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遺伝子操作動物を通してみる受精のメカニズム  

 

○岡部 勝（大阪大学微生物病研究所・附属遺伝情報実験センター） 

 

受精卵に外から遺伝子を注入すると染色体に取り込まれてしまうことがある。Niwaら

が作製していたウイルスのエンハンサー、ニワトリのベータアクチンのプロモーター、牛

のイントロン配列を利用しながらクラゲ由来のGFPの配列を結合し、ウサギの polyA付

加シグナルを組み合わせたものを作製し,マウスに導入すると全身の組織から蛍光を

発する“グリーンマウス”が作製できる。 

われわれはその中からX染色体にトランスジーンが入ったものを利用して、これまで

非常に困難であった着床前の胚の雌雄の分別を簡単に行えるような系を作製した。こ

の系を用いて雌雄キメラを作製すると精巣内に「卵子」ができることを見出すことができ

た 1)。このほか、受精のメカニズムを知るために精子の先体内に GFPを発現する

“green sperm”をもつトランスジェニックマウスを作製した。この精子は先体反応により

GFPが遊離するのでマウス精子の先体反応を可視化することに成功した。このマウス

を用いることにより先体の様子を非侵襲的にしかも連続的に観察することが可能にな

った。 

また ES細胞に遺伝子を導入してそこから望みどおりの遺伝子と組換えをおこしたも

のを選択すると、特定の遺伝子をデザインどおりに変化させた ES細胞を得ることが可

能である。さらにその ES細胞をもとに、遺伝子が組換えられた遺伝子操作動物（ノック

アウトマウスやノックインマウス）を作りだすことができる。受精に関与する分子群が遺

伝子ノックアウトマウスの作製によって証明されている。最初の報告はカルメジンのノッ

クアウトマウスで、このマウスは精子の形態や運動性には問題がないにもかかわらず、

射出された精子が子宮に存在するが、輸卵管内に移行できないことと、精子が卵の透

明帯に結合できないという２重の表現型が見られる 2)。その後同様の表現型を示す因

子としてADAM遺伝子やアンジオテンシン変換酵素（ACE）が知られるようになったが、

現在、これら因子の相互関係がかなり明確になってきた 3)。 
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われわれは融合のステップを特異的に阻害する抗精子モノクローナル抗体を約 20

年前に見出していた。最近になってやっと抗原の Izumoを同定することができた。

Izumoをノックアウトすると、雌は正常であるが雄マウスは交配しても妊孕性を示さず、

Izumo ノックアウト精子を用いて体外受精を行うと、精子は正常に先体反応を引き起こ

し、透明帯を無事通過するが全く受精卵を得ることはできない。この精子は卵子との融

合能力を完全に欠失していることがわかった。またヒトの場合も Izumoが、卵子との結

合または融合に機能するタンパク質でないかということが、特異的抗体を用いた受精

阻害実験から示唆された 4)。 

さまざまな遺伝子組換え動物を通じてみる受精のメカニズムについて考察する。 

 

参考論文 

1. Isotani et al., Proc Natl Acad Sci U S A., 102, 4039-44 (2005) 

2. Ikawa et al., Nature, 387, 607-11 (1997) 

3. Yamaguchi et al., Biol Reprod, 75, 760-6 (2006) 

4. Inoue et al., Nature, 434, 234-8. (2005)
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ほ乳類の受精時における Ca2+オシレーション制御機構  

 

○伊藤 潤哉・柏崎 直巳（麻布大学 獣医学部） 

 

多くのほ乳動物卵は，LH サージによって第一減数分裂前期(GV 期)から減数

分裂を再開し，第二減数分裂中期(Metaphase-II 期)まで進行して再び減数分裂

を停止する．この状態で卵は排卵され，その後受精が起こることにより減数分

裂を再開，完了する．この受精に関するメカニズムとして，現在以下のような

機構が考えられている(図および参考文献 1，2 参照)．①透明帯を通過した精子

および卵細胞膜が融合する(岡部先生の項参照)，②精子内にある卵活性化因子

(Sperm Factor, SF)が卵細胞質内に放出される．③SFによりホスファチジルイ

ノシトール(4,5)2リン酸(PIP2)の加水分解が起こり，ジアシルグリセロール(DG)

