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第1章 序論 

 

 マウスは医学・科学研究において最も多⽤されるモデル⽣物である。その理由として

特筆すべき点は、科学的合理性の観点から遺伝的、微⽣物的、環境的背景が明らかなこ

とである。まず、マウスは遺伝的に均⼀な近交系（純系）が多数樹⽴されている（Russell, 

1978）。形質が固定されていることは実験結果の再現性に直結するうえ、それぞれの系

統間での⽐較により、逆に遺伝的差異を利⽤し、個⼈差について検討するということも

可能にする。次に、マウスは微⽣物的に完全に制御された環境で飼育されている。細菌

や寄⽣⾍、真菌の保有は宿主の⽣理機能を変化させ、不顕性感染であっても研究結果の

不確実性に繋がるため、マウスは病原体を持たない（specific pathogen free；SPF）動

物を検査された供給源から⼊⼿し、病原体の侵⼊を可能な限り防ぐ環境下で飼育する

（Baker, 1998）。その他の特徴として、マウスでは体外受精（in vitro fertilization；IVF）

による受精卵作製、受精卵や精⼦をはじめとした配偶⼦凍結、顕微授精など、多様な発

⽣（⽣殖）⼯学技術が確⽴されている。これらの技術は遺伝⼦改変マウスの作製など研

究⽬的以外に、動物の SPF 化、施設間での系統の授受やバックアップの⽬的でも積極

的に活⽤されている。 

 メスマウスの性周期は約 4⽇で、発情前期、発情期、発情後期、発情休⽌期の 4つに

分類される。性周期の判定は腟細胞（腟スメア）、電気インピーダンス、尿を⽤いた⽣

理学的解析、そして外性器の⽬視観察などがあり、腟スメアが最も正確な⽅法とされ、

⽬視観察が簡便かつ効率のよい⽅法である（Byers et al., 2012）。発情期のメスはオスを

受け⼊れる可能性が⾼いことから、発情前期のメスを選別し、個別飼育のオスと⼀晩同

居させ、翌⽇の午前中に交尾の有無の判定を実施する（Behringer et al., 2016）。メスマ

ウスは交尾成⽴により⽩⾊の腟栓が形成され（図１）、腟栓確認⽇から 19⽇後に出産す



る。ただし、性周期はそれぞれのメスで異なるために、発情前期のメスを選別するには

交配数よりも多くのメスを準備しなければならない。なお、⾃然交配で得られる受精卵

は１匹の C57BL/6Nで 9.1 ± 2個である（Yokoyama et al., 1989）。 

 メスマウスの排卵前には、脳下垂体から分泌される卵胞刺激ホルモン（follicle 

stimulation hormone；FSH）が卵巣中の卵胞の成熟を促す。成熟した卵胞の顆粒膜細胞

からはインヒビンが分泌され、下垂体へのネガティブフィードバックにより過剰な卵胞

成熟を抑制し、排卵数を⼀定に保つ（Medan et al., 2007）。卵胞が⼗分に成熟すると顆

粒膜細胞からエストラジオールが分泌され、その⾎中濃度が上昇することにより視床下

部から⻩体化ホルモン放出ホルモン（luteinizing hormone‒releasing hormone；LHRH）

の⼤量分泌が起こり、次いで下垂体から⻩体形成ホルモン（luteinizing hormone；LH）

が⼀過的に過剰放出され、その結果、排卵が起こる（図２）。マウスを含めたいくつか

の動物種では、これらの内在性ホルモンの代替として、FSHの代わりに妊⾺⾎清性性腺

刺激ホルモン（equine chorionic gonadotropin；eCG）、LHの代わりにヒト絨⽑性ゴナ

ドトロピン（human chorionic gonadotropin；hCG）を⼀定間隔で投与することで排卵

周期を⼈為的に調節する過排卵処理が有効である（Fowler and Edwards, 1957; El-Ratel 

et al., 2020）（図２）。eCGおよび hCGを⽤いると⼀個体からの排卵数の増加、および

