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〈要 約〉

　雌の生殖系列は全能性を賦与する能力をもつ卵へと分化するため独自の形成過程をたどるが，その機構には不明な点が多い．多能性幹細胞を用い卵の形成過程を培養下において再現することは，この機構にせまる有用なツールを提供するほか，体外における培養による卵の供給源ともなり，生殖生物学や再生医療の発展において重要な意義をもつ．今回，筆者らは，マウスのES細胞およびiPS細胞から培養下において機能的な卵を作出する培養系を構築した．この培養系により得られた卵は受精により正常に発生して個体になり，得られた個体は妊孕性をもつ成体になった．また，ES細胞に由来する卵を受精させて培養した胚盤胞からふたたびES細胞を樹立し，このES細胞から次世代の卵を分化させた．これにより，雌の体内において起こる生殖細胞系列の分化の過程を培養下においてすべて再構築することが可能になった．今後，この培養系により卵の形成機構の解明が進むと同時に，さまざまな種への応用への礎となることが期待される．
はじめに

　生殖生物学において，配偶子の形成を培養下において再現することは大きな意義をもつ．とくに，多能性幹細胞を起点とした機能的な卵の形成過程の再構築は長く研究の対象であった1)．マウスにおける卵の起源は，胎生6.5日目ごろに生じる始原生殖細胞である2)．そののち始原生殖細胞は生殖巣へと移動し，雌においては減数分裂期に入る．卵巣において未熟な卵母細胞は減数分裂の前期で停止した状態でとどまり，個体の性成熟とともに一部の卵母細胞が成熟卵へと成長する．以前に，筆者らは，この過程を再現するため多能性幹細胞から始原生殖細胞様細胞を分化させ，生殖巣の体細胞とともに雌の体内に移植して機能的な卵を得た3,4)．しかし，この実験系において体外における培養により作製されたのは始原生殖細胞であり，のちの卵の形成過程の大部分は体内において進行していた．そこで，マウスの多能性幹細胞を用い，卵の形成のすべての過程を培養において再現することをめざした．
1．マウスのES細胞から卵母細胞を分化させる培養系を構築した

　卵の形成過程は長時間にわたることから，これを再現するにあたり，培養系をin vitro分化期間，in vitro成長期間，in vitro成熟期間の3つに分割し，それぞれの培養期間において，2次卵胞構造，卵核胞期卵，第2減数分裂中期卵を得るための培養系を開発した．起点となる雌のES細胞としては，始原生殖細胞および卵母細胞への分化をモニターできるよう，それぞれのマーカーをもつBVSCH18細胞を用いた5)．BVSCH18細胞から始原生殖細胞様細胞を分化させたのち，雌性生殖巣体細胞との凝集塊からなる再構成卵巣を形成させ，コラーゲンをコートした培養膜においた．in vitro分化期間においては，胎仔の卵巣を用いた予備実験の結果をもとに，前半の4日間をaMEM，残りの17日間をStemPro34を基礎とした培地で培養した．また，先行研究を参考に，in vitro分化期間の開始7日目から10日目まで，卵胞構造の形成を促進するためエストロゲン阻害剤ICI 182780 6) を添加した．これらの結果，多くの卵母細胞の分化が認められた．再構成卵巣における生殖細胞の継時的な変化を免疫染色により観察したところ，in vitro分化期間の開始5日目から始原生殖細胞様細胞のクラスターが形成され，5日目～9日目には減数分裂の進行とともにそれらが断片化し，そののち約11日目には卵胞構造が観察された．これらの分化の過程は，形態的および時系列的に胚における卵母細胞の分化の様式をおおむね踏襲していた．21日目の卵胞においては顆粒膜細胞の機能的なマーカー遺伝子であるFoxl2遺伝子の発現が認められ，これらが卵胞として機能していることが示唆された．減数分裂の正確性は配偶子の質に直結するが，この培養系により得られた卵母細胞において相同染色体の不対合が頻繁に起こった．この染色体の不対合の割合は生体の卵巣を用いた器官培養においても生体内と比べ高くなる傾向にあるため，原因の一部は培養条件にあると考えられた．染色体の不対合をもつ卵母細胞がそののちどのように分化するかは不明であるが，in vitro分化期間の開始から3週間のちには多くの2次卵胞が分化した．
　卵胞の発達をともなう卵母細胞の成長はゴナドトロピンに依存して制御されることが知られているが，なかでも卵胞刺激ホルモンは顆粒膜細胞の増殖および成熟に中心的な役割をはたす．このことから，つぎのin vitro成長期間においては培地に卵胞刺激ホルモンを添加した．しかしながら，再構成卵巣のなかで卵胞が密集した状態のまま培養を継続しても卵胞の発達は進行しなかった．この理由として，再構成卵巣の中心部に卵胞刺激ホルモンのシグナルが十分にとどかないことや，卵胞が成長するためのスペースが足りないことが考えられたので，再構成卵巣の個々の卵胞を単離した．その結果，顆粒膜細胞は増殖をはじめ卵丘卵母細胞複合体を形成した．in vitro成長期間において11日間にわたり培養することにより，十分に成長した卵核胞期卵をもつ卵丘卵母細胞複合体がひとつの再構成卵巣あたり55個ほど形成された．
　これらの卵核胞期卵はin vitro成熟期間における培養により約29％が第2減数分裂中期卵へと成熟した．こうして得られた第2減数分裂中期卵の直径は卵巣から採取したものと同等であり，インプリント遺伝子メチル化可変領域のDNAメチル化の状態も同等であった．一方，この培養系により得られた第2減数分裂中期卵の染色体の異数性の頻度は，生体内の卵と比べやや上昇する傾向にあった．
　これらの実験により，卵母細胞における欠陥の頻度はやや上昇したものの，構築された培養系によりES細胞から多数の第2減数分裂中期卵が産生された（図1）．
2．ES細胞に由来する卵母細胞系列における遺伝子の発現は生体内のものと同様である

