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研究全般の実施と受精能・体細胞初期化能獲得
の分子メカニズムの解明 
卵子（卵胞）の分子のメカニズムの解明と卵巣
特異的遺伝子ノックアウト動物の作製法の開
発 
卵胞におけるシグナルの生成・伝搬のメカニズ
ムの解明 
卵母細胞の死滅と生存制御の分子メカニズム
の解明 
卵母細胞の生存促進の分子メカニズムの解明
とミトコンドリア置換法の開発 
卵母細胞・卵丘細胞のギャップ結合蛋白質
の同定と卵母細胞の受精能・体細胞初期化
能獲得の分子メカニスムの解明  

⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  

家畜生産に卵子の体外成熟・体外受精・受精卵移植技術、体細胞クローンや胚の凍結保存、顕微授精
が導入され、家畜の改良・増殖が進むとともに、家畜を医薬品生産あるいはヒトへ移植可能な臓器生
産に使おうとする動きが強まっている。これらの技術をより有効にし、さらに生殖細胞の体外形成、
胚の遺伝子診断など、新しく登場することが予想される技術を充実することが次世代の発生工学の基
盤形成に必要である。これを実現するためには１個体からの卵子の大量生産、受精能・体細胞初期化
能の高い卵子の大量生産、受精能の改良、卵子の分化・死滅を制御する遺伝子などの解明が必要であ
り、そのため次の 4 点にわたる研究を行う。  
１）受精能・体細胞初期化能獲得の分子メカニズムの解明：受精能・体細胞初期化能発現の調節系は
成熟の調節系のカスケードの下流とリンクすると予想されることから卵母細胞の成熟に係わる因子
の解析を通して受精能・体細胞初期化能の発現調節系を明らかにする。２）卵母細胞の死滅のメカニ
ズムの解明：申請者らは卵胞顆粒層細胞にのみ局在する新規細胞死受容体とそのデコイ受容体及び卵
母細胞の生存を促進するヒアルロン酸合成酵素３を同定し、卵母細胞の生存、死滅誘導と救助に関す
る知見を得ているが、これを手がかりに、卵母細胞の死滅と救助のプロファイルや卵母細胞・卵胞の
選択的死滅を制御する分子機構の解明を行う。３）卵胞におけるシグナルの生成・伝搬のメカニズム
の解明：顆粒膜細胞、卵丘細胞及び卵母細胞に発現するギャップ結合蛋白質の同定とその開閉の制御
機構を解明する。とくに、卵母細胞内で発現するコネクシン分子やその発現調節因子を同定し、卵子・
卵丘細胞間の相互応答に直接関わるギャップ結合とその透過機構の実体を明らかにする。４）受精
能・体細胞初期化能の高い卵子の大量生産及びミトコンドリア置換技術の開発：上記の１）～３）の
研究をもとに家畜及び実験動物に有効な技術開発を行う。  
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⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。） 
 
１） 受精能・体細胞初期化能獲得の分子メカニズムの解明 

（1）Akt カスケードが卵成熟及び初期化能発現に関わることを明らかにした。また、Akt のリン酸化パ
ターンは減数分裂特異的であった。 (2) アフリカツメガエル卵子にマウス及びラット体細胞の初期化（体
細胞における Oct4 の発現など）を誘導する能力のあることを明らかにした。(3) 体外で成熟能力を高め
た卵子が体細胞クローン作製に使えるか否か、すなわち初期化能を発現するか否かを検討した。申請者ら
の開発した培養液で体外成熟させて作製したレシピエント卵を用いてミニブタ体細胞クローンの誕生に
成功した。ミニブタ体細胞クローンは順調に発育している。(4) Maturation promoting factor (MPF)を高
発現するブタ成熟卵子を用いた体細胞クローン胚は早期染色体凝縮を誘起する能力をもつことを明らか
にした。また、早期染色体凝縮能は体細胞クローン胚の発育能と相関することも明らかにした。 
(5) 減数分裂中期で卵母細胞の分裂を人為的に停止させる方法により、受精・発生能力の高い成熟卵子を
得ることに成功した。(6) LGR4 遺伝子欠損マウスを作成し、LGR4 が卵巣形成に関与することを明らか
にした。また、初期胚卵巣で発現する dmrt7 遺伝子-Cre マウスと交配を行っており、致死性を回避して
卵胞特異的に LGR4 遺伝子欠損を誘導する実験を行っている。また、新生♀ヌルマウスの卵巣を摘出し、
野生型の成熟前雌マウスへ卵巣移植する実験を行っており、これにより LGR4 遺伝子が卵巣形成や卵胞
形成に必須であるか否かが明らかになるものと考えている。 