およびイノシトール 3 リン酸(IP3)が生産される．④IP3 は小胞体上に存在する

IP3受容体(IP3R)に結合し，小胞体から Ca2+が放出されることにより，卵細胞質

内の Ca2+濃度が上昇する．⑤卵細胞質内に増加した Ca2+により，他の IP3Rが

刺激され，Ca2+の反復上昇(Ca2+オシレーション)が誘起される．⑥誘起された

Ca2+オシレーションにより，卵は MII 期から減数分裂を再開し(卵の活性化)，

胚発生へと移行する． 

近年の研究から，Ca2+オシレーションは卵の活性化だけでなく，胚性遺伝子

の発現や産子の成長にも重要な役割を起こすことが明らかになりつつある(文献

3)が，Ca2+オシレーションを制御する機構自体は明らかにされていなかった． 

Ca2+オシレーションの誘起に関わる因子の一つとして，精子内に存在する SF

に関しては， 2002 年に Saunders らによって精巣特異的に発現する

phospholipase Cζ(PLCζ)がマウスにおいて初めてクローニングされ，PLCζの
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cRNA をマイクロインジェクションすると，受精時と同様な Ca2+オシレーショ

ンが誘起されることが報告された(文献 4)．現在までにラット，ウシ，ブタ，ヒ

ト，ニワトリ等でも PLCζが存在し高い相同性をもつこと，また PLCζにより

Ca2+オシレーションが誘起されることも報告されている(文献 5)． 

 

一方，卵内において Ca2+オシレーションに関与する因子の一つである IP3R

に関しては，GV 期の卵において既に発現していること(文献 6)，しかし顕微授

精技術を用い GV期に精子を注入しても Ca2+オシレーションは誘起されないこ

とから(文献 7)，卵は減数分裂中に何らかの機構(因子)により Ca2+オシレーショ

ン誘起能を獲得すると考えられる． 

近年我々のグループは，卵内に存在する IP3Rタイプ 1(IP3R1)が，減数分裂の

進行に伴いリン酸化されること，また減数分裂の再開，MII 期での停止に必要

な因子の一つであるMitogen-Activated Protein kinase (MAPK)が IP3R1を直

接リン酸化することを初めて明らかにした(文献 8)．本講演では，MAPKが Ca2+

オシレーションの制御に果たす役割について解説するとともに，Ca2+オシレー

ションの制御に関与する他の因子について最新の知見を報告する予定である． 

 

PIP2 IP3 
IP3R ER Ca2+ 

IP3R ER Ca2+ Ca2+振動 
減数分裂の再開 

図 卵活性化機構 

精子 
卵子 

Sperm Factor (SF) 

卵子の活性化 
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雄性生殖細胞の発生と受精能  

 

○小倉淳郎（理研バイオリソースセンター） 

 

