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(0) 研究分野 s 

分科会：生物 
キーワード：受精、ゲノム再プログラム化、生殖細胞、エピジェネティクス 

 

(1) 研究背景と研究目標 

哺乳類のライフサイクルの中で、大規模なエピジェネティクス改変が生じるイベントの分子

メカニズムの解明を目指す。すなわち、受精によってどのように新しい命が始まるか、生殖

細胞ゲノムはいかにして確立するか、そして最初の細胞系列の分岐である胎仔側と胎盤側の

エピジェネティクスはどのように決まっていくのかを明らかにする。この目的のために、正

常な発生胚のみならず、さまざまな人為的操作（発生工学操作）によって特殊胚（核移植胚

や顕微授精胚など）や幹細胞を作出し、解析する。さらにこれらの解析に必須な技術も開発

する。解析対象の動物には、関連技術やゲノム情報がもっとも豊富にそろっているマウス

（Mus musculus）を主に用いているが、マウスモデルが適切でない場合（ノックアウトで表現

型が出ないなど）は、ゴールデン（シリアン）ハムスター（Mesocricetus auratus）を用いてい

る。本研究室の強みは、自ら開発した発生工学技術や幹細胞作出技術を最先端のゲノム･エピ

ゲノム解析技術を組み合わせることによって、独自のデータを蓄積できるところにある。こ

の結果、上記の困難な目標に挑むことができる。 
 

(2) 2021年度成果と今後の研究計画 
(A) 核移植技術を用いた野生由来マウス系統のES細胞の樹立 

広く生物学研究に用いられている実験用マウス（ラボマウス）は遺伝的多様性が小さいという

欠点を持つため、これを補うマウスとして野生由来マウス（野生マウス）の利用が進んでいる。

理研BRCでは世界的な野生マウスのコレクションを保有しているが、従来の生殖工学技術の適

応が難しいことが大きな欠点であり、ES細胞もほとんど樹立をされていない。野生マウス系

統の安定的な供給と維持、およびその遺伝的特性が最大限に利用できるように、核移植クロー

ン技術を用いたnuclear transfer embryonic stem cells (核移植ES細胞)の樹立を試みた。レシピエン

ト卵子には、代表的なラボマウスの F1交雑系であるB6D2F1（M. m. domesticus）の成熟卵子を

使用し、核ドナーには亜種野生系統 CASP/1Nga、CAST/Ei（いずれもM. m. castaneus）マウス

の末梢血から回収した単球および顆粒球を用いた。胚盤胞期胚まで発生したクローン胚をLIF
および2つの分化阻害剤を加えた、いわゆる2i 法で核移植ES細胞を樹立した。樹立した核移植

ES株はマイクロサテライト解析、およびミトコンドリア（mt）DNAの確認により、核と細胞

質のゲノム情報を調べ、未分化マーカーの確認、染色体数の確認、テラトーマ形成試験を行っ

た。CASP/1Ngaから樹立した13ライン（雄5、雌8）、CAST/Eiから樹立した11ライン（雄8、
雌3）を用いて、マイクロサテライト解析による由来系統の同定を行なったところ、全ライン

の核ゲノムがドナーの野生マウス由来であることが確認できた。一方、mtDNAについては、

予想通り、レシピエント卵子として使用したM. m. domesticusに由来していた。未分化マーカー

と染色体数の結果から選抜した高品質な雌雄1ラインを用いて8細胞期、あるいは胚盤胞期胚に

注入したところ、両系統においてキメラマウスを作出することに成功した。さらにCAST/Eiの
雄のキメラマウスでは、交配試験により、germline transmissionが確認できた。よって、本法に

より、完全な多能性を有する野性マウスのES細胞の樹立に成功した。 
今後の計画 1) ラボマウスでもしばしば観察されることであるが、雌ES細胞は、雄ES細胞に比べて樹

立しにくく、かつその品質も低い。その原因を明らかにするとともに、高品質の雌ES細胞の樹立

を目指す。2) 今回ES細胞を樹立した野生マウスは、ラボマウスの亜種にあたる。これにより、

ラボマウスの卵子を用いてもクローン胚盤胞を得ることができ、ES細胞を樹立できたと考え

られる。今後は、ラボマウスの異種にあたる野生マウスを用いて実験を行う予定である。 
  

 



(B) 精母細胞の発生停止に起因する無精子症マウスからの産子の作出 

マウスにおいて、顕微授精技術を用いた一次精母細胞からの産子作出が報告されている

（Ogura et al. 1998）。しかしその成功率は4%と非常に低い。原因として、一次精母細胞注入

後の卵子において染色体分離エラーが高頻度に生じることが挙げられているが、改善報告はな

い。近年、京極らは卵母細胞における染色体分配異常は、その大きな細胞質サイズに依存して

いることを報告した(Kyogoku and Kitajima, 2017)。そこで、一次精母細胞注入に用いる卵子の

細胞質サイズを小さくすることで染色体分配異常の改善と産子率の向上を試み、さらに減数分

裂異常を生じる不妊雄系統マウスへの応用を試みた。【方法】顕微操作にて細胞質サイズを

1/3~1/2に減少させたマウスMI卵子に、一次精母細胞の顕微注入を行った。体外成熟後のMII染
色体（雌雄染色体を含む）を別の新鮮除核MII卵へ移植し活性化処理を行った。翌日2細胞期に

発生した再構築胚をレシピエント卵管に移植した。コントロールの産子率は1% (1/96移植胚数)
に対し、細胞質サイズ減少群では19% (17/90)と大きな改善が確認された。また、染色体分離の

正常性について、MII期胚の染色体標本およびライブセルイメージングを行ったところ、細胞

質減少胚ではコントロール卵由来胚に比較して分配異常の減少が確認された。一次精母細胞で

精子発生が停止する遺伝子改変マウスへ応用したところ、2系統では産子が得られ、これらの

産子の繁殖能も確認された。一次精母細胞は多くの無精子症男性にもその存在が認められてい

るので、本法が新たな不妊治療法の一つとなる可能性が示された。 
今後の計画 1）雄とも雌の減数分裂はさまざまな相違があるため、一次精母細胞の染色体が

卵子中で減数分裂を進めて20％近くもの出生率に至ることは予想外であった。世の中には、数

多くの精母細胞で発生停止する変異マウスが存在する。今後、どのような変異が本法で救済が

できるのかを検討していく予定である。 
 

(3) 研究室メンバー        （2021年度） 
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