複数個体の排卵周期の同⼀化を引き起こすことが可能となり、同時に多数の卵⼦を得る

ことができるが、マウス系統（Spearow and Barkley, 1999）やメスの週齢（Takeo et al., 

2019）により排卵数に差があること、⼀部系統で eCGへの応答性が低いこと（Hasegawa 

et al., 2012）が報告されている。また、eCGと排卵数の増加には相関関係が認められる

⼀⽅、過剰な eCGはかえって排卵を阻害する（Sato., 1965）ため、eCG単体で増やせ

るマウスの排卵数には限界がある。ラットを⽤いて内在性のインヒビンとエストラジオ

ールの関係を調べた研究から、インヒビンが発情周期中の FSH 分泌の主要な卵巣側の

抑制因⼦であることがわかった（Arai et al., 1996）。その後、内在性のインヒビンを中



和する新たな過排卵処理が考案され、抗インヒビン⾎清（anti-inhibin serum AIS）を⽤

いた過排卵処理がハムスター（Kishi et al., 1996）で報告された。続いてモルモット（Shi 

et al., 2000）、マウス（Wang et al., 2001）など他のげっ⻭類でも AIS を⽤いた過排卵処

理が有効であることが⽰された。さらにマウスでは、AIS と eCG を併⽤することで 1

匹から 100個以上の卵⼦を回収する過排卵処理が開発され（Takeo and Nakagata, 2015）、

マウスの過排卵処理で得られる卵⼦の数は、近年、⾶躍的に増⼤した。しかしながら、

腟に射出された精⼦の数に対し受精の場である卵管膨⼤部に到達する精⼦の数は極め

て少なく、数⼗匹程度であるという報告もある（Kawano et al., 2014）。したがって、よ

り効率的に受精卵を得るためには、過排卵処理と連続して IVF を⾏うことが、⼤半の系

統において最も有効な⼿段であると考える。また、卵⼦・受精卵採取の際にメスは安楽

死させるため、1 個体から得られる受精卵を増やすことは使⽤するメスの数を減らすこ

とにも繋がり、⽣殖⼯学技術は実験動物使⽤数削減にも貢献する。 

 マウス IVF の技術は in vivo での知⾒に根差したものも多く、IVF の効率を⾼めるた

めには体内受精の研究が必須である。マウスでは卵管まで上⾛した精⼦を回収して IVF

の効率を調べたり、⼦宮内液を IVF 培地に添加して精⼦の受精率の変化を調べたり

（Yamashita et al., 2008)、⼈⼯的な腟栓を作製することでマウスの⼈⼯授精を実施した

り（Kawano et al., 2014）と、より⾃然な受精の状態を再現する試みが⾏われてきた。

しかし、このような実験が実施できるのは⾝体が⼩さい実験動物であるからこそ可能で

あり、ヒトにおいて⼥性の体内を遊泳する精⼦を回収して IVF に⽤いることは⾮常に

難しい。 

 ⼀⽅で、マウスを使⽤しても体内での⽣理現象を再現できない場合もある。精⼦は、

オスの副性器腺から分泌される精漿と混ざった状態で射出され、メスの⽣殖管内に⼀定

期間留まることで受精する能⼒（受精能）を獲得する (Fujihara et all., 2018）。ウシや

ウマは⼈⼯腟を⽤いて射出精⼦を回収可能であるが、マウスで射出精⼦を⼦宮以外から



回収することはかなり難しい。また、マウスの前⽴腺分泌液と精囊分泌液をシャーレ上

で混合しても凝固が起こるために、本来の精液を in vitro で再現することができない。

したがって、マウスの⽣殖効率を⾼めるためには in vivo、in vitro両⽅の観点から研究

を進めることが重要である。 

 本研究では、第 2章として in vitro 研究を発展させるため、卵⼦の効率的な⼊⼿につ

いて⽐較検討を実施した。第 3章では、in vivo 研究を発展させるため、体内受精におい

て重要とされる精漿タンパク質が精⼦の受精能に及ぼす影響について機能解析を実施

した。  



第 2 章 マウス過排卵処理に関する研究 

 

