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 〔目的〕 

 体外受精や顕微授精および胚移植などのヒトの高度生殖補助医療において、その成功率

を向上させるためには、受精卵や胚、胎児のおかれている状況を基礎医学的に詳細に解析

し、生殖工学技術の開発に応用することが必要である。受精卵が最初に経験する環境であ

る卵管液は、受精とその後の受精卵の初期発生に必須な成分であるが、その構成成

分のもつ機能については未知な部分が多い。例えば遊離アミノ酸、特にグリシンは

卵管液中に豊富に含まれており、哺乳類の受精卵の着床前発達に重要であることが

いくつか報告されている。しかし、卵管液中の遊離グリシンが卵子や受精卵にどの

ようにして作用するのかという詳細なメカニズムはいまだ解明されていない。そこ

で本研究では、マウスを対象に、卵管液中のグリシンがどのような分子メカニズム

で卵子や受精卵に作用しているかを明らかにすることを目的として、グリシンレセ

プターの阻害剤を用いた検討およびグリシンレセプターノックアウトマウスの作製

と表現型解析を行った。 

 〔方法並びに成績〕 

 はじめに、卵管液中の遊離グリシンがグリシンレセプターを介して受精卵に作用

している可能性を確かめるために、グリシンレセプター阻害剤の添加によりマウス

受精卵の発生がどのように変化するかを検討した。2種類の異なるグリシンレセプ

ター阻害剤であるストリキニーネとω-ホスホノ-α-アミノ酸（PMBA）を用いた結

果、ストリキニーネ添加群と PMBA 添加群のいずれにおいても、胚盤胞への発生が

強く阻害され、特に4細胞期から桑実胚への移行時に発生が停止することがわかっ

た。これらの結果から、受精後の初期発生、特に4細胞期から桑実胚への移行時に

は、グリシンレセプター下流の分子シグナルが必要であることが示唆された。 

 次に、4種類あるグリシンレセプターサブユニットのうち、どのサブユニットが

マウス受精卵では発現しているのかを調べるため、RNA-seqデータによる遺伝子発

現解析を実施した。その結果、マウス受精卵にはβサブユニット遺伝子（Glrb）と

機能が未だ明らかになっていないα4サブユニット遺伝子（Glra4）がMII期卵子か

ら2細胞期胚までの間に一過的に発現していることがわかった。Glrbは卵子や受精

卵の他にも広い範囲の器官や組織で発現しているため、グリシンレセプターの細胞

種あるいは器官・組織ごとのサブユニットの特異性は、βサブユニットではなく、

αサブユニットが担っていると考えられる。また蛍光免疫組織化学染色によるタン

パク質レベルでの発現解析では、Glra4タンパク質の発現はMII期卵子から確認でき

、2細胞期胚でピークとなり、4細胞期胚まで高い発現レベルが維持され、桑実胚や

胚盤胞では検出不能となった。遺伝子レベルでの解析とタンパク質レベルの解析に

おいて、ほぼ同じように桑実胚より前までに発現していることを示していることか



 

ら、卵子および受精卵のグリシンレセプターα4サブユニットは初期発生において

もさらにごく初期に発現、機能するものと推測された。 

 さらにGlra4遺伝子の受精卵での機能を解析するために、CRISPR/Cas9システムを

用いたゲノム編集技術によりGlra4遺伝子欠損（ノックアウト）マウスを作出し、

その受精卵の胚発生における表現型を解析することを試みた。Glra4遺伝子の膜貫

通ドメインを欠損させ、細胞膜上に機能ドメインが発現しなくなるようにガイドRN

Aを設計し、マウス受精卵に導入し、ゲノム編集を行った。結果として、第4エキソ

ン以降のタンパク質が発現せず、細胞膜上にGlra4タンパク質が蛍光免疫組織化学

染色で検出されないGlra4ノックアウトマウスを作出することに成功した。 

 Glra4ノックアウトマウスから排卵された卵子数は、野生型マウスと比較して統

計的に有意な差はなく、Glra4が、卵子形成および排卵に必要とされていないこと

を示している。次に、体外受精を行い、胚盤胞期までの発生率と胚盤胞内の細胞数

を調べた。注目すべきことに、Glra4ノックアウトマウスでは、媒精96時間後の胚

盤胞形成率が有意に低下した（P＜0.05）。また、生殖補助医療における胚の品質

の指標の一つである胚盤胞期の細胞数は、Glra4ノックアウトマウスにおいて有意

に減少していた（P＜0.05）。さらに、体外受精に限らず、自然交配で一回に生ま

れる新生児数も、野生型マウスの平均9匹から、Glra4ノックアウトマウスでは平均

3匹と顕著に減少していた（P＜0.000001）。これらの結果は、卵管液中の遊離グリ

シンがグリシンレセプターα4を介してマウス受精卵の初期発生に非常に重要な影

響を与えていることを示唆している。 

 〔総括〕 

 生殖補助医療技術の革新には、受精卵や胚、胎児のおかれている状況を基礎医学

的に詳細に解析し、生殖工学技術の開発に応用することが必要である。本研究では

、これらのうち受精卵が卵管液中で発生することに着目し、卵管液の主要成分の一

つである遊離グリシンが哺乳類受精卵に与える影響とその分子メカニズムを探索す

ることを目的として検討を行い、マウス受精卵の初期発生にグリシンレセプターが

関与していることを明らかにした。また5つあるグリシンレセプターサブユニット

のうち、α4とβサブユニットがマウスMII期卵子および4細胞期までの受精卵で発

現していることも明らかにした。さらに、遺伝子欠損マウスの表現型解析結果から

Glra4タンパク質が欠損すると、マウス受精卵の胚盤胞までの発生率や、胚の質、

リッターサイズが低下することを発見し、Glra4タンパク質の初期発生における重

要性を明らかにした。またヒトの受精卵にも別のグリシンレセプターαサブユニッ

トが発現していることも明らかになっており、これらの知見はヒト生殖補助医療の

新しい技術開発につながることが期待される。 
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