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研究成果の概要（和文）：ライブイメージングの手法によって卵母細胞のシストブレイクダウンは徐々に進行し
ていることを明らかとし、この際に失われていく細胞は大きく移動していることを見出した。さらにミトコンド
リア状態を観察する独自のES細胞（TREloxMtGR）の解析から卵母細胞のシスト間でミトコンドリアが移動してい
ることを示唆する結果を得ている。
一方で、卵母細胞の品質管理において排卵サイクルの起点となる原始卵胞の制御機構の重要性に着目し、生体内
の原始卵胞の解析をすすめた。そして、原始卵胞は卵巣皮質に存在し、豊富な細胞外基質により加圧状態にあ
り、圧力状態が原始卵胞の制御に関わることを見出した。

研究成果の概要（英文）：First of all we have generated live imaging system to analyze oocyte　
development. Using this system, we clarified that the cyst breakdown of oocytes was gradually 
progressing, and the cells going to be lost at this time were largely moved. Furthermore, we also 
generated mitochondria imaging ES cells (TREloxMtGR) which suggested that mitochondria are migrating
 between oocyte cysts.
On the other hand, we focused on the importance of primordial follicles which serve as storage for 
continuous ovulatory cycles. We found that primordial follicles are surrounded with extracellular 
matrix (ECM) which generated physical pressure. Whereas digestion of ECM induced oocyte activation, 
exogenous pressure prevented it. 
From these findings we concluded that the pressure state is involved in the control of primordial 
follicles.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類の卵母細胞は出生後に増えることはなく、原始卵胞において静止期、活性化を制御することにより持続し
た排卵サイクルを維持している。この原始卵胞が物理的圧力下にあるという成果はこれまであまり解析されてき
ていない原始卵胞の置かれている環境要因の重要性を示唆する学術的に意義深いものであり、加圧培養という新
たな手法によって生体外でこれまでは誘導できなかった原始卵胞の誘導に成功している。このことは今後の生殖
補助医療分野への発展につながる社会的意義も大きいものである。