第 1 節 緒論 

第 2章では、マウス過排卵処理に関する研究を⾏った。過排卵処理とは、IVF に必要

な複数の卵⼦を薬剤によって放出させることを指し、その⾼い効率性により、1回の実

験で使⽤するマウスの数を⼤幅に減らすことが可能となる。FSHと eCGは共に、卵胞

の発育とインヒビンの分泌を促す（Fowler & Edwards, 1957）。インヒビンは下垂体から

の FSH分泌を抑制することによって排卵を抑制するが、その機能は AIS によって中和

される（Takeo & Nakagata, 2015）。3週齢から 30 週齢の C57B6/J（B6J）マウスにお

いて、AIS + eCGの投与は、6 週齢を除いて、eCG単独投与よりも多くの卵⼦の排卵を

誘導した（Takeo et al., 2019）。 

最も頻繁に使⽤されている近交系マウス系統のひとつである C57BL/6は、複数の亜

系統に分かれており、B6Nと B6Jマウスは 50 年以上も前から分離されている（Mekada 

et al., 2009）。両系統間に⾒られる遺伝的な違いはわずかであるが、肥満（Ge et al., 2019）、

糖耐能とインスリン分泌（Fergusson et al., 2014; Wong et al., 2010）、低酸素虚⾎性脳

損傷に対する反応（Wolf et al., 2016）などの代謝反応には顕著な違いが存在する。これ

らの知⾒から、基礎研究において、とりわけ内分泌系を研究する際に B6亜系統間の混

⾎マウスを使⽤することは、慎重に検討しなければならい事項であるといえる。いくつ

かの内分泌ホルモンの分泌は、視床下部−下垂体−卵巣軸を介して調節されている

（Baird, 1987）ため、B6亜系統間の内分泌系の表現型の違いは、視床下部−下垂体−

卵巣軸の機能変化によって⽣じている可能性がある。 

B6J は主にトランスジェニック（Tg）マウスやノックアウト（KO）マウス作製に⽤

いられており（Bothe et al., 2004）、B6Nは ES 細胞とジーンターゲティング技術を⽤

いたマウスノックアウト作製プロジェクトで⽤いられたために利⽤が広がった（Kang 



et al., 2018）。そのような歴史的背景から、今⽇、この 2系統を由来とした遺伝⼦改変

マウスが多数存在する。これらの亜系統には薬剤代謝（Warden et al., 2020）やアルコ

ールの嗜好性（Ramachandra et al., 2007）など、薬剤投与に対しても異なる表現型を⽰

す例が報告されている。さらに eCGの⾄適条件は系統により異なり（Spearow, 1988）、

過排卵処理の応答性が B6亜系統間でも異なる可能性が考えられた。加えて AIS を⽤い

た過排卵処理において使⽤された系統は B6J のみで、B6N を⽤いた報告がなかった 

（Mochida et al., 2017 ; Takeo and Nakagata, 2015）。そこで本章では、B6Nおよび B6J

の 2つのマウス亜系統を⽤いて eCGによる過排卵処理、およびAIS + eCGによる過剰

排卵処理を実施し、亜系統間の排卵数に差があるか検証した。 

 

第 2節 材料と⽅法 

動物 

 マウスは C57BL/6NCrSlc（B6N）、C57BL/6JJmsSlc（B6J）の 2系統を使⽤した。マ

ウスは SPF 環境下、室温 23 ± 1ºC、照明 12 時間点灯（8時から 20 時まで）、不断給

餌および⾃由飲⽔により飼養した。本研究は国⽴成育医療研究センター動物実験委員会

の承認を得て実施した（承認番号：2005−007）。 

 

