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研究成果の概要（和文）： 卵子の体外成熟・体外受精・体外培養法の中核をなす未成熟卵子の

体外成熟（in vitro maturation: IVM）の飛躍的改良を目指し、未成熟卵子の微小管（ギャッ

プ結合、核膜、染色体、小胞体、紡錘体、ミトコンドリア、表層顆粒など）の配置や形態、機

能に焦点を当てて、その制御因子を同定した。さらに、制御因子の発現を人為的に操作しうる

化学物質を検索した。 

 

研究成果の概要（英文）： Improve spectacularly of in vitro maturation (IVM) of an immature 

oocyte which makes the core of in vitro culture system of oocyte is aimed, it focused 

on localization, morphology and function of the microtubules (e.g. gap junction, nuclear 

membrane, chromosome, endoplasmic reticulum, spindle, mitochondria, cortical granule) 

of an immature oocyte, and identified the control agent. Furthermore, the chemical 

substance which controls expression of a control agent artificially was searched. 
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１．研究開始当初の背景 

佐藤（研究代表者）らは、約 35 年前に未

成熟卵子の体外成熟、体外受精、体外培養

（IVMFC）法の基礎を築いた。これを基に研

究が進められ、ウシでは屠場卵巣由来未成熟

卵子を用いる IVMFC は既に実用的な技術に成

長し、これによって年間 2,000 頭を超える講

師が誕生している。また、ブタにおいても受

精卵の非外科的移植法が考案され、IVMFC 技

術の普及が進みつつある。このようなことか

ら、IVMFC 法は日本で独自に高度に発達した

技術として世界的にも認知されている。しか

し、ウシ、ブタとも 1個体から得られる受精

可能卵子及び胚盤胞期胚（着床期胚）の数は

少なく、IVMFC 技術普及のボトルネックにな

っている。これを克服するためには、IVMFC
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技術の中核を占める卵子の体外成熟（IVM）

技術について、新たな発想に基づく大胆な改

良が必要である。未成熟卵子の成熟過程にお

いては、ギャップ結合、核膜、染色体、小胞

体、紡錘体、ミトコンドリア、表層顆粒など

の微小器官の配置・携帯・機能（動態）が大

きく変化する。そしてその結果、卵子は受精

能・発生能を獲得する。すなわち、受精可能

卵子・胚盤胞期胚の大量生産には、IVM 過程

における微小器官動態を正確に理解すると

ともに体外培養下においても正常な動態を

誘起させる技術開発が必要である。また、成

熟過程で染色体の半数化が誘起されるが、こ

れに伴う染色体異常の発生制御技術の開発

も必要となっている。 

 
２．研究の目的 
 屠場由来卵巣 1個からブタでは約 100 個の
未成熟卵子が採取できるが、明らかな退行卵
子は除き、約 30 個が受精能を獲得し、胚盤
胞への発生が可能と判断される。本研究では、
未成熟卵子の微小器官の動態を正確に理解
するとともに、その制御因子を同定し、発現
制御を可能にすることにより、受精能・発生
能の高い卵子及び染色体正常性維持卵子を
ブタで１卵巣から 30 個生産する技術基盤創
生を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 未成熟卵子は周囲を卵丘細胞に取り囲ま
れ、互いにギャップ結合で結ばれ、一つの単
位とし機能している。また、卵丘細胞を除去
した裸化卵子は第二減数分裂中期にまで進
行するが、染色体の分配に異常が生じること
が知られている。そこで卵子卵丘複合体を一
体のものとして未成熟卵子と呼び研究を進
めた。また、ブタを最終ターゲットとして卵
子の微小器官、特にギャップ結合、核膜、染
色体、紡錘体、ミトコンドリアについて研究
を進めるが、知見の豊富なマウスで研究を先
行させ、その成果を踏まえブタで解析を進め
ることとする。 
  
（1）ギャップ結合制御因子の同定： 卵丘
細胞からのびる突起の先で卵子と結合する
結合装置タンパク質（コネクシン 60：Cx60）
の調節系を明らかにする。特に卵丘細胞間の
結合装置タンパク質（コネクシン 43：Cx43）
の調節系であるヒアルロン酸・ヒアルロン酸
受容体（CD44）が Cx60 の制御にも関与して
いるかどうかを明らかにする。さらに、ヒア
ルロン酸・CD44 の結合を特異的に阻害する抗
体を作製し、ギャップ結合遮断制御の受精
能・発生能におよぼす影響を明らかにする。 
 
（2）核膜・染色体の動態制御因子の同定： 

ブタで cAMP やヒポキサンチンの情報を MAP
キナーゼカスケード活性化抑制につなげる
分子を同定する。マウスで MAP キナーゼカス
ケードと Akt、mTOR とその関連タンパク質、
cdc2 キナーゼ活性化、Lamin B リン酸化のカ
スケード上での位置を明確にすることや具
体的目的とするが、先ず Akt 活性を阻害する
と、MPF によるリン酸化を受けて核膜の消失
や染色体の凝縮を起こす各分子のリン酸化
レベルがどのように変化するのか検証する。
さらに、Sphingosine 1 phosphate を中心と
した脂質メディエーターの卵丘細胞におけ
る合成抑制機構の解明と脂質メディエータ
ーによる卵子減数分裂進行制御を明らかに
する。 
 
