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研究成果の概要（和文）：卵巣内に存在する未成熟な卵子の利用は、今後生殖補助医療分野への展開へ繋がる技術とし
て考えられている。申請者は未成熟卵子を用いた体外成熟操作の改善と体外受精方法を検討し、近交系マウスを用いた
産児作出に成功した。また成熟操作培地の開発を進め、卵子初期の遺伝子発現がアミノ酸構成要素により影響を与える
ことを認めた。さらに小型げっ歯類を供試して体細胞の樹立を検討し、得られた体細胞ストックは、体細胞核移植によ
り再構築卵子を作成し活性化処理後、クローン胚の作出に成功した。

研究成果の概要（英文）：Use of immature oocytes present in the ovary is considered as technology leading t
o expansion into assisted reproductive medical field in the future. The applicant has succeeded in produci
ng infants to consider in vitro fertilization method and improvement of in vitro maturation operation usin
g the immature oocytes, were used inbred mice. It was also acknowledged that advances the development of m
ature operation medium, gene expression of initial egg affects the amino acid component. The somatic cells
 stock to consider the establishment of the fibroblast cells by the tested small rodents further, obtained
, after activation, we have succeeded in the production of cloned embryos to create a reconstructed embryo
s by somatic cell nuclear transfer.
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１．研究開始当初の背景 
(1)哺乳動物の卵巣には様々な大きさの卵