 哺乳動物の生殖細胞は、胎仔期に始原生殖細胞（PGC）として出現し、生殖

巣に到達した後に雌雄それぞれの生殖細胞としての分化を開始する。通常の体

細胞系列は最終分化後は細胞死に至るのみであるが、生殖細胞系列はその最終

分化後に配偶子として新たな生命を誕生させるという非常に重要な役割を持つ。

この役割のために生殖細胞のゲノムはその発生過程から特殊な変化を遂げてい

く。主な genetic な変化としては減数分裂があり、epigenetic な変化としては

ゲノム刷込みや初期化（あるいはその準備）がある。近年はこれらのゲノム変

化の生化学的・分子生物学的特性を明らかにするために、生殖細胞そのものを

極めて高感度かつ再現性良く解析する技術が開発されている。しかし、実際に

これらのゲノム機能を明らかにするためには、生殖細胞を用いて胚を構築し、

それを解析しなければならない。それらを可能にする技術が、顕微授精および

核移植クローン技術である。 

 我々は長年にわたって雄性生殖細胞ゲノムの解析のためにこれらの技術を用

いてきた。マウスにおいては、顕微授精技術により一次精母細胞、精子細胞、

精子を用いて正常産子を得ることができる。すなわち、一次精母細胞ゲノムは、

すでに精子とほぼ同等の能力（受精能）を持つと考えられる。また、核移植ク

ローン技術により胎齢 10.5日 PGCから正常産子が生まれるが、11.5日以降は

生まれない。これはゲノム刷込みの状態が 10.5日 PGCは体細胞と同等であり、

その後刷込み記憶が消去されることを示す。また、出生前後の gonocyteを用い

た核移植クローンにより、父方ゲノム刷込みが確立している過程も観察できる。 
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 そして生殖細胞は、ゲノム刷込み以外にも、受精と同時に全能性獲得という

大きな epigenetic な変化を遂行する。全能性獲得のための初期化因子は、卵子

細胞質内にあることは明らかであり、カエルの卵子などを用いて精力的に研究

がすすめられている。しかしながら、初期化される側のゲノムについての研究

は少ない。すなわち、生殖細胞ゲノムは正常に初期化されるのに、体細胞ゲノ

ムはなぜ異常な初期化をされてしまうのか、という疑問が放置されている。こ

のための研究にも核移植クローン技術は大きく役立つと考えられる。 

 本講演では、雄性生殖細胞を精子から順に遡り、その胚構築能（受精能）を

解説し、そこから得られる生物学的な意義について述べてみたい。 

 

 

参考総説 

Ogura A, Ogonuki N, Miki H, and Inoue K: Microinsemination and nuclear 

transfer using male germ cells. Int Rev Cytol, 246: 189-229, 2005. 
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父母ゲノムの次世代に対する役割  

 

○河野友宏（東京農業大学応用生物科学部バイオサイエンス学科） 

 

 生殖系列で行われるゲノムのエピジェネティクス修飾は、生殖細胞ゲノムの本質的な

機能を調節する必要不可欠な機構です。哺乳類ではエピジェネティクス修飾により調

節されるゲノムインプリンティング（遺伝子刷り込み）は、対立遺伝子が母親と父親のど

ちらから由来したかにより著しい発現差を示します。その破綻は、胚発生停止、さらに

新生児の発育障害さらにはガンを始めとする重篤な疾患などを惹起します。また、ゲノ

ムインプリンティング（ＧＩ）に起因する父母ゲノム機能の差異は、両ゲノムが個体発生

に寄与することを責務とし、一方単為発生を完全に放棄させています。 

ＧＩの分子生物学的制御機構の主要因は、配偶子の形成課程で遺伝子の発現制

御領域に対して行われる DNA メチル化修飾によると考えられます。父母生殖系列で

は、独立的にその性に従った DNA メチル化修飾が行われ、メチル化インプリントが成

立します。このことは、未発育の生殖系列細胞ゲノムではＧＩの情報が刷り込まれてい

ないことを意味し、事実、誕生直後の新生仔マウス卵母細胞では母性メチル化情報の

刷り込みが行われていません。さらに、雌生殖系列のメチル化インプリントにより発現

制御されるインプリント遺伝子の数は、雄生殖系列のメチル化インプリントにより発現制

御されるインプリント遺伝子の数にくらべ、圧倒的に多いことも知られています。 

我々は核移植技術を駆使して新生仔卵母細胞に由来する半数体ゲノムと正常卵子

の半数体ゲノムを持つ２倍体胚の作出方法を開発し、メチル化インプリントが個体発生

に及ぼす影響を実際に評価するシステムを構築しました。この胚では、新生仔卵母細

胞アレルで母性メチル化インプリントにより制御される遺伝子の発現パターンの父性化

が誘導されるために、臓器形成が認められる妊娠中期にまで発生延長します。さらに、
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父性メチル化インプリントにより発現調節を受ける２領域、すなわち７番および１２番染