２）卵母細胞の死滅のメカニズムの解明 
(1) 卵胞閉鎖に伴うアポトーシス残渣消去にマクロファージが関与するが、ブタ卵胞閉鎖におけるマクロ
ファージでの CD44 mRNA、CD44 タンパク質、CD44 糖鎖修飾のプロファイルを明らかにし、効率的消
去のメカニズムを明らかにした。TAP-GDF-9 遺伝子及び TAP-VEGF 遺伝子連続投与により、顕著な卵胞
閉鎖抑制が認められた。 (2) 申請時にブタ卵胞の顆粒層細胞を抗原として作製したモノクローナル抗体を
プローブとして新規な細胞死受容体（PFG-5）と囮受容体（PFG-6）を見出していたが、これらに関して、 
完全性周期動物では両受容体とも顆粒層細胞に発現しているが、不完全性周期動物には発現しておらず、
両受容体の細胞外ドメインは tumornecrosis factor 受容体（TNFR）に類似しており、PFG-5 は細胞内に
death ドメインをもつが、囮受容体の PFG-6 は death ドメインを欠いていること、顆粒層細胞にはこれら
以外にも Fas 等の複数の TNFR ファミリー細胞死受容体が発現しており、これらが協調して細胞死を制
御していること PFG-5 受容体は他の TNFR ファミリーと共通な細胞内シグナル伝達系因子を利用してア
ポトーシスを誘導していること、健常な卵胞の顆粒層細胞には受容体を介したシグナル伝達を阻害してい
る２種の細胞死阻害因子（cFLIPs と cFLIPl）が発現しており、これらが消滅することで顆粒層細胞が死
滅することを明らかにした。 

３）卵胞におけるシグナルの生成・伝搬のメカニズムの解明 
(1) 初期卵胞の分化に基底膜形成が関わること、また基底膜形成にヒアルロン酸が関わることを明らかに
した。(2) マウス卵胞の体外培養系では直径 70μm 以下の卵胞を培養し、成熟卵子を得ることは不可能で
あったが、培地中に TAP-GDF-9 遺伝子を導入することによって成熟卵子を得ることが可能となり、
IVMFC・ET により、産子を得ることに成功した。また、70μm 前後の卵胞に発現する遺伝子を網羅的に
同定した。(3) ブタ卵母細胞特異的 cDNA ライブラリーを作成するとともに、それを利用したコネクシン
遺伝子の探索により、マウスとの比較解析を行った。degenerateRT-PCR により、マウス／ヒト Cx45 の
相同遺伝子および申請者らが以前ブタ卵胞から単離した新規遺伝子 Cx60 の発現が認められた。しかし、
マウスで唯一その発現が報告されている Cx37 は、mRNA、蛋白質ともに認められなかった。(4) FSH 刺
激が Cx43 のリン酸化レベルを亢進すること、さらにこのリン酸化が物質透過活性に重要であることなど
を明らかにしてきたが、今回、分子量約 150kD の新規会合分子を同定し、CIP150 と命名した。さらに、
それらの会合様式を明らかにするとともに、その会合が機能的なギャップ結合構築に必須であることなど
を明らかにした。また、FSH の刺激下、PKA が Cx43 のリン酸化を担うことを明らかにした。(5) 二つの
ES 細胞株 RW-4 mouse ES cell line (129/SvJ♂mice) と E14TG2a、ES cell line (129/SvJ♂mice) を用い、
卵胞様凝集体が誘導出来る条件を確定した。形成された凝集体は、PAS 染色、発現遺伝子（例えば、SYCP3、
Dmch1、FIGα、GDF-9、c-Kit、aromatase など）の解析などから、一次・二次卵胞の特徴を持つこと
が確認された。また、VASA に関しては、ウェスタンブロッティングにより、Cx43 に関しては免疫蛍光
染色により顆粒膜細胞層と莢膜細胞層における発現をそれぞれ確認した。 

