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⑥当初の研究目的 

哺乳類の卵母細胞は特殊である。胎児期に始原生殖細胞が体細胞分裂を繰り返して増殖した後、

減数分裂を開始して卵母細胞と呼ばれるようになる。これが前期後半（ディプロテン期）で減数分

裂を休止し、その後出生をへて性成熟するまで卵巣内で休眠し続ける。性成熟に達した哺乳類の卵

巣には20～100万個の卵母細胞が顆粒層細胞に包まれて休眠し続けている。性周期毎に、顆粒層

細胞が卵母細胞の保育を開始し、卵母細胞は成熟・排卵される。この過程で 99%以上の卵胞が選

択的に閉鎖・消滅してしまい、残りが排卵にいたる。この卵胞・卵母細胞の選択的死滅を制御して

いる分子機構は未解明である。申請者らは、顆粒層細胞に特異的に発現する新規細胞死受容体が卵

胞の選択に支配的に関わっていることを見出したが、内因性リガンド、シグナル伝達系因子、分子

制御機構の詳細が未だ不明である。 

・ 研究目的－I：選択的卵胞閉鎖を制御している分子制御機構を解明すること。 

・ 研究目的－II：目的-I の成果をもとに、細胞死を制御している因子の発現を人為的に制御するこ

とで卵胞の発達を支配し、卵巣内に潜在している卵母細胞を救命して有効利用できる技術を開

発する。これによって、従来廃棄され続けてきた優良遺伝子資源の有効利用を実現することが

研究の最終目的である。 

⑦研究成果の概要 研究目的に対する研究成果を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。  
生物にとって「いかに多くの子孫を的確に残していくか」という命題が最重要であり、これに対

応して様々な繁殖戦略が生出されてきた。脊椎動物においては、魚類のように卵巣にある全ての卵

母細胞を成熟・排卵して多くの仔を得てこのうちで能力に優れ幸運なものだけが生き残る戦略と、

哺乳類のようにわずかな仔を丁寧に育てて生き残る戦略がある。上述のように哺乳類の胎仔卵巣で

は卵原細胞が体細胞分裂を繰り返して増殖した後減数分裂を開始してディプロテン期で休止し、そ

の後性成熟期までの長い期間にわたって休眠し続ける。新生仔の卵巣にはこの休止状態の卵母細胞

が数十万個以上含まれ、性成熟後に性周期毎に動物種毎に決まっている一定数の卵母細胞が発育し

はじめる。卵母細胞は卵胞上皮細胞層（卵胞発育の途中で顆粒層細胞と卵丘細胞に分化する）に取

り囲まれた卵胞の中で発育・成熟するのだが、この過程で選抜されて最終的に0.1～1.0％以下のご

く一部のみが排卵に至り、大部分は死滅する。これまで卵母細胞の発育・成熟に関わる「生」の仕

組の研究は詳細に進められてきたが、死滅に関わる「死」の仕組の研究知見は乏しい。99.9％以上

の卵母細胞を選抜的に死滅させることは、母体側からみると大変無駄なことを行っているように思

えるが、より強靱な子孫を残すために優れた卵母細胞を繁殖に供するための選抜である。未だに解

明されていないこの選抜の分子制御機構を明らかとすることは、

獣医畜産学のみならず医学生物学にとっても重要課題である。 

完全性周期動物であるブタの卵巣を材料とした。卵胞液のプロ

ゲステロン/エストラジオール比を指標にして健常卵胞と閉鎖卵

胞を分別し、各々の顆粒層細胞を抗原としてモノクロナール抗体

を作製し、これらをプローブとして顆粒層細胞に発現している新

規細胞死受容体（PFG-5）と卵胞閉鎖時に消滅する囮受容体（

decoy；PFG-6）を見出した（右図）。両者の細胞外ドメインは

tumor necrosis factor（TNF）受容体に酷似し、PFG-5は細

胞内に細胞死ドメイン（DD）を持つが、PFG-6は欠いているの

でアポトーシスシグナルを伝達できずリガンド・トラッパーとし

て働いてアポトーシス誘導を阻害していると考えられた。ヒトや

ブタなどの完全性周期動物の卵巣の一次卵胞には細胞死受容体

系が発現しておらず、顆粒層細胞が重層化する二次卵胞以後の顆粒層細胞にPFG-5系、TNF受容

体系、Fas系、TRAIL受容体系が発現することがわかった。マウスなどの不完全性周期動物の卵巣

ではPFG-5系が検出されなかったが、他は同様に検出された。完全性周期動物においてはPFG-5

系が卵胞閉鎖の調節に支配的に関わり、他の細胞死受容体系は支配的ではないと考えられた。すな

わち、TNFR系は増殖・生存因子として働き、Fas系は主に黄体退行の制御に、TRAIL受容体系は

PFG-5系を補助していると考えられた。 

次いで、細胞内におけるアポトーシスシグナルの伝達経路の解明を進めた。その結果、ブタ卵胞

の顆粒層細胞は II 型アポトーシス細胞（細胞死受容体から細胞内に伝わったアポトーシスシグナル

が一度ミトコンドリアを介して下流に伝わる）であることを見出した。リガンドと結合 （続く） 
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⑦研究成果の概要        （続き） 
   

