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研究成果の概要（和文）：本研究において、マーモセットから採取した生殖巣細胞のシングルセル解析により、
霊長類特異的な遺伝子発現プロファイルを同定することができ、今後の培養下での再構築に向けて、大きな一歩
となった。さらに、マーモセット多能性幹細胞において生殖巣体細胞を誘導するためのレポーター系を構築し
た。これにより、今後の生殖巣再構築の研究が加速することが考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, single cell analysis of germline cells from marmosets allowed
 us to identify primate-specific gene expression profiles, a major step toward future reconstruction
 in culture. Also, we generated reporter embryonic stem cell lines of marmosets harboring gonadal 
somatic cell-reporters. It would promote further studies for in vitro reconstitution of functional 
gametes from marmosets.

研究分野：生殖細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の継続よって、生殖細胞の再構築を検討する上で、近年深刻になっている少子高齢化や、不妊治療に対す
る根本的な解決策を創出できることがきたいされる。

※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 
生殖細胞系譜は次世代に遺伝情報を伝達し、生物進化の連続性を担う基幹的役割を持つことか
ら、その系譜分化の機構究明は進化生物学・発生学上の重要課題とされてきた。近年、マウス多
能性幹細胞から生殖系列細胞を誘導し産仔形成能をもつ機能的配偶子が作出されたという成果
は、「多能性幹細胞からの in vitro配偶子形成」という革新的生殖技術に繋がり、ヒト ES/iPS細
胞についても in vitro配偶子形成研究の新領域を拓いた。しかし、マウスと霊長類の生殖発生の
機序には明確な進化的隔差があり、生殖医療への応用を踏まえた場合、実験的検証を可能とする
非ヒト霊長類を用いた培養系の開発が求められる。 
本研究では小型霊長類のコモンマーモセットを対象として、多能性幹細胞から生殖系列細胞、生
殖幹細胞から配偶子分化を in vitroで再現する培養系の確立を最終目標とする。その成立には、
生殖細胞の成熟/分化を支持する生殖腺体細胞の共存が不可欠であり、胎児組織の継続的な供給
が難しい霊長類では、生殖細胞だけでなく、発生途上の生殖腺体細胞もまた多能性幹細胞から誘
導することが必要と考えられる。この目標のため本課題では第一に、複数の発生段階にあるマー
モセット胎児生殖腺を対象に single cell RNA-seq (scRNA-seq)解析を行うことによって、生殖/
体細胞両者について細胞特性や多様性のプロファイリングを行い、in vitro再構築による機能的
配偶子誘導培養法成立の比較対照となる基盤的知見を得ることを目的とする。 
第二に、これまで申請者らのグループがマーモセット多能性幹細胞からの誘導に成功している
始原生殖細胞様細胞(Primordial germ cell-like cells; PGCLCs)、ならびに霊長類では世界初と
なる新生児/成体マーモセット精巣由来の株化精子幹細胞(Spermatogonial stem cells; SSCs)、
およびそれらの細胞の成熟分化培養によって得られた半数体様細胞(Haploid-like cells)の受精
能・発生能を検証する上で、成体から採取した卵子・精子を用いた人工授精卵、及び各割球期の
初期胚においても scRNA-seq解析を行い、in vitro誘導配偶子との比較解析を行う。 
 
２．研究の目的 
マーモセットは、多産で性成熟・妊娠期間が短いなど繁殖力に優れ、霊長類において最も発生工
学に適した非ヒト霊長類実験動物とされる。実際に、申請者が参画する研究グループ(慶應大/理
研 CBS)では、ゲノム編集技術を用いてノックイン型遺伝子改変が可能であることを示した
(Yoshimatsu et al, Sci Rep 2019)ほか、様々な神経疾患モデルマーモセットの作出にも成功して
いる(Kobayashi-Hanada et al, 投稿中; Kishi et al, 投稿準備中; Yoshimatsu et al, Neurosci 
Res 2022)。しかし、現行の遺伝子改変法では、採卵数の限界や改変卵子の選別手段がないこと
が研究推進上の大きな障害であり、加速化に向けた新たな遺伝子改変個体作出技術の開発が急
務とされてきた。この点において、本研究が目指す「幹細胞からの in vitro配偶子形成」の開発
は、革新的な生殖工学技術を提供することにつながり、幅広い研究分野において非ヒト霊長類動
物の有用性を向上することが期待される。 
具体的には、本研究では最新の RNA-seq技術を駆使して、マーモセット生殖腺の発生・分化過
程を single cell レベルで解析することによって、始原生殖細胞(Primordial germ cells; PGCs)か
ら卵原細胞、或いは PGCsから精子幹細胞(SSCs)に至る過程の細胞特性の変化を生殖細胞/支持
体細胞の両面から究明することを目指す。その成果は、性分化やゲノム修飾など、これまで知見
の乏しかった霊長類生殖腺分化過程の解明に寄与するとともに、並行して実施する ES/iPS細胞
から in vitro誘導した PGCLCや生殖巣支持細胞前駆体、及び生体精巣から樹立した SSC株等
との比較検証を可能とすることから、「in vitro モデルがどの発生段階を模すことができている
のか？或いは、多様性や相違が何に起因しているのか？」という学術的「問い」を明らかにする
ものと考える。 
 
３．研究の方法 
本研究では、申請者自らの研究によって得られた、生殖細胞レポーターを導入したマーモセット
ES/iPS細胞株とその in vitro分化誘導によって得られた生殖細胞系譜、および共同研究者らが
世界で初めて樹立に成功した精巣由来 SSC 株(未発表)など、各々独自に開発した細胞培養系を
研究基盤としており、本課題で対象とする生体由来生殖腺の解析はそれぞれの比較対照として、
および次の発展段階に必要な生殖腺支持細胞の解析データを得ることを目指している。従来、
single cell RNA-seqは幅広い分野で利用されつつあるものの、一細胞あたりにおける検出可能
遺伝子数が課題となるなど未だ発展途上の技術である。このなかで 2018年に開発された RamDA-
seq法(Hayashi et al, Nat Commun 2018)は、ほぼ全ての発現 mRNA、さらには従来の single 
cell RNA-seqでは検出不可能とされてきた long noncoding RNAや enhancer RNAなども検出可
能としている。そのため、本研究では全ての試料を RamDA-seq解析系に統一して実施する。 
 
４．研究成果 
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