４）受精能・体細胞初期化能の高い卵子の大量生産及びミトコンドリア置換技術の開発 
  (1) ラット卵胞発育と卵胞膜における VEGF120 及び 164, angiopoietin 及びそれらのレセプターの発現を

解析し、hCG 投与により、発現が上昇することを確認し、さらに自然発情を示すラット卵巣に VEGF120
及び 164 を直接注入することにより卵胞血管網の増殖が誘起され、血中エストリジェン濃度が上昇した。
また、排卵数も有意に上昇し、排卵卵子はすべて受精し、新生子に発育した。(2) 卵巣の未成熟卵子の凍
結保存に取り組み、ブタ未成熟卵子を遠心し、偏在した脂質を細胞質から除去し、ガラス化凍結保存し、
成熟卵子を得た。段階的に耐凍剤に曝露する新しい凍結保存法(SWEID と命名)を考案し、凍結保存マウス
未成熟卵子由来の新生子を得ることに成功した。(3) 活性型ミトコンドリア分布と受精・発生能発現に相
関のあることを明らかにした。(4) 凍結融解卵子（卵核胞期）における活性型ミトコンドリアの分布は異
常を示したが、正常卵子との間で卵核胞置換を行うと体外成熟能は回復した。 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術

的なインパクト等特記すべき事項があれば記入してください。） 
 
１）受精能・体細胞初期化能獲得の分子メカニズムの解明 

(1) ミニブタにおいて初期化能発現を制御しうる方法（MPF の発現量や減数分裂中期で卵母細胞の分裂を人

為的に停止させる）を発見したことは、効率的なミニブタクローン作製法の開発につながると考える。 
(2) 減数分裂特異的に機能する Akt を発見し、受精能・初期化能発現のメカニズムに新しい考えを導入する
ことができた。Akt カスケードの上流・下流の検索により、調節系の全体像が明らかになるものと思われる。 
(3) アフリカツメガエル卵子に体細胞の初期化を誘導する能力のあることを示し、現在、初期化に関わる因
子の分離に努力している。独自の解析方法も蓄積しており、急速に展開することを期待している。 
(4) 卵巣特異的な LGR4 遺伝子欠損マウスの作成は、既に作成した LGR4Fx/Fx マウスと別に作成した

dmrt7-cre の交配により雌、E11.5 程度の初期卵巣体細胞期に始まる dmrt7 遺伝子発現に連動して開始する
LGR4 遺伝子の欠損により、LGR4 遺伝子が初期卵巣形成と卵胞形成に果たす役割が明らかになると考えて
いる。またそのリガンドの発見と投与により生体での卵子の分化や卵胞形成の促進、及び死滅調節系の制御

に応用できる知見が必ず得られるものと予想される。 
 
２）卵母細胞の死滅のメカニズムの解明 

(1) ブタ卵巣において TAP-GDF-9 遺伝子及び TAP-VEGF 遺伝子連続投与により、顕著な卵胞閉鎖抑制が
認められたが、現在、ヒアルロン酸合成酵素遺伝子の導入も試みており、より有効な方法が生み出されるも
のと期待している。 
(2) 顆粒層細胞にのみ特異的に発現している細胞死受容体が存在することを明らかにした。また、家畜卵巣
組織を重症複合免疫不全（SCID）マウスの腎漿膜下に移植し、遺伝子導入によって細胞死阻害因子を強発
現させて卵胞を三次卵胞まで発育させて卵母細胞を成熟させる技術を開発した。この三次卵胞の卵母細胞を