色体の父性メチル化インプリント領域のインプリント遺伝子群の発現を、遺伝子欠損マ

ウスを利用して改変して新生仔卵母細胞から発現させ、ほぼ完全な個体発生を誘導

することに成功しました。ここでは、雌雄両ゲノムの個体発生における協調的作用に焦

点をあて、二母性マウス誕生の背景を紹介します。 
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ヒト生殖補助医療（ART）になぜ品質管理、製造管理が必要なのか  

 

○兼子 智（東京歯科大学市川総合病院リプロダクションセンター・婦人科） 

 

1. 再生医療としての ART、医薬資源としての配偶子、胚 

 胚性および体性幹細胞による再生医療を健全な形で発展させていくために厚生科

学審議会科学技術部会“ヒト幹細胞を用いた臨床研究の在り方に関する専門委員会”

が発足し、“ヒト幹細胞を利用した臨床研究に対する指針”作成が進められている。特

に注目すべきは細胞、組織を intelligent drug として位置付け、従来の医薬品の開発、

製造、販売と同等の安全性を求めている点である。細胞治療の普及に伴い米国の

FDA（連邦食品医薬品局）からGood Tissue Practice（GTP）ガイドラインが施行された。

GTP とはヒト細胞、組織に由来する医薬品の製造工程において感染性物質の混入、

細胞の取り違え防止、細胞の変異防止など、製造工程管理と品質管理の基準を示す

ことで、安全性および細胞機能を保証しようとするものである。そのため、細胞、組織の

操作、培養等を行う施設を cell processing center（CPC）と定義し、細胞処理に用いる

器具や物質等の Good Manufacturing Practice（GMP）準拠、標準業務手順書

（standard operating procedures、SOP）の作成と記録の保存、厳格な品質管理体制の

確立などの諸整備を求めている。 

ヒト ART は配偶子、胚移植により挙児を図る再生医療の一分野であるが、他と最も

異なる点は、1. 他の再生医療は緊急避難的要素が強いのに対し、治療動機が“挙

児”希望である、2. 治療対象が２名以上で構成される、3. 患者（夫婦）が治療法を選

択する時点で治療の結果生まれてくる児は存在せず、両親の治療に対する許諾は代

理許諾となる、4. 人権保護の観点から治療経過の安全性（患者保護）とともに治療結

果の安全性（児への配慮）が求められる、ことである。 
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 ART は、狭義には IUI、IVF、ICSI 等の人工的な授精を指す場合が多い。これらは

いずれも体外に取り出した配偶子に操作を加える。IUI では射精精液を分画して精子

調製を行い、子宮腔内に移植する。IVF は分画した精子と卵を体外で受精させる。受

精は卵への遺伝子（染色体）導入であり、染色体構成が変化した胚はすでに recipient

にとって異物である。ICSI では、把持した精子の安全性をどのように品質保証するか

が問題となる。GTP はヒトへの移植を目的とする細胞、組織を医薬資源とし、これらの

体外操作は製造（製薬）行為であり、その過程が GMPに準拠することを求めている。 

 

