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研究成果の概要 
本研究は生殖細胞の分化過程を体外培養系で再現する「in vitro gametogenesis」を革新的技術とし
て確立することを目的とした。これを達成するために配偶子の質的向上と様々な動物種への応
用を可能にする体外培養系の確立、配偶子の品質を非侵襲的に定量化する技術の開発、生体にお
いて配偶子の品質を保証するメカニズムの解明を柱に研究を展開した。その結果、以下の研究成
果を得た。(1)配偶子形成を実現する化学的合成培地を決定するとともに、配偶子の質的向上に
寄与する物質を同定した。(2)様々な動物の多能性幹細胞から生殖細胞系列を分化誘導する培養
系を開発した。(3)卵巣・精巣環境を体外培養系で再構築する培養系を開発した。(4)自家蛍光解
析による配偶子の品質評価アルゴリズムを開発した。(5)卵子の染色体分配を可視化するシステ
ムを開発して、染色体分配異常の原因タンパク質を同定した。(6)生体内の生殖細胞集団の細胞
クローン（細胞の種類）の動態を解明した、(7)組織内の細胞の位置情報とリンクした遺伝子発現
の解析法を開発した。(8)生体内の生殖細胞の品質を維持するタンパク質を同定した。これらの
成果は、in vitro gametogenesis の普及を加速させるとともに、配偶子の品質を理解する上での新
しい技術と知見を創出した。 
 
研究分野：生殖生物学、発生学、細胞生物学、 
 
キーワード：配偶子インテグリティ、発生能、体外培養、細胞の非破壊的評価、細胞選択 
 
１．研究開始当初の背景 
生殖細胞は次世代の個体を作るという特殊な性質をもつ。その特性を解明するために、多くの基
礎研究が展開されてきたと同時に、その利用は体外受精や遺伝子改変動物の作製を可能にして
生物学・医学・畜産学・水産学等に大きな影響を及ぼしてきた。長い歴史をもつ生殖細胞研究は、
配偶子が作られる過程を体外培養で再現する「in vitro gametogenesis」という技術開発により転機
を迎えた。体外培養で配偶子を分化誘導する方法が完成すれば、生殖細胞の分化メカニズムの解
明が可能となるほか、体外培養で作られる配偶子を用いた個体の作製などの生殖工学技術の開
発に貢献する。これらの研究や技術開発は in vitro gametogenesis がマウスなどの実験動物からヒ
ト、産業動物、絶滅危惧種などへの応用に伴い、重要性や革新性を増大させながら加速するもの
と考えられた。しかしながら、研究開始当初までに開発されてきた in vitro gametogenesis で作ら
れた配偶子の発生率は、生体内で作られる配偶子に比べて大きく劣る。これは体外培養系におい
て生殖細胞分化のための環境が不完全であり、結果として得られる配偶子の機能性「配偶子イン
テグリティ」が低いことを意味している。逆に言えば、生体内では配偶子のインテグリティを効
率的に構築するシステムが存在することを示唆している。これらに加えて研究開始当初までの
in vitro gametogenesis はマウス限定であった。この理由として、配偶子を体外培養系で作るため
には胎仔の精巣または卵巣の体細胞が必要であり、胎仔の調達が難しい大動物への応用には困
難が伴うことが挙げられる。すなわち、in vitro gametogenesis を広く学術研究および生殖工学技
術において普及させるためには、様々な動物において配偶子が作られるメカニズムの理解と、そ
れらを体外培養系で再現する技術開発が必要とされていた。 
 
２．研究の目的 
本領域研究は、生体内の配偶子産生システムの理解のもと、高い発生能をもつ配偶子の産生とマ



ウス以外の動物にも適用が可能な体外培養系を構築して、in vitro gametogenesis を生殖細胞研究
の推進や生殖工学技術の開発に資する技術として確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
上記の目的を達成するために、本研究領域では３つの研究グループ（A01、A02、A03）に分ける。
A01 グループでは、これまでの in vitro gametogenesis の開発過程で得られた知見や経験をもとに、
培養条件および技術の最適化を行う。これと同時に、配偶子の形成を助ける支持細胞を人工的に
作製することにより卵巣や精巣の環境を体外培養系で再構築する。また、これまでマウスで確立
された技術を他の動物へ適用する。A02 と A03 はこれまでにない新しい技術を導入して A01 の
研究を支える。A02 グループは最先端のイメージング技術や情報処理技術を用いて、配偶子の発
生能を非侵襲的に予見する。すなわち、これまで結果論的に（個体に発生したかどうかにより）
判断されてきた発生能について予見的かつ定量的に判断する新たな技術を開発する。A03 グル
ープは生体内で高い発生能をもつ配偶子が作られる過程を理解する。特に「細胞の不均一性と選
択」ということに着目して解析する。具体的には体の中の生殖細胞の集団が「いつ、どこで、ど
のようにして変化しているか？」を知るために、単一細胞で追跡できる実験システムを開発する。
また細胞の選択が破綻したときの配偶子の性質の変化について解析する。さらに、これらの解析
の結果を in vitro gametogenesis と比較することにより、生体内と体外培養系の違いを明らかにす
る。これら３つの研究グループが緊密に連携することにより、in vitro gametogenesis を革新的技
術として確立することを目指す。 
 