胞が存在し、この卵母細胞の大半は出生前に

失われ(Nicholas et al., 2010)、排卵する

までに大部分が回収されずに至っている

(krysko et al., 2008)。これらのことから、

配偶子をより効率的に回収するために、卵巣

内に存在する未成熟卵子の体外培養と発生

能について様々な知見が得られ、現在、ウサ

ギ、家畜、霊長類、ヒトにおいて体外成熟技

術が開発されている(Handa et al.,1999、

Schrsmm et al.,2000)。特にヒトにおいては、

体外成熟卵子を用いることは患者の負担を

軽減する不妊治療として有効な手段と考え

られている(福田ら.,2001)。また、実験動物

のマウスを用いた研究において Eppig らは、

交雑種を用いた体外成熟卵子からの産子獲

得に成功している(Eppig et al., 1986)もの

の、遺伝的差異の少ない近交系に由来する系

統の産子獲得の報告はこれまで無く、各近交

系マウス系統に有益な、卵子の成熟機構の解

明と産子作出方法の実用化が急務である。 

(2)哺乳類の中で一番多い生物種であるげっ

歯類は、開発による里山や河川の分断化にと

もなう生息地の減少、また集団の小規模化に

ともなって近親交配が増加した結果、集団内

の遺伝的多様性の減少と遺伝的均一化が起

きることによっても、生息数が減少している

ことが指摘されている(Charlesworth et al., 

2009)。このため、種の保存に関する活動と

して、生息域の環境保全と共に、野生のげっ

歯類の生理機能や遺伝的多型に関する研究

が行われている。また通常の繁殖活動でその

種を保存することができない小集団では、遺

伝的多様性の確保と遺伝的均一化の回避方

法として、人工繁殖技術が期待されている。

しかし、実験動物の遺伝資源の保存・増殖で

実用化している生殖工学・発生工学技術であ

る胚や配偶子などの生殖細胞の操作および

遺伝子発現制御機構の解明そして生殖細胞

等の保存技術の標準化は、野生のげっ歯類で

は充分に確立されていない。 

 
２．研究の目的 
本研究では、下記の 3項目について重点的

に検討することを目的とした。 

(1)近交系マウス由来卵巣内卵子を用いた効

率的な繁殖技術の検討 

(2)卵母細胞内における成熟促進因子および

卵成熟の活性化に関する検討 

(3) 野生マウスを用いた低侵襲的な体細胞

回収技術の確立および遺伝情報の獲得の検

討 

 
３．研究の方法 
本研究では、各研究目的を踏まえて、5 項

目について実施した。なお、本実験に関する

動物実験の立案および実験動物の飼養と管

理については、近畿大学動物実験規定に準じ

て実施した。 

(1) 近交系マウス由来卵巣内卵子を用いた

効率的な繁殖技術の検討 

①卵巣および卵巣内卵子の雌性生殖由来細

胞の保存法および輸送方法を検討した。②外

科的処置により卵巣部分摘出を施すことで、

申請者がこれまで開発した体外成熟方法(西

村ら.,2010)やレーザー穿孔処理法 (Anzai 

et al.,2006)を用いた受精方法を組み合わせ

た、効率的な個体の増殖と遺伝資源の保存法

を検討した。 

(2) 卵母細胞内における成熟促進因子およ

び卵成熟の活性化に関する検討 

①体外成熟卵子を用いて卵細胞質内存在下

における種々の発現機構を探求する手段と

して、免疫組織化学的に検出する非放射性標

識プローブを用いた in situ hybridization

技術にて、細胞質内における RNA 存在下蓄積

領域の解析を進めた。 

(3) 野生マウスを用いた低侵襲的な体細胞

回収技術の確立及び遺伝情報の獲得の検討 

①比較的低侵襲的に回収が可能な組織（尾



部・耳部・上皮細胞等）、から体細胞を取得

し培養の後、細胞株の樹立を行った。②体細

胞クローン技術による樹立細胞の発生能の

検討および塩基配列の決定等による遺伝情

報の獲得を検討した。 

 
４．研究成果 

本研究において、新たに得られた知見をま

とめると以下の通りである。 

(1) 近交系マウス由来卵巣内卵子を用いた

効率的な繁殖技術の検討 

本研究により、卵巣内卵子を用いて体外成熟

後、体外受精により作出した初期胚を簡易ガ

ラス化法および冷蔵保存が可能であること

が示され、輸送した初期胚の一部は正常産児

を獲得した。また、成熟雌卵巣の部分切除よ

り回収した未成熟卵子を用いた体外成熟卵

子の獲得および体外受精により産児の作出

に成功した。 

(2) 卵母細胞内における成熟促進因子およ

び卵成熟の活性化に関する検討 

マウス体外成熟培地 TaMへ 5%FBS を添加した

修正TaM培地を開発し近交系マウスへの応用

が可能になりその要因を単一卵子にて in 

situ により発現動態を可視化した。その結果、

体外成熟操作で得られた卵子の一部は、成熟

過程に密接に関わる Gdf9 因子を指標として

Real-time PCR 及び in situ hybridization

により観察した。さらに、活性酸素種の影響

を蛍光プローブにより、単一卵子を観察した。

回収した GV 期卵子を mTaM 培地、高純度アル

ブミン含有 mTaM 培地での体外成熟成績およ

び発生した MⅡ期卵子の体外受精成績には差

は認められなかったものの、受精後の胚盤胞

期への発生が（36%：25/70, 63%：55/88)改

善した。MⅡ期卵子における遺伝子発現にお

いて、高純度アルブミン添加培地では早期の

発現低下を抑制していることが示唆された。

さらに体外成熟培地へ培養された卵子細胞

質において産生される細胞内活性酸素種に

おいても同様に高純度アルブミン添加培地

では体外成熟卵子の酸化抑制が示唆された。   

(3) 野生マウスを用いた低侵襲的な体細胞

回収技術の確立及び遺伝情報の獲得の検討 

供試動物としてカヤネズミおよびアカネズ

ミを用いた。それぞれのマウスから尾部の一

部を採取した後、尾部片の一部を DNA 精製

後、シークエンスにて得られた DNA の相同

性を検索(DDBJ)した。 さらに、尾部片の一

部は培養し線維芽細胞の樹立を行った。樹立

した細胞は、DNA 抽出を行い同様に DNA の

相同性を確認した。また、樹立した細胞を用

いて凍結保存を行い、一部を融解後、正常性

を染色体解析及び相同性検索にて評価した。

融解後のそれぞれの細胞を核型解析した結

果、カヤネズミ 85%(268/317)、アカネズミ

87％(87/100)と高い正常性が得られた。また

樹立細胞より DNA 抽出を行い、得られたサ

ンプルはそれぞれ 100%と高い相同性を得た。

さらに細胞の機能性を体細胞核移植により

活性化処理後、初期卵割を有することを確認

した（カヤネズミ 70%(70/100)、アカネズミ

64％(75/118)）。これらの結果より、展示動物

由来による体細胞樹立における遺伝子資源

管理システムの構築が可能であることが示

された。 
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