2.  精子から始めるヒト ARTの品質管理、製造管理 

 ヒト精子、卵は機能的に不均一な集団であり、それらの品質が受精、発生ひいては

児の長期予後に至るまで大きく影響することは言を待たない。ヒト ART 臨床において

採卵数は 10 個程度であり、これらを侵襲的に検査、評価することは困難である。他の

再生医療では移植予定の組織について詳細な機能評価が求められるが、培養胚は

生命であり、顕微鏡観察程度の評価しかできない現状である。 

 過排卵誘発等により妻から卵が得られると、夫精液所見がどのような状況でも受精卵

（胚）を得ることが要求される。夫精液所見は個々の症例間で最も変動する因子の一

つである。これまで単純に運動精子＝良好精子と考えてきたが、精子運動能は他の

精子機能の正常性を保証するものではないことが明らかになった。ART臨床において、

卵および胚の侵襲的観察、機能評価が困難な現状では、1. 多面的な精子機能評価

法を確立する、2. それらに基づく精子調製（望ましい精子の選別：positive selection と

望ましくない精子、異物の除去：negative selection）を徹底する、3. 調製した精子の一

部を用いて機能検査を施行（抜き取り検査）する、ことがARTにおける品質管理、品質

保証の基礎となる。将来的には培養の GTP準拠（製造管理）も課題となる。 
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第 2回 SSRE ワークショップ要旨 (2008.2.3) 

 

iPS細胞の誕生とその可能性  

 

石川孝之（財）日本生物科学研究所 

 

研究の背景 

生命の起源である受精卵は、ヒトの体を構成する全ての細胞（胎盤組織を含

む）を自発的に作り得る能力（分化全能性；totipotency）を有している。また、

胚盤胞期胚の内部細胞塊からは、胎盤組織以外のほぼ全ての細胞へ分化できる

分化万能性(pluripotency)を持った胚性幹細胞（ES）細胞が樹立され創薬、再生医

療分野から大きな期待が寄せられている。ES細胞は、培養条件によって未分化

状態で増殖させたり、様々な体細胞への分化を制御することが可能である。両

者のゲノムの遺伝子配列情報（ただしテロメア領域を除く）は、全く同一であ

るが、発現している遺伝子群（OCT-3/4、SOX2などは、ES細胞特異的転写因子）

とその発現を制御するクロマチン修飾や DNA メチル化などエピジェネシスは、

大きく異なっている。一方で、核移植による体細胞クローン動物の成功は、体

細胞核内のエピジェネシスをリプログラムする因子が受精卵やES細胞の細胞質

に存在することを示唆している。Yamanakaらの研究グループは、ES細胞と分化

した体細胞の遺伝子発現パターンの違いを解析してリプログラミング因子を同

定し、さらに遺伝子操作による遺伝子発現パターンの変換によって体細胞を脱

分化するという方法でマウスおよびヒトの induced pluripotent stem cells（人工万

能性細胞）を樹立することに成功した。 
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マウス iPS細胞の樹立 

 Takahashi1)らは、マウス胎児線維芽細胞（MFF）の遺伝子発現パターンを変換

するためにマウス ES 細胞の未分化状態維持に重要な 24 遺伝子を標的としてレ

トロウイルスベクターを利用した遺伝子導入法を確立した。次に、ES細胞特異

的遺伝子 Fbx15の発現を指標に ES様細胞の単離を試みた。すなわち、Fbx15遺

伝子座にネオマイシン耐性遺伝子を導入したノックインマウスから採取した

MFF に対して、24 遺伝子の導入を行い、G418 添加培地よる選択培養で Fbx15

遺伝子プロモーターが機能しているES様細胞のみを選抜したのである。彼らは、

この方法で遺伝子発現パターンや細胞特性が ES 細胞に近似した ES 様細胞株

（iPS細胞；人工万能性細胞）の樹立に成功した。さらに、導入する遺伝子を絞

り込む検討を進めた結果、最終的に iPS細胞を樹立するために必要な 4っの遺伝

因子 Oct-4、Sox2、Klf4および c-Myc ( Yamanaka factors)を同定した。また、iPS

細胞の pluripotencyは、胚様体、ヌードマウス皮下におけるテラトーマ形成およ

びキメラマウスの作出実験により証明された。 

 