４．研究の成果 
(1) A01 グループの研究の成果 
①マウス卵子とマウス・ラット精子を器官培養により産生でき
る化学合成培地を開発した。この開発の過程で、体外培養におけ
るマウスの卵母細胞の成熟や受精卵の発生率の向上には、エスト
ロジェン受容体 ESR1 の制御、AFP の添加、パルミチン酸やセ
ラミドの合成経路の制御が重要であることを明らかにした。ま
た、培地添加物の質量解析によりマウス・ラットの精子形成には、抗
酸化物質とリゾリン脂質が重要であることを明らかにした（図
１）。これらの培養条件の検討により、以前では不可能であった
ラットの円形精子細胞の分化誘導を実現した。さらに並行して
精巣の培養において栄養・酸素供給を制御できるマイクロデバ
イス（微小培養装置）を開発した。これにより体外培養条件下
で精子形成をリアルタイムで評価するシステムの構築が可能
となった。 
②マウス卵子の形成過程の解析により、卵巣内の最も未熟な原
始卵胞を長期間維持するには低い酸素状態と物理的なストレ
ス状態が必要であることを明らかにした。これらの環境を体外
培養系で再現すると、以前では不可能であった原始卵胞の維持
が可能となった。 
③マウス多能幹細胞から胎仔の卵巣の体細胞と同等の細胞を
分化誘導して卵巣の環境を作ることに成功した。この環境で
は、同じく多能幹細胞に由来する始原生殖細胞が卵子に成熟し
た（図２）。すなわち、この方法では胎仔の組織を使わずに、多
能性幹細胞から卵子を作り出すことができる。これによりマウ
ス以外の動物で卵子を作製する方法論が確立した。 
④ラット多能性幹細胞から始原生殖細胞を分化誘導して、それ
らを精巣に移植することにより精子を作製した。さらに得られ
た精子を顕微授精に用いて産仔を得た（図３）。マウス以外の多
能性幹細胞を用いた in vitro gametogenesis で産仔を得たのは世
界で初めてである。これに加えて、ウサギ、マーモセット、ミ
ナミ/キタシロサイの多能性幹細胞から始原生殖細胞を分化誘
導する方法を確立した（図４）。これらの成果の蓄積は様々な哺
乳類の多能性幹細胞を用いた in vitro gametogenesis の基盤とな
る。 
 
(2) A02 グループの研究の成果 
①マウス生体内の卵子が発する自家蛍光（タンパク質の構造な
どより反射する光）のパターンを解析して、青色から緑色を発
する光の強さによって卵子のもつ受精能を判定できることを
明らかにした。また生体で作られた卵子と体外培養で作られた
卵子を比較したところ、同様の青色から緑色の自家蛍光に違い
があることが明らかとなった。またこの青色~緑色の自家蛍光

