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研究成果の概要（和文）：本研究では、霊長類胎児の卵母細胞発生過程の既存の体外再構成法の高効率化を目的
に、カニクイザル胎仔卵巣細胞から作製した再構成卵巣を用いて、種々の体外培養条件検討を実施した。その結
果、改良型の体外培養法でカニクイザル再構成卵巣を維持することで、卵原細胞の増殖効率・卵母細胞への分化
効率・原始卵胞の形成効率が大幅に改善することが示された。改良型培養法で得られたカニクイザル卵母細胞様
細胞は、いずれの減数分裂期においても、生体の卵母細胞に非常に近い組織学的特徴および遺伝子発現状態を有
していた。これにより、高効率にカニクイザル卵母細胞を誘導可能な改良型培養法の確立に成功したといえる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to improve existing methods for the ex vivo 
reconstitution of primate fetal oocyte development. Various culture conditions were examined using 
reaggregated ovaries (rOvaries) derived from cynomolgus monkey fetal ovarian cells. As a result, it 
was demonstrated that maintaining monkey rOvaries with the improved culture method significantly 
enhanced the efficiency of oogonia proliferation, oogonia-to-oocyte differentiation, and primordial 
follicle formation. The monkey oocyte-like cells obtained through the improved culture method 
exhibited histological characteristics and gene expression patterns highly similar to those of in 
vivo oocytes at all meiotic substages. Thus, the establishment of an efficient ex vivo 
reconstitution method of primate fetal oocyte development was successfully achieved.

研究分野： 発生生物学、細胞生物学、生殖生物学、分子生物学、生殖医学

キーワード： 生殖細胞　霊長類　カニクイザル　胎児　体外培養　卵母細胞　原始卵胞　減数分裂
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した改良型培養法により、生体に近い効率でカニクイザル胎仔卵母細胞の発生過程を体外再構成す
ることが可能となった。当培養法は、霊長類の多能性幹細胞から誘導した未熟な生殖細胞を試験管内で分化・成
熟させる際の基盤技術となり、ヒトを含めた霊長類の雌性生殖細胞の発生機構の解明に繋がるものである。
生殖細胞は、遺伝情報の次世代への継承という、種の存続や進化において極めて重要な役割を担っている。よっ
て、その発生機構の解明は、生物学的な知見の構築のみならず、その異常に起因する遺伝性疾患や不妊等のヒト
疾患の病因解明・治療開発の推進に繋がると考えられ、医学的にも重要な研究成果である。