　培養系における卵の形成について評価するため，卵母細胞系列における遺伝子の発現動態をRNA-seq法により解析した．培養系に由来するものとしてはES細胞，始原生殖細胞様細胞（再構成卵巣の作製まえ），再構成卵巣を作製したのち3日目の始原生殖細胞様細胞，2次卵胞の卵母細胞，第2減数分裂中期卵を用い，対照として，胎生12.5日目の雌の始原生殖細胞，生後8日齢から採取した2次卵胞の卵母細胞，成体から採取した第2減数分裂中期卵を用いた．RNA-seq法により得られたデータを主成分分析したところ，培養系において得られた卵母細胞系列の分化の過程における遺伝子発現の変化は生体内の遺伝子の発現をほぼ踏襲することが示唆された．また，卵母細胞においてその成長の過程でLTRトランスポゾンの一部の発現が一過性に上昇することが知られているが7,8)，培養系の卵母細胞系列においても同様の上昇が認められた．これらの結果から，卵母細胞に特異的な遺伝子発現が培養下において忠実に再現されていることが示唆された．一方で，遺伝子発現はまったく同一というわけではなく，とくに第2減数分裂中期卵においては，ES細胞に由来するものと生体内のものとのあいだに4倍以上の発現量の差をもつ遺伝子が424個も認められた．ES細胞に由来する第2減数分裂中期卵において高発現していた遺伝子は，生体内においては卵母細胞の成長のあいだに発現が低下する遺伝子であり，ES細胞に由来する第2減数分裂中期卵において発現の低かった遺伝子は，生体内においては卵母細胞のあいだに発現が上昇する遺伝子であった．このことから，in vitro成長期間およびin vitro成熟期間における卵母細胞の成長が，一部もしくはすべての卵母細胞において損なわれている可能性が示唆された．遺伝子オントロジー解析の結果，ES細胞に由来する第2減数分裂中期卵において高発現している遺伝子はミトコンドリアの機能にかかわるものであった．これらの遺伝子の誤制御は培養系において得られた第2減数分裂中期卵のポテンシャルの違いを示唆するのかもしれない．
　この培養系により得られた卵母細胞系列においてもっとも重要なのは，それらが個体までの発生能を維持しているかどうかである．そこで，ES細胞から培養系において得た第2減数分裂中期卵の発生能について調べるため，野生型の精子を用いて体外受精を行った．その結果，ES細胞に由来する第2減数分裂中期卵のうち約半数は前核が認められる受精卵になり，また，その約半数は2細胞期胚へと分化した．これらを仮親へ移植した結果，3.5％が個体にまで発生した．得られた個体の胎盤の重量は野生型のマウスと比較するとやや重い傾向がみられたが，個体そのものは野生型のマウスと同等に成長した．さらに，これらの個体は雌雄ともに妊孕性をもち，明らかな異常のみられることなく，少なくとも11カ月は生存した．このことから，ES細胞を起点として体外における培養により作製された卵は発生能をもつことが示された．その一方で，移植した2細胞期胚が産仔まで発生する割合は，通常の体外受精により得られる2細胞期胚の発生率より低いことも明らかにされた．胚の発生の停止は着床前胚から妊娠後期まで多様に観察されたことから，発生の異常の原因は多岐にわたると考えられた．その原因の一部は，染色体の異数性や異常な遺伝子発現なのかもしれない．
3．再現性の検討およびiPS細胞からの卵の分化