図１ラット精巣の培養方法の確立：化学
合成培地で培養したラット精巣（左）に

は精子の成熟とともに発現する遺伝子の
発現が認められる（右、緑） 

図２ 体外でつくられた卵巣：マウスの多
能性幹細胞から作られた卵巣（左）。そ

の中には卵胞構造が認められる（右、青;
卵母細胞、赤;支持細胞、白;莢膜細胞） 

図３ 多能性幹細胞からできたラット：ラッ
トの多能性幹細胞から作られた始原生

殖細胞由来のラット（左）とそれらが成長
して生んだラット（右）。 

図４ ミナミシロサイの始原生殖細胞の
遺伝子発現解析：ミナミシロサイの始原
生殖細胞の分化過程の遺伝子発現の変

化の方向性（オレンジ矢印）はヒト、マウ
スとよく似ている。 



の分布は卵子内のミトコンドリアの分布とほぼ一致していた。このほか、マウスとニジマスの精
巣の中にある細胞において、自家蛍光のみで細胞の種類を区別できる計測技術と分別アルゴリ
ズムを構築した。このアルゴリズムに従ってセッティングした細胞分離装置を用いることによ
り、目的の細胞を集めることが可能となった。 
②卵子のイメージングには蛍光物質を物理的に注入する必要があったが、本研究では注入する
ことなく染色体や紡錘体をイメージングできるシステムを構築した。 
③卵子を同時に多数かつ高解像度に解析す
るイメージングシステムを開発した。このシ
ステムを用いて、卵子の染色体の分離に関わ
る分子機構を明らかにした（図５）。具体的に
は、Ndc80 複合体が Prc1（アンチパラレルな
微小管の架橋因子）を動原体に濃縮させるこ
とで紡錘体形成を促進すること、動原体で微
小管を制御する因子である Prc1 の局在制御
が Cdk1 キナーゼを介すること、動原体－微小
管接続の安定性が、紡錘体極のインテグリテ
ィおよび紡錘体長の制御に必要であることを
明らかにした。 
④老化卵子を用いた染色体分配のイメージング、トランスクリプトーム解析、質量解析により、
老化卵子と若齢卵子の違いを特徴付ける遺伝子およびタンパク質を明らかにした。 
⑤極めて微量の細胞サンプルから遺伝子産物、エピゲノム（ゲノムの化学的修飾）およびタンパ
ク質を定量的に解析する方法（ChIL-seq および iMPAQT 法）を開発した。これらにより、配偶
子間の違いを定量的に解析することが可能となった。 
 
(3) A03 グループの研究の成果 
①100 万種類以上の細胞を個別に標識できるバーコード解析により生殖細胞集団の変遷を追跡
した結果、初期の生殖細胞の発生における細胞クローン（細胞の種類）の減少と、後期における
細胞クローンの保存を見出した。初期の生殖細胞の削
減は配偶子形成能を獲得した生殖細胞を選別する過程
である可能性が示唆された。 
②成体のマウスの精子形成では、精子幹細胞が限られ
た細胞増殖因子（増殖を促すタンパク質）を取り合いな
がら増殖していることが明らかとなった。これに加え
て、精子幹細胞が異なる細胞状態を常に行き来するこ
とによって不均一な集団を作ること、最も未分化な亜
集団（Plvap+）は最も分裂頻度が低いことを明らかにし
た（図５）。これらの解析に基づいて作られた数理モデ
ルは実際の観察と一致した。これらの解析によりマウスの
雄の生殖細胞集団が「いつ」変化するかに関して一定の理
解を得た。 
③組織の中の空間的な位置情報を維持したまま単一細
胞の遺伝子発現を解析する方法を開発した。具体的に
は、固定した組織切片から回収した細胞の遺伝子増幅
法を開発して、新鮮な単一細胞と同等の感度で遺伝子
発現解析（RNA-seq）を行える技術を確立した。この技
術の実証実験として、同一卵胞内の異なる領域に位置
する顆粒膜細胞が異なる遺伝子を示すことを示した。
この開発により生殖細胞集団が「どこで」変化するかを突き
止める技術基盤を確立した。 
④ショウジョウバエの生殖細胞系列にゲノムの損傷を
人為的に導入する実験系を構築して、生殖細胞の品質
維持機構について解析した。その結果、ゲノムに損傷
をもつ生殖細胞の排除には Myc の発現低下が必要であ
ることを明らかにした。また Myc を強制発現するとゲ
ノム損傷を許容する生殖細胞が作られ、配偶子のイン
テグリティが低下することが明らかとなった（図６）。
これにより生殖細胞が「どのようにして」変化するかの
一端を明らかにした。 
⑤ショウジョウバエを用いて、交尾や栄養状態などの外
的刺激に応じて生殖幹細胞の増殖を制御する神経内分泌
シグナルを明らかにした。これは外的要因により生殖細
胞の産生が制御されていることを示す具体的な例であ
る。 

図５ 卵子における染色体分配の遅れ：微小管の制御因子

PRC1が低下した卵母細胞（下段）では染色体（紫）の分配が遅
れる。緑;微小管、上段;対照群 

図５ マウス精子形成における幹細胞集団の変遷：
マウス精巣内の精子幹細胞は複数の細胞状態

（State）を行き来することによって不均一な集団を維
持している。それぞれの State を区別する遺伝子発
現も明らかとなった。 

図６ Myc によるショウジョウバエの生殖細胞の選
別：野生型（左、上;精巣、下;卵巣）と比較して、人
工的にゲノムの損傷を導入したショウジョウバエで

は生殖細胞（緑）が排除されている。これにMycを
強制発現させると生殖細胞が排除されなくなる
（右）。尚、Myc を強制発現した生殖細胞では

DNA の損傷が許容されているため、妊孕性の低
い配偶子が産生される。 



⑥マウスを用いて卵母細胞のストック
として機能する原始卵胞の維持には細
胞内の顆粒構造（P-body 様顆粒）の形成
が必要であることを明らかにした。また
顆粒の形成に必要な遺伝子 Ddx6 の変異
体は原始卵胞が早期枯渇して、早期閉経
と同様の現象が認められることを明ら
かにした（図７）。 
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