※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 
 
 生殖細胞は、卵子もしくは精子に分化し、それらの融合により次世代の個体を生み出すことの
できる唯一の細胞系譜であり、種の存続や進化において極めて重要な役割を担っている。近年、
マウスにおける生殖細胞研究は国内外で盛んに行われており、マウス多能性幹細胞から成熟卵
子および精子を形成するまでの全ての過程を試験管内（in vitro）で再現することが可能となっ
た(Saitou and Hayashi, Science, 2021)。 
 ヒトの生殖細胞の発生・分化過程では、マウスとは異なる制御機構が多く働いていると考えら
れている。しかしながら、ヒトの雌性生殖細胞の発生機構の解明には、ヒト胎児を対象とした研
究が必要となることから倫理的・技術的な困難さを伴い、詳細な研究はこれまでに殆ど実施され
ていない。我々は、ヒトの雌性生殖細胞の発生動態や運命決定メカニズムの詳細な解明が重要な
課題であり、この課題に対し、霊長類の胎児期の雌性生殖細胞発生過程を in vitro で観察でき
る体外培養系の開発が必須と考えた。妊娠初期のヒト胎児を対象とした研究が国外では実施さ
れているが、妊娠中期・後期の胎児を必要とする減数分裂期〜卵胞形成期を対象とした研究は国
内外で今後も極めて困難であると考えられる。そこで、まず初めにこの期間に相当する体外培養
法の確立を目指し、ヒトと進化系統的に近縁な霊長類モデルとして、カニクイザルを用いた研究
を令和元年度より開始した。 
 カニクイザルでは、生殖細胞の起源である始原生殖細胞が胎生 11 日頃の初期羊膜から誘導さ
れる(Saitou and Hayashi, Science, 2021; Sasaki et al., Dev Cell, 2016)。その後、始原
生殖細胞は腸間膜内を増殖しながら移動し、胎生 5 週頃には生殖巣に到達する。雌では、始原生
殖細胞は卵原細胞へ分化し、体細胞分裂により増殖した後、胎生 8 週頃から減数分裂を開始する
ことで卵母細胞へと分化する。その後、約 8週間の時間をかけて第一減数分裂前期を進行し、原
始卵胞を構成するディプロテン期の卵母細胞へと分化する。卵母細胞は、ディプロテン期で一旦
休眠し、個体が性成熟した後に減数分裂を再開する(Mizuta et al., EMBO J, 2022[本研究期間
中に執筆・発行])。これまでに、胎生 8〜18 週のカニクイザル胎仔卵巣に対し、減数分裂の進行
を評価する詳細な組織学的解析と、single-cell 3’ RNA sequence（SC3-seq）法・10x Chromium
を用いた単一細胞レベルの遺伝子発現解析を実施した。また、胎生 8 週のカニクイザル胎仔卵巣
を単細胞に解離・保存後、in vitro で再凝集させた再構成卵巣の作成法を確立した。さらに、
種々の培養条件検討の結果、約 12週間で原始卵胞様構造を体外で作出することが可能な新規体
外培養法を開発した(Mizuta et al., EMBO J, 2022; 水田他, 細胞, 2023; 水田他, 医学のあ
ゆみ, 2023 [いずれも本研究期間中に執筆・発行])。遺伝子発現解析等から、再構成卵巣内の卵
母細胞様細胞は質的に生体内（in vivo）の卵母細胞と同等であると考えられたが、誘導できる
卵母細胞が非常に少数、且つ誘導までに長期間がかかる、という２つの大きな問題点が残ってお
り、霊長類の生殖細胞発生過程を in vitro で観察するのに十分な体外培養法が確立されたとは
言い難かった。そこで、体外培養条件をさらに改良し、高効率に霊長類の卵母細胞を誘導する体
外培養法を確立することが極めて重要であると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、霊長類の始原生殖細胞・卵原細胞を高効率に卵母細胞へ誘導する改良型の体
外培養系の確立である。高効率に誘導可能な改良型培養法は、霊長類の多能性幹細胞（ES・iPS
細胞）から誘導した雌性生殖細胞を培養する際の基盤となり、ヒト雌性生殖細胞の動態解明に加
え、ヒト生殖細胞関連疾患の病因解明や治療法開発を試みる上で強力な解析ツールとなり、ヒト
の生殖細胞研究を飛躍的に促進させる可能性を有すると考えられる。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）カニクイザル再構成卵巣の培養条件検討 
 カニクイザル胎仔のサンプル採取は、滋賀医科大学 動物生命科学研究センターにて実施し、



胎仔卵巣細胞の凍結保存を行う。体外培養法の改良化が期待される条件を中心に、既存の培養法
との比較検討を実施する。具体的には、基本となる培養手法（気相液相境界面培養法・ハンギン
グドロップ法など）・酸素分圧・圧力環境・ホルモンやサイトカインの添加などの培養条件検討
を進める。再構成卵巣の一次評価は、近赤外顕微鏡システムによる内部構造の観察と、培養 9〜
15 週目の組織学的解析により実施する。また、並行して、単一細胞遺伝子発現データ解析をさ
らに進めることで、既存法において分化が遅れる原因の特定を試み、原因が見つかればそれを改
善するための培養条件も追加で検証する。なお、実験効率化と倫理的観点から、マウス再構成卵
巣を用いた事前検討が有用だと考えられる検討項目に関してはマウスの細胞を用いた予備実験
を実施し、カニクイザル胎仔の使用を可能な限り最小限に抑える努力をする。 
 
（2）卵母細胞様細胞と卵母細胞との比較 
(1)で検討を進める改良型培養法で得られる再構成卵巣に対して、組織学的解析と単一細胞遺
伝子発現解析を実施し、in vivo の卵母細胞と同等の構造や性質を有しているかを詳細に確認す
る。また、各因子の添加による遺伝子発現変動を捉えることで、霊長類雌性生殖細胞の発生過程
における分子動態の理解も同時に進める。さらには、新規体外培養法における減数分裂の進行や
卵母細胞の誘導効率が、どの程度 in vivo を模倣したものであるかを最終的に評価する。 
 
