を行う。 
 
３．研究の方法 

(1) マウス胎生 13.5 日胚の卵巣における in situ hybridization/ 免疫染色 

ICR マウス胎生 13.5 日胚の卵巣と中腎を採取し、常法により固定処理、薄切切片の作製を

行う。顆粒膜細胞のマーカーとして Foxl2、莢膜細胞のマーカーとして 3β-hsd、生殖細胞の

マーカーとして Oct4 を用い、蛍光免疫染色を行う。Section in situ hybridiation について

は、各 18 遺伝子の全長配列をテンプレートとし、Digoxigenin (DIG)-UTP を含むリボヌク

レオチド混合物の存在下で in vitro 転写反応を行い、完全長の DIG 標識 RNA プローブを

合成する。標的部位に RNA プローブが結合した後、HRP 標識抗 DIG 抗体を用いて抗原抗

体反応を行い、さらにチラミド反応液を加えて標識を増感させる。本研究では、上記の方法

で蛍光 section in situ hybridization を行った後、同じ組織切片を用いて蛍光免疫染色を行

い、多重染色を試みる。 

 

(2)卵巣分化候補 18 遺伝子のノックアウトマウスの作製と機能解析 

卵巣分化候補 18 遺伝子について、CRISPR/Cas9 システムを用いてノックアウトマウスの

作製を行う。各遺伝子の開始コドン付近の配列を破壊するように gRNA を設計・合成し、

hCas9 と共に受精卵へマイクロインジェクションを行う。そして、翌日に偽妊娠 ICR マウ

スの卵管内へ移植する。出生後、産仔の tail tips からゲノムを抽出し、編集した周辺配列の

DNA 増幅及びサンガーシークエンスにより遺伝子型を決定し、F0 世代として樹立する。ノ

ックアウト個体のうち 3 系統ずつ次世代に用いることとし、この F0 世代を野生型 C57BL/6

マウスと交配させて F1 世代（ヘテロマウス）を得る。さらに、F1 世代のヘテロマウスの

雌雄同士を交配させて F2 世代を得る。そのうち両アレルで配列が欠損しているホモマウス

をノックアウトマウスとして機能解析を行う。機能解析は性成熟を迎える 8 週齢に内外生



殖器の観察を行い、性転換の有無を調べる。更に、卵巣を採取して組織切片を作製し、HE

染色により卵巣形成に異常が見られるか否かを観察する。また、18 遺伝子のうち、Irx3 と

Irx5、また Rhox2a と Rhox6 は互いがリダンダントに機能する可能性があると考えられる

ため、同一染色体上で 2 つの遺伝子を同時にノックアウトさせたダブルノックアウトマウ

スを作製し、組織学的手法を用いて表現型の解析を行う。 

 

４．研究成果 

(1) マウス胎生 13.5 日胚の卵巣における in situ hybridization/ 免疫染色 

 顆粒膜細胞のマーカーは Foxl2、莢膜細胞のマーカーは 3β-hsd、生殖細胞のマーカーは

Oct4 を用いて、蛍光免疫染色の条件を定めた。次に各 18 遺伝子の DIG 標識 RNA プロー

ブを合成し、蛍光 section in situ hybridization を試みた。対象遺伝子の発現量が低いこと

は当初から想定していたので、チラミド反応液による標識の増感を試みたが、各細胞種の発

現陽性細胞を検出することはできなかった。組織全体を対象にした whole-mount in situ 

hybridization では卵巣全体に強い発現が認められていたが、今回試みた組織の in situ 

hybridization では、発現量の低い遺伝子の発現検出が困難であることを示唆している。 

 