して活性化した細胞死受容体にはアダプタータンパク（
FADD）、ついでイニシエータータンパク分解酵素（
procaspase-8）が結合して活性化する（右図）。活性型
caspase-8は、従来考えられていたようにprocaspase-3
を直接分解して活性化するのではなく、Bidタンパクを切
断し、これがミトコンドリアに作用してcytochrome Cを
放出させる。Cytochrom Cは細胞質中のApaf-1と結合し
てprocaspase-9を活性化させ、これがprocaspase-3を
分断して活性化させ、下流のnucleaseを活性化させる。こ
れが核内に移行して染色体DNAをヌクレオソーム単位で分断することでアポトーシスが実行される
ことを示した。併行して生細胞を用いてcaspaseカスケード活性化部位をリアルタイムに可視化でき
るin situ fluorescence resonance energy transfer（FRET）観測法を開発し、アポトーシスシグ
ナルが一度ミトコンドリアを介して下流にむかって伝達するという知見と符合する所見（caspase-8
は核近傍で-3は細胞膜近傍で活性化する）を得た。 
次いで健常卵胞の顆粒層細胞ではFADDあるいはprocaspase-8と結合してFADD-procas 
pase-8間のシグナル伝達を阻害するcFLIP（スプライシングバリアントのcFLIP-longと-shortがあ
るが顆粒層細胞では主に前者が発現している）が発現して細胞死を防いでいることを見出した（前頁
図）。cFLIPは完全性周期動物の二次卵胞以後に発現し、閉鎖直前に消滅することが分かった。cFLIP
の機能は、培養顆粒層細胞にcFLIP遺伝子を組込んだベクターを導入して強制発現させ、これに細胞
死受容体を介してアポトーシスを誘導しても死滅しないこと、逆にcFLIP mRNAに対応する
interference RNAを発現するベクターを導入してcFLIP発現を阻害するとアポトーシス誘導後速や
かに全てが死滅することなどによって実証した。囮受容
体とcFLIPの発現はTNFαによって亢進し、それは
interleukin-6によって調節されていることなどを明ら
かとした。加えて、cFLIPは黄体細胞の生存と死滅にも
支配的に関わっていることが分かってきた。 
これら基盤研究と併行して食肉処理場で廃棄される
家畜卵巣に含まれる原始卵胞・未熟卵母細胞を救命する
技術システムを開発した（右図）。卵巣組織片を凍結し
て融解後、重症複合免疫不全（SCID）マウスの腎漿膜
下に異種移植した。移植組織片にアデノウイルスベクタ
ーに組込んだcFLIP遺伝子を導入して強制発現させる
ことで、SCIDマウス体内で原始卵胞を効率的に三次卵胞まで発育させることが可能となり、これか
ら回収した卵母細胞を体外で成熟培養して体外受精して初期胚を得ることができた。このようにして
救命した卵母細胞とそれ由来の初期胚には顕著な異常は認められなかった。人為的に卵胞・卵母細胞
を救命して卵母細胞の発育・成熟を調節している機構を究明するとともに卵母細胞回収、体外成熟培
養、体外受精、胚移植などの様々な生殖工学的技術の改良を進めた。マウスなどごく一部の種では未
成熟卵母細胞を体外で長期間培養することによって発育させることができるが他では不成功に終わっ
ている。原始卵胞や極めて発達初期の卵胞のみを含んでいる胎仔や新生仔の卵巣組織を免疫不全動物
に異種移植する方法で卵母細胞を発育できる。成熟雌動物の卵巣の場合は、上述のようにうまく細胞
死を阻害できると成熟して受精することができる。この卵胞・卵母細胞の人為的発育方法は実験室レ
ベルにあるが、実用的に安定して大量に供給できる「卵子銀行」への道を開いた。即ち卵巣組織を凍
結保存し、必要な時に融解して卵母細胞を発育・成熟させて体外受精に供することが可能となり、貴
重な野生種を含む種の保存、優良な雌性哺乳類の遺伝子保存、ヒトの不妊症治療の新技術開発などに
貢献する。 
20世紀末に体細胞クローン動物作出技術が開発され、多面的な応用展開が期待されている。しかし
成功率が未だに10％未満である。その原因のひとつとして除核後ドナーの体細胞核を受け入れるレシ
ピエント卵母細胞の品質が高くないことが考えられる。上述のように卵胞・卵母細胞の選択的死滅の
制御機構を解明する過程で、顆粒層細胞に発現しているcFLIPの量が卵胞とこれに含まれる卵母細胞
の健常性を示す優れたパラメターであることが分かってきた。顆粒層細胞にcFLIPを高発現している
健常卵胞から回収した卵母細胞を用いると成功率が向上することが分かってきた。 
以上の成果は獣医畜産学の基礎と臨床領域ばかりでなくヒト臨床領域での様々な応用展開が期待で
きる基盤的研究成果であるので遂次学術誌や関連学会に発表し高い注目を受けている。 
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⑧特記事項 
こ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） 特異的な細胞死受容体の同定：生命樹の継続性を担う卵母細胞は卵胞のなかでひとつひとつが「ゆ