 
４．研究成果 
 
（1）カニクイザル再構成卵巣の培養条件検討 
 研究期間を通じて、共同研究機関の滋賀医科大学 
動物生命科学研究センターにおいて、胎生８週齢の
カニクイザル胎仔の採取を定期的に行い、体外培養
実験に使用するための卵巣の細胞採取・保存を実施
した。カニクイザルの胎仔サンプルは極めて貴重で
あることから、前述の通り、カニクイザル再構成卵
巣を用いた培養条件を実施するにあたり、まずはマ
ウス胎仔（胎生 12.5日）の再構成卵巣を用いた予備
実験を事前に行った。これまでの組織学的解析か
ら、卵母細胞様細胞の多くが再構成卵巣の表層に存
在しており、内部への栄養素や酸素の供給が不十分
であることが示唆された。 
 マウス再構成卵巣の体外培養では、気相液相境界
面培養法を用いるのが標準的であり、サル再構成卵
巣と同様の浮遊培養を行うと再構成卵巣内部の細
胞は殆ど死滅した。そこで、旋回培養や高酸素濃度
環境下培養などの栄養素の供給を効率化するため
の工夫を施した培養を試みたところ、再構成卵巣の
サイズが増大し、組織深部まで原始卵胞様構造が形
成されることを見出した（図 1）。 
 次に、マウスによる予備実験で得られた結果をも
とに、カニクイザル胎仔の再構成卵巣にも改良型培
養法が有用であるかの検証を実施した。マウスにお
いて有効であった高酸素濃度環境下での培養は、12
週間以上の培養期間が必要となるカニクイザル再
構成卵巣においてはネガティブな影響が出たため、
正常酸素濃度で維持する必要があった。また、改良
型培養法に使用する血清のロットチェック及びそ
の濃度の至適化など、改良型培養法のさらなる調整
を実施した。これらを含む条件検討の結果、改良型
培養法はカニクイザル再構成卵巣においても高効
率に体外において原始卵胞の作出可能であること
が明らかとなった（図 2）。 

図 1 カニクイザル再構成卵巣内部への栄養素
供給に関する検討に先駆けて実施した、マウ
ス再構成卵巣での予備実験の結果。既存法(a)
では原始卵胞様構造(⽮頭)が再構成卵巣表層
のみに形成され、内部の細胞が死滅するのに
対し、新規の培養条件候補(b)では内部組織構
造が改善し、多数の原始卵胞様構造の形成を
認めた。 

図 2 体外培養９週⽬のカニクイザル再構成卵
巣の組織像。既存の体外培養法（a）に⽐して、
改良型培養法（b）では、多数の原始卵胞様構
造が形成されていることが分かる。 



（2）卵母細胞様細胞と卵母細胞との比較 
本研究期間中に、改良型培養法によるカニクイザル原始卵胞の高効率な体外作出が、高い再現

性をもって可能であることを確認した。改良型培養法で 3〜24 週間維持したカニクイザル再構
成卵巣に対して、組織学的解析（H&E染色・免疫染色など）と単一細胞レベルでの遺伝子発現動
態の解析を実施した。単一細胞遺伝子発現解析には SC3-seq法を用い、in vivo および既存法で
得られた卵母細胞（様細胞）の遺伝子発現データ(Mizuta et al., EMBO J, 2022[本研究期間中
に執筆・発行])との詳細な比較解析を、現在も引き続き継続中である。これまでに得られた結果
では、いずれの減数分裂期においても生体の卵母細胞に非常に近い組織学的特徴および遺伝子
発現状態を有していることが明らかになっており、概ね、カニクイザル始原生殖細胞・卵原細胞
を高効率に卵母細胞へ誘導する体外培養系が確立されたと考えられる。 
 
本研究期間中に、研究代表者らを発明者として、『霊長類の胎児卵巣細胞から卵胞を誘導する

体外培養法』に関する特許出願を行った。ヒトの胎児卵母細胞発生過程を再構成可能な体外培養
法の開発は世界初の成果であり、ヒト生殖細胞研究を推進する上での基盤技術となる。本研究で
は、この体外培養法をさらに高効率化した培養技術を開発しており、霊長類の生殖細胞研究分野
へのインパクトは大きいものと考えられる。本研究期間は、カニクイザル再構成卵巣を用いた検
討にとどまったが、今後は、改良型培養法がヒト胎児卵巣細胞から作製するヒト再構成卵巣にお
いても有用であるかを検証する必要がある。また、ヒト・カニクイザル多能性幹細胞から誘導し
た始原生殖細胞様細胞・卵原細胞様細胞の培養に応用することで、多能性幹細胞を起点とするデ
ィプロテン期のヒト・カニクイザル卵母細胞様細胞の試験管内誘導が今後の展望としてあげら
れる。 
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