　この培養系の再現性について確かめるため，これまでとは異なるES細胞株であるBVSC H14細胞，胎仔線維芽細胞から樹立した2株のiPS細胞，10週齢のマウスの尻尾の線維芽細胞から樹立した2株のiPS細胞，計5株を用いて卵を分化させた．BVSC H14細胞はさきに用いたBVSCH18細胞とほぼ同様の卵の分化が認められ，これらの卵は発生能をもっていた．胎仔線維芽細胞に由来するiPS細胞についても同様に卵の分化が認められた．これらの卵も発生能をもっていたが，移植した2細胞期胚のうち個体にまで発生したものは0.3％とES細胞に比べ低かった．これらの実験により得られた新生仔は，早期に死ぬことなくすべての個体が成体にまで成長した．成体の尻尾の線維芽細胞に由来するiPS細胞からも同様に発生能をもつ卵が得られた．これらの卵を野生型の精子と受精させて発生した2細胞期胚を仮親に移植したところ，0.4～0.9％の割合で産仔が得られた．得られた8匹の新生仔のうち，2匹は出生日に里親に食殺されたものの，それ以外の6匹は成体にまで成長した．これらの個体に腫瘍の形成などの異常は認められなかった．また，妊孕性をもつことも確認された．これらのことから，構築された体外における培養は多くの多能性細胞株に対し再現よく適用が可能なことが示された．
4．体外における培養による第2世代の卵の作製

　体外において分化させたES細胞であるBVSC H18細胞に由来する第2減数分裂中期卵を受精させて胚盤胞まで培養し，それらの胚盤胞からふたたびES細胞を樹立した．このES細胞を野生型のマウスの胚盤胞にもどしたところ，キメラ胎仔の始原生殖細胞を含め複数の組織に寄与した．また，このES細胞から体外における培養により第2世代目の卵を作製した．これらはもとのES細胞から数えて2サイクル目の減数分裂に入ったことになる．以上の結果から，培養下において雌性生殖細胞系列の世代サイクルが再構成されたことが示された．
おわりに

　今回，筆者らは，ES細胞およびiPS細胞から個体への発生能をもつ卵母細胞を培養下において作出する培養系を構築した（図1）．この培養系の制約のひとつは，卵胞構造を再構築するにあたり胎仔から生殖巣体細胞を採取する必要があることである．今後，ヒトの始原生殖細胞様細胞9,10) を用いた配偶子の形成を進める際に，ヒトでは入手の困難な生殖巣体細胞をどのように代替するかは重要な課題である．この問題を克服するひとつの可能性として，多能性幹細胞から体細胞を分化させることが考えられる．今回，構築された培養系は，卵の形成機構を明らかにするための重要なプラットフォームとなりうる．また，ほかの種における類似の培養系を発展させるための糸口ともなるであろう．
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〈図説明〉
図1　卵の形成過程および体外における培養による再構築

マウスにおいては，胎生6.5日目ごろの胚に始原生殖細胞が生じる．卵巣へ移動した始原生殖細胞は卵原細胞として増殖したのち減数分裂に入り，出生の前後に原始卵胞になる．出生ののち，卵母細胞は卵胞構造とともに発達し，受精の可能な第2減数分裂中期卵にいたる．この研究において構築された体外における培養においては，生体内における過程をほぼ踏襲した卵母細胞の分化が認められた．