マウス iPS細胞（第 2世代）の作製 

 Fbx15遺伝子の発現を指標に樹立された iPS細胞（第 1世代）は、細胞形態や

増殖能、分化能力などにおいて ES細胞に近似していたが、遺伝子発現のパター

ンやゲノムのメチル化状態などに関しては、ES細胞と同一でなかった。そこで、

Okita ら 2）は、マウス ES 細胞の pluripotency 維持に重要な Nanog 遺伝子の発現

を指標として新たな iPS細胞の樹立を試みた。その結果、ES細胞とほぼ同等の

pluripotencyを示す NanogiPS細胞の樹立に成功した。この Nanog iPS細胞は、キ

メラマウスを介して生殖系列へ導入されることが確認された。 
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ヒト iPS細胞の樹立 

 ヒトとマウスは、ゲノムレベルで比較的高い相同性を示が、両者のES細胞は、

細胞形態や万能性維持に必要な成長因子や発現遺伝子のパターンなどで異なる

点がある。マウス iPS細胞の成功を受けて、世界中の研究者の関心は、この手法

がヒト体細胞に応用し得るかという点に集った。Takahashi1)らのマウス iPS細胞

樹立で使用された遺伝子のヒト相同遺伝子 （OCT-4、SOX2、KLF4 および

C-MYC)を導入して、ヒト成人の皮膚から単離された線維芽細胞（36才、女性）、

新生児線維芽細胞および線維芽様滑膜細胞（69 才、男性）から、それぞれヒト

iPS細胞を樹立することに成功した。 

 

iPS細胞の可能性 

 ヒト iPS細胞の誕生で、再生医療研究が常に抱えて来た生命倫理問題解決の糸

口が示された。ローマ法王庁生命科学アカデミーElio Sgreccia司教の「人工多能

性幹細胞の作製が成功したことについて、胚の使用に関連した倫理問題とすべ

きでない」との見解は、iPS細胞が厳格な宗教界からもコンセンサス得たことを

示している。iPS細胞の臨床応用は、導入遺伝子やレトロウイルスに起因する腫

瘍発生など克服すべき技術的課題が残されているが、免疫拒絶の無い再生医療

やテーラーメイド創薬を実現することによって、世界の産業構造を変えるほど

の大きな可能性を持っている。 

 

参考文献 

1. Takahashi K, Yamanaka S. （2006） “Induction of pluripotent stem cells from mouse 

embryonic and adult fibroblast cultures by defined factors.”. Cell 126: 663-676. PMID 

16904174. 
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induced pluripotent stem cells.”. Nature 448: 313-317. PMID 17554338. 

3. Takahashi K, Tanabe K, Ohnuki M, Narita M, Ichisaka T, Tomoda K, Yamanaka S. 

（2007） “Induction of Pluripotent Stem Cells from Adult Human Fibroblasts by 

Defined Factors.”. Cell 131: 861-872. PMID 18035408. 
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訃報 

SSRE役員でありました明治大学名誉教授 高橋直躬先生におかれましては、平成

20年 1月 31日にご逝去なされました。 

ここに謹んで御冥福をお祈りいたします。 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Journal of REPRODUCTION ENGINEERING 
生殖工学（研）会誌 
第 11巻  
Vol. 11  
平成 20年 12月 発行 
 
発行者 生殖工学（研）会 
代表  竹島 勉 
発行所 生殖工学（研）会 
       〒229-8501 相模原市淵野辺 1-17-71 
    麻布大学  獣医学部  動物繁殖学研究室内  
    TEL: 042-769-2339 FAX: 042-769-1762 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SSRE協賛 

 

SSRE協賛 
*****研究開発分野のトータルサプライヤー***** 

株  式  会  社   町  田  医  理  科  

 
〒194-0041東京都町田市玉川学園 1-17-15 

TEL: 042-725-9103（代） FAX: 042-725-9094 
E-mail: irika@medical.email.ne.jp 
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