（3）ミトコンドリア配置制御因子の同定： 
これまでの研究で、マウス卵子のミトコンド
リアの動態を解析し、体内成熟と体外成熟、
また体外成熟培養液の違いによりミトコン
ドリアの動態に違いが生じることを発見し
た。さらにミトコンドリア動態に相違が生じ
る原因を解析するために、マイクロアレイに
よる網羅的遺伝子発現解析を行った結果、電
子伝達系で呼吸能に影響する脱共役タンパ
ク質関連遺伝子の発現に差が認められ、脱共
役タンパク質の現象により呼吸量に差が生
じる可能性を指摘した。これを踏まえて、細
胞骨格に関連する遺伝子発現解析を行うこ
とで、その分布異常の原因解明を行い、それ
を改善する体外培養系を開発する。ミトコン
ドリア関連遺伝子の発現を制御し、ミトコン
ドリア動態を体内成熟卵子に近づける体外
成熟培養技術を開発する。 
 
（4）紡錘体の動態制御因子の同定： 紡錘
体の配置は中心小体周辺物質の配置に影響
され、中心小体周辺物質の配置は染色体数異
常にも関係すると推察している。そのため、
紡錘体や中心小体周辺物質の配置を決定す
るメカニズムを明らかにする。 
 
（5）研究成果の融合による新規体外成熟培
養液の開発： マウスで明らかにした調節系
がブタでも機能するかを明らかにするとと
もに、その知見を活かしてブタ体外成熟培養
液を開発する。 
 
４．研究成果 

（1）ギャップ結合制御因子、核膜・染色体

の動態制御因子、ミトコンドリアの配置制御

因子の検索を行い、以下の結果を得た。 

 

① マウス卵子・卵丘複合体の成熟誘起、
特に核膜・染色体の配列の分子制御に
おいてNitric oxideが重要な役割を果
たすことを明らかにした。 



 

 

② ブタにおいてヒアルロン酸・CD44 のシ
グナルは卵胞顆粒膜細胞のアポトーシ
スのみならず卵母細胞の caspase 活性
化のカスケードにも影響を与え、アポ
トーシスを抑制することを明らかにし
た。 

③ ブタ卵細胞はラットに加えてイヌ体細
胞の初期化を誘導し、ES 細胞株の樹立
に貢献することを明らかにした。 

④ Tubulointerstitial nephritis 
antigen-like 1 がマウス初期胚の細胞
分化に関与することを明らかにした。 

⑤ アセチル化レベルがギャップ結合制御
因子、核膜・染色体の動態制御因子及
びミトコンドリア配置制御因子の機能
発現に影響することを明らかにした。 

⑥ ブタにおいて、体細胞核移植胚の染色
体挙動が受精卵の動態と異なることを
明らかにした。 

⑦ ブタ卵細胞をレシピエントとするラッ
ト体細胞核移植胚の紡錘体形成につい
て調べ、異種卵細胞でもブタ卵子はラ
ット体細胞の初期化を誘導しうること
を明らかにした。 

⑧ dbcAMP で卵成熟を抑制することによ
り、体細胞核移植胚の発生が改善され
ることを明らかにした。これによって、
dbcAMP 含有培養液で培養したブタの
第二減数分裂中期の初期段階の卵子が
体細胞核移植胚のレシピエント卵子と
して適していることを発見した。あわ
せて、dbcAMP の最適投与濃度・時間の
詳細を明らかにした。 

⑨ ミトコンドリア昨日の変化が核移植胚
の発生に影響することや栄養膜細胞の
細胞死を誘起することを明確に証明し
た。これらの事実を踏まえ、核移植胚
の融合により胚発生能が顕著に改善さ
れることを明らかにした。 

⑩ ブタ体外成熟卵子をレシピエントとし
てラットおよびイヌ体細胞核移植胚を
作製し、胚盤胞期胚まで発生させるこ
とに成功した。 

⑪ 紡錘体の動態制御因子の同定：受精能
の高い紡錘体（染色体）の形態を明ら
かにし、その形態を得る培養系を確立
した。 

⑫ ブタ卵子及び卵胞細胞におけるコネク
シン遺伝子群の発現を網羅的に解析し、
さらに卵子に特異的に発現するコネク
シンの分子種を解析し、コネクシン 60
及び45をコードするGJA10を同定した。 

                      

（2）微小管やミトコンドリアに機能を解析

し、以下の結果を得た。 

  

① ブタ核移植胚の発生能を解析し着床前

胚の内部細胞界の呼吸能・ミトコンド
リア機能の低下が発生能の低下をもた
らすこと、レシピエント卵の成熟培養
条件の違いが発生能に影響することを
明らかにした。 

② 核移植は光学顕微鏡下で行われるが、
レシピエント卵母細胞への照射する蛍
光ランプの強度が核移植胚の発生に影
響することを明らかにした。 

③ ブタ未成熟卵母細胞の小胞体タンパク
質 Protein disulfide isomerase の
細胞内局在が卵母細胞の成熟・受精能
能指標になることを明らかにした。 

④ ブタ卵母細胞の成熟能に過酸化水素が
阻害作用を有することや L-カルニチ
ンがその阻害作用を低減化することを
明らかにした。 

⑤ マウス卵子・卵丘細胞複合体の形態と
成熟卵母細胞の染色体構成に相関があ
ることを明らかにし、培養前に卵子・
卵丘細胞の形態に基づいた最適卵母細
胞を選抜することで染色体異常の発生
を低減化できることを明らかにした。 

⑥ 卵丘細胞の変化は減数分裂の再開のみ
ならず、卵母細胞の死滅誘導にも関与
することを明らかにした。 

⑦ マウス卵母細胞の成熟過程におけるア
クチン制御因子（Formin-2）が成熟能
に関与し、極体サイズに影響すること
を明らかにした。 

⑧ マウス未成熟卵母細胞の成熟を誘導す
る単独培養法を開発した。 

⑨ 卵胞液に浸潤する白血球のプロファイ
ルが卵母細胞の成熟能、受精能のマー
カーになることを明らかにした。 
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