りかご」に相当する顆粒層細胞に包まれて丁寧に保育される。顆粒層細胞に特異的に発現している

細胞死受容体PFG-5が存在することが分かったことが最大のインパクトである。細胞死リガンド

とその受容体が少なくとも26および18種存在することが現在までに報告されており、完全性周

期動物の二次卵胞以後の顆粒層細胞にはPFG-5系、TNF受容体系、Fas系、TRAIL 受容体系が

発現することがわかったが、成熟して排卵の準備が整った雌動物で、脳下垂体からの性腺刺激ホル

モンの分泌後最初に発現する細胞死受容体がPFG-5系であること、排卵数の異なるブタの品種間

で両受容体の発現レベルに差異があったこと等多くの知見からこれがドミナントに働いていると

考えられた。 

（２） 二重の安全装置の発見：完全性周期動物の二次卵胞以降では、囮受容体と細胞内阻害因子が二重

の安全装置として働き、安易にアポトーシスが誘導されないように顆粒層細胞を守っていることが

分かったことは新発見である。  

(a) 囮受容体：細胞死受容体は death domain（DD）をもつ。このDDを介してアダプタータンパ
ク（FADD）と結合して下流の caspase 系を活性化することでアポトーシスシグナルを伝達す

る。健常卵胞顆粒層細胞の細胞膜には DD が欠損している囮受容体が過剰に発現しており、細胞

死受容体に内因性リガンドが結合することを阻害している。囮受容体は DD を持たないので

FADDが結合できないためシグナルの伝達は途切れる。卵胞閉鎖に先立って囮受容体が消失し、

内因性リガンドが細胞死受容体に結合できるようになると考えられる。 

(b) 細胞内阻害因子：健常卵胞の顆粒層細胞に cellular FLICE like protein（cFLIP）が発現し、受
容体を介したシグナル伝達を阻害している。これは FADDあるいは procaspase-8と結合する

death effecter domain（DED）を持つ。細胞死受容体と結合した FADD の DED と

procaspase-8 の DED が結合すると後者が活性化してシグナルが伝わっていくが、これらと

cFLIP が結合することでシグナル伝達を遮断していると考えられる。 

(c) 第３のトラップ：顆粒層細胞では Fasと細胞外ドメインが共通な囮受容体が発現していること、
排卵後の顆粒層細胞が分化した黄体細胞では可溶性細胞死受容体が分泌されて内因性リガンドが

細胞死受容体に結合することを防いでいることなどを発見した。 

（３） 生細胞 FRET 法の開発：生きている細胞における caspase（タンパク分解酵素）系を介したシグ

ナル伝達の詳細は未解明である。Fluorescence resonance energy transfer（FRET）現象を応

用して real time かつ視覚的に酵素活性化部位を捉えることに成功した。即ち caspase の基質とな

る peptide を linker として３種の蛍光タンパク（RFP、CFP、YFP）を繋いだ融合タンパクが生

成される発現ベクターを作製し、細胞に導入してて融合タンパクを発現させると FRETが観察でき

た。従来法では不可能であった、生細胞内におけるシグナル伝達の経時的局在変化が検出可能にな

り、caspase 系の活性化部位が従来考えられていたものとは異なることを発見した。  

（４） Type II 型アポトーシス細胞であることの発見：顆粒層細胞は、細胞死受容体を介した細胞内アポ

トーシスシグナルがいちどミトコンドリアを介して伝わる特殊な細胞であることを見出した。 

（５） 異種移植法による卵巣凍結保存と成熟卵作製技術の創出：完全性周期動物であるブタ、ウシ等家畜

の卵巣組織を凍結保存後、重症複合免疫不全（SCID）マウス腎漿膜下に移植し、cFLIP を遺伝子

導入して強制発現させることで卵胞・卵母細胞を救命し、三次卵胞まで発育・成熟させる技術シス

テムを創出した。この卵胞から卵母細胞を取り出して授精させ得るまで成熟させる無血清培養法も

開発した。 
（６） 生存シグナルと細胞死シグナルの卵母細胞・顆粒層細胞間クロストークの発見：卵母細胞の生存・

成熟には受容体型チロシンキナーゼ c-Kit を介した生存シグナルが必須であるということが定説で

あったが、顆粒層細胞で細胞死受容体を介するアポトーシスシグナルが抑制されていれば、卵母細

胞は c-Kit シグナルがなくても生存できることを発見した。c-Kit 受容体変異マウスおよびアンタ

ゴニィスティック抗 c-Kit 抗体を投与した野生型マウスなどでは卵母細胞はともに死滅したが、

Fas KOマウスでは卵胞形成にも障害が起き、Fasと c-Kit 受容体をKOしたマウスでは卵母細胞

が生存していた。 
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