取り出して受精させ得るまで成熟させる無血清培養法も確立した。 
 
３）卵胞におけるシグナルの生成・伝搬のメカニズムの解明 

(1) 直径 70μm 以下のマウス卵胞を TAP-GFP-9 を導入して培養し、成熟卵子を得、IVMFC・ET により、
産子を得ることに成功したが、これは世界初の成功である。70μm 前後の卵胞に発現する遺伝子を網羅的に
同定しているが、これらを併用することにより、より効率的な培養系ができるのではないかと考えている。 
(2) 基底膜形成と卵胞の選択的発育に相関のあることを示したが、基底膜形成とヒアルロン酸合成酵素遺伝
子発現に相関があることからヒアルロン酸合成酵素遺伝子発現制御により、卵胞の選択的発育を制御しうる
可能性がある。 
(3) ブタにおいては、マウス卵母細胞において唯一発現するとの報告がある Cx37 の発現がみられず、Cx45
ならびに Cx60 の発現がみられたことは、卵母細胞で発現・機能するギャップ結合が種により異なることを
示唆しており、哺乳類卵形成、卵胞発育機構ならびに卵子の機能を考えるうえで大きな手がかりとなる。し

かも、Cx60 は申請者が単離、報告した新規遺伝子であることは意義のある結果である。 
(4) 卵巣ライブラリーを用いて新規会合蛋白質を同定するとともに、その会合が Cx43 を介したギャップ結
合の構築、機能に重要であることを明らかにした。このような機能をもつコネクシン会合蛋白質の報告は例

がない。また、Cx43 の膜局在に必須なドメイン領域を明らかにすることができた。さらに Cx43 のリン酸
化には FSH の刺激による PKA が関わることを明らかにしたのは、卵胞発育に関わるシグナル伝達機構を理
解するうえで大きな成果である。 

（5）独自の改良を加え、ES 細胞から効率良く卵胞様構造体を誘導出来る実験系を確立した。今後さらに、
高効率でしかも胞状卵胞の形成が見られる条件検討を行うことや、得られた卵母細胞の生殖性などを確認す
る実験などを進めて行きたい。もし、その系が確立されれば、マウスのみならず哺乳類における卵胞発育、

卵母細胞の発育・成熟などに関わる様々な研究課題を達成する大きな成果となる。 
 

４）受精能・体細胞初期化能の高い卵子の大量生産及びミトコンドリア置換技術の開発 
  (1) ラット卵巣に VEGF120 及び 164 を直接注入することによって排卵させた卵子数は顕著に増加した。ま

た、排卵卵子はすべて受精し、新生子に発育した。家畜を用いる実用的方法につながると考え、実用化に向
けた実験を行っている。 
(2) 死滅から救助された卵巣卵由来のレシピエント卵を用いてミニブタ体細胞クローンの誕生に成功した。
クローン個体作製には多数の卵子が必要であるが、卵子の大量調整に一つの可能性を示したものと考える。
(3) 新規の未成熟卵子の凍結保存法（SWEID）を開発し、凍結保存マウス未成熟卵子からも受精能の高い卵

子を調整しうる可能性を示すことができた。家畜（ウシ、ブタ）への応用が課題である。 
(4) 活性型ミトコンドリア分布と受精・発生能発現に相関のあること、凍結融解卵子（卵核胞期）と正常卵
子との間で卵核胞置換を行うと体外成熟能は回復することを示したが、未だ、卵子のミトコンドリアを特異

的に殺傷しする方法は確立できていない。今後の課題である。 
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⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含む。）の全

著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会等に
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