(2) 卵巣分化候補 18 遺伝子のノックアウトマウスの作製と機能解析 

 F0 世代で、胎生致死の為に出産されないマウスは 8 系統（8 遺伝子）、F2 世代の解析の

結果、表現型が野生型と同様のマウスが 10 系統（10 遺伝子）であった。野生型と同様の表

現型を呈したノックアウトマウスのうち、Irx3 と Irx5、Rhox2a と Rhox6 は機能が類似し

ており、互いがリダンダントに機能する可能性があるため、同一染色体で２つの遺伝子を同

時に欠損させたダブルノックアウトマウスの作出を試みた。Irx3/Irx5 については 3 回のマ

イクロインジェクションを施し、27 頭中 6 頭、24 頭 7 頭、21 頭中 3 頭がダブルノックア

ウトマウスであることを確認した(Hara and Kato et al., J Reprod. and Dev. 2016)。F0 世

代のノックアウトマウスについて表現型解析を行ったところ、いずれも野生型マウスと比

べて体長が小さく、中には多指症が見られる個体も存在した。得られたノックアウトマウス

はいずれも体長が小さいため、これらのノックアウトマウスを次世代の交配に用いて妊孕

性を確認できなかったが、卵巣の組織学的解析を正常な卵巣形成が進行していたため、卵巣

形成には影響を及ぼさないと考えられる。一方で、Rhox2a と Rhox6 は配列が非常に類似

しており、gRNA も類似の配列箇所にのみ設計可能であった。このため、PCR、シークエン

ス解析の段階で 2 遺伝子を区別することが不可能であったため、止む無く実験を中断する

こととした。なお、胎生致死の為に出産されないマウスに関しては、組織特異的プロモータ

ーを用いてコンディショナルノックアウトマウスを作出することによって成獣期での解析

が可能になると考えているが、現段階で発現細胞種の特定が出来ないために作出が不可能

であったため、実験計画を中断した。 

 

(3) DNA マイクロアレイデータより抽出した新規卵巣分化候補遺伝子の同定 

C57BL6 系統の E13.5 日胚のマウスより採取した生殖腺から抽出した mRNA について

逆転写酵素を用いて cDNA に変換し、マイクロアレイを用いた DNA 発現解析を行った。

その結果、精巣に比べて卵巣で高い発現挙動を示す遺伝子がいくつか得られ、これらを新規

卵巣分化候補遺伝子とした。次に、これらの遺伝子を対象に qPCR による mRNA の発現定

量解析、ICRE13.5 日胚を用いた whole-mount in situ hybridization、さらに種間の保存性



を確認するために、ニワトリ胚を用いた whole-mount in situ hybridization を行って

mRNA の発現を検討した。その結果、卵巣で優位に発現する 3 遺伝子を絞り込み、新規卵

巣分化候補遺伝子とした。 

 

(4) 新規卵巣候補遺伝子のノックアウトマウスの作出と機能解析 

 上記 3 遺伝子について、CRISPR/Cas9 システムを用いて、(2)と同様にノックアウトマウ

スを作出した。その結果、すべての遺伝子において、F0 世代を作出することができた。そ

こで、F2 世代の成獣期において表現型解析を行ったが、野生型と同様の表現型を呈した。

このことは、これらの遺伝子は胎生初期の卵巣形成には影響を与えないか、別の因子によっ

て機能が補完されている可能性を示唆している。 

 

本研究では、胎生期から卵巣分化に大きく影響を与える因子の存在を明らかにすることは

できなかった。しかし、胎生致死になった遺伝子の中には卵巣分化に大きな影響を与えてい

る遺伝子が含まれている可能性が含まれているため、今後コンディショナルノックアウト

マウスを作出して詳細に解析を進める必要がある。そのためには発現細胞種の同定が急務

であるが、特に蛍光標識で感度の高い in situ hybridization 法が確立されていないことが

大きな課題であると考えている。さらに、性成熟期を超えての卵巣の機能については、遺伝

子発現の影響にとどまることなく、性ホルモンなどの 2 次的影響を強く受けて機能が補完

されることも考えられる。このことから、成獣期での解析については経時変化を丁寧に観察

していく必要があると考えている。 
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