※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 
 
個体を形成するすべての細胞系列の中で唯一発生能を賦与される卵母細胞系列は種の維持のた
めに極めて重要である。しかしながら、（少なくともマウスとヒトを含む）哺乳類においてその
数は胎児期の始原生殖細胞（卵原細胞）をピークに減少する。ひとつの卵原細胞に由来する 30
個前後の卵母細胞は細胞間橋を介して連結する合胞体（シスト）を形成したのちに、シスト崩
壊とともにアポトーシスをおこし、約 70-80%の卵母細胞が失われる。生き残った卵母細胞は
原始卵胞を形成し、個体の生殖期間における卵母細胞のストックとして機能する。この卵母細
胞の大規模な細胞死を含む卵母細胞の品質管理機構は明らかになっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
哺乳類の生殖細胞系列において雄では精子幹細胞の増殖により継続的に精子を産生するのに対
し、雌の卵母細胞は出生以降に増えることはない。ヒトの早期閉経の多くは原始卵胞の枯渇に
より引き起こされていることを考慮すると、出生時における原始卵胞のプールは生涯の生殖期
間を賄うために十分な量であるとは言いがたい。それにもかかわらず出生直後に大きく数を減
らすということは、卵母細胞が積極的に選択を受けている可能性が示唆される。このシスト崩
壊時の卵母細胞の現象と、生き残った卵母細胞が形成する原始卵胞の長期にわたる維持に着目
し卵母細胞の品質管理機構を明らかにすることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
これまでに研究者を含む研究グループによって卵母細胞の体外培養系が確立された。この培養
系は生体の始原生殖細胞（PGCs）およびに ES細胞由来の始原生殖細胞様細胞（PGCLCs）から成
熟卵子まで誘導でき、誘導卵子からは受精をへて次世代個体を得ることができる。このように
卵母細胞の発生過程を体外で再現できることで体内へのアクセスの問題が解消され、ライブイ
メージング解析が可能となった。そこで卵母細胞の品質管理機構の解明をめざし、シスト崩壊
のライブイメージングを行う。これによって細胞死を起こす大多数の細胞と生存する細胞との
動態をそれぞれ明らかにする。また ES
細胞に同一アレルからランダムに異
なる波長の蛍光タンパクを発現させ
てミトコンドリアを可視化するコン
ストラクト（TREloxMtGR）（図 1）を
ROSA26 locus に導入し、この ES 細胞
から分化誘導した卵母細胞のシスト
間でミトコンドリアの移動の有無を
ライブイメージングにより解析する。 
さらに、シスト崩壊後に生存し長期にわたり排卵サイクルを支える原始卵胞の静止期維持機構
について外的環境、特に細胞外基質に着目して解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
始めに、光毒性を抑えた LED 光源と東海ヒット社製の培養チャンバーを組み合わせた長期培養
のタイムラプス撮影が可能な Zeiss 社の顕微鏡システム（Zeiss Axio Observer）を構築し、こ
のシステムを用いて胎児卵巣から卵母細胞の分化培養系のライブイメージングによる観察をす
すめた。生殖細胞に特異的に CFP を発現する Stella-CFP トランスジェニックマウスの胎児期卵
巣を用いて、CFP の蛍光により卵母細胞をトラックして解析した結果、シスト崩壊はある一定
のタイミングで一斉に起きるのではなく、徐々に進行していることが明らかとなった。さらに
その際に失われていく細胞は消失する直前に残っている細胞に比べて大きく移動していること
を見出した。このことは細胞死を起こす卵母細胞は先行してシストから離脱している可能性を
示唆するものであると考えている。 
次に、ES細胞を用いた卵母細胞誘導の培養系によりミトコンドリア動態のイメージングを行っ
た。まず、不完全な細胞質分裂によりつながったシスト間でミトコンドリア移動を可視化する
ために、同一アレルからランダムに異なる波長の蛍光タンパクを発現させるコンストラクト
（TREloxMtGR）を ROSA26 locus に導入した ES細胞を作製した。この細胞を用いて卵母細胞誘
導の培養系を行うことにより同一細胞由来のシスト間でミトコンドリアを AcGFP もしくは



DsRed2 で標識することが可能となった。そし
て、この ES 細胞からエピブラスト様細胞、
始原生殖細胞様細胞を経て卵母細胞の分化
誘導を行い、誘導された卵母細胞シストにお
いてミトコンドリア動態のイメージングを
行った（図 2）。その結果、同一シスト内で異
なる蛍光タンパクの発現が観察され、シスト
間でミトコンドリアが移動していることを
示唆する結果が得られた。  
さらに、卵母細胞の品質管理において排卵サ
イクルの起点となる原始卵胞の制御機構の
重要性に着目し、生体内の原始卵胞の解析を
おこなった。原始卵胞は卵巣皮質に存在し、
その周囲は豊富な細胞外基質で囲まれてい
ることを見出した。そして、酵素処理による
細胞外基質を消化することで、原始卵胞の活
性化が促進されることを明らかとした。細胞外基質により卵母細胞が加圧状態にあるのではな
いかという仮説の元に、この酵素処理を人為的加圧下で行ったところ、原始卵胞の活性化の促
進がキャンセルされることを見出した。このことから圧力状態が原始卵胞の制御に関わると考
えている。さらに、加圧状態で原始卵胞内の卵母細胞は核を回転させていることを見出し、こ
の核の回転はダイニン依存的であること、その阻害によって卵母細胞の活性化が促進されるこ
とを明らかにした。 
一方で、卵母細胞誘導の体外培養系では生体内と異なり原始卵胞が誘導されてこないという問
題があった。体内環境と体外培養の相違としては環境要因が挙げられる。そして、原始卵胞が
さらされている圧力はその大きな要因になっているのではないかと考え、卵母細胞誘導の体外
培養を加圧条件下によって行った。その結果、これまで体外培養系では誘導されてこなかった
原始卵胞の誘導に成功した。 
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