過排卵処理、卵⼦の回収 

 4‒15 週齢の B6N、B6J マウスのメスを使⽤した。過排卵処理は、16‒18 時に 7.5 単

位の eCG（あすかアニマルヘルス）、もしくは 100 μLのHyperOva®（AIS +eCGの混

合物、九動）をメスマウスの腹腔内に投与し、48時間後に 7.5 単位の hCG（あすかア

ニマルヘルス)を腹腔内に投与した。hCG投与後 14‒16 時間でマウスを安楽死させ、卵

管から卵⼦を回収した。卵⼦は mHTF 培地（九動）を流動パラフィン（ナカライテス

ク）で覆った 35 mmディッシュ（IWAKI）中で培養した。 



 

統計処理 

解析には過排卵処理への応答が低い、あるいは応答しなかった個体の排卵数も含む。

数値は平均値 ± 標準誤差で⽰した。B6Nと B6Jの排卵数の有意差（P値）は Student

の t‒検定またはMann‒Whitneyの U検定を⽤いて算出した。P = 0.05未満を有意とし

た。 

 

第 3節 結果 

 4 週齢および 10‒15 週齢のメスマウスに eCG を単独で処理した場合、B6N マウス

の平均排卵数は 20.0 ± 1.5であったのに対し、B6Jマウスでは 21.5 ± 2.7 と、系統間

に有意な差は⾒られなかった（図３A、 B、C、P = 0.761）。AIS + eCGを 4 週齢およ

び 10‒15 週齢のメスマウスに投与した場合、B6Nの平均排卵数は 37.2 ± 2.0であった

のに対し、B6Jでは 47.7 ± 3.8 と有意差は⾒られなかったものの、B6Jにおいて⾼い傾

向にあった（図３A、B、C、P = 0.0540）。 

 図３A、B からわかるように、B6J系統の 4 週齢メスマウスに AIS + eCG 処理を⾏

った場合、約 100 個の排卵を⽰す個体が観察された。そこで AIS + eCG 処理に関し

て、4 週齢メスマウスのみのデータを抽出し⽐較した。その結果、B6Nの平均排卵数は

37.7 ± 5.2に対し、B6Jでは 61.9 ± 10.3と有意差は出ないものの、B6Jにおいて⾼い

値を⽰した（P = 0.118）。また eCG単独処理に関しても 4 週齢メスマウスを⽤いてデ

ータを集めて⽐較したところ、B6Nの平均排卵数は 26.2 ± 2.2、B6Jでは 32.4 ± 2.9

と、やはり有意差はないものの B6Jで⾼い値となる傾向が⾒られた（P = 0.073）。 

 

第 4節 考察 

 本研究では、B6N系統および B6J系統のメスマウスを⽤いて eCGおよびAIS + eCG



処理を⾏い、排卵数を検証した。その結果、両⽅の系統ともに eCG 単独処理より AIS 

+ eCG処理により排卵数が増加した。その排卵数は、B6Nよりも B6J多い傾向を⽰し

たが、有意な差は⾒られなかった。また、以前に報告された内容と同様に（Takeo et al., 

2019、Takeo and Nakagata, 2015）、B6Nおよび B6Jメスマウスから採取した卵⼦を体

外受精に⽤いた場合、受精率は AIS の有無に影響されなかった。本研究の結果から、

B6Nと B6J間における過排卵処理に対する反応性は類似していると考えられた。 

 eCG と hCG による過排卵処理の排卵数は、B6J 系統で 47.3 ± 2.5 個、A/J 系統は

10.3 ± 1.6個である（Spearow, 1999）。この報告では、C57BL/6J系統のメスは、A/J系

統のメスよりも外来の eCG に対する反応性が⾼く、⼀⽅で hCG 単独投与のみの場合

は C57BL/6Jのメスが A/Jのメスよりも排卵数が少ないことから、C57BL/6J系統は外

来の hCG に対する反応性は低いと考えられる。したがって、C57BL/6J 系統の eCG‒

hCG に対する⽐較的⾼い応答性は内在性ゴナドトロピンによる多数の卵胞成熟が起こ

ったことよりも、卵胞成熟の誘発または卵胞閉鎖の阻⽌に関する機構が両系統で異なる

ことに起因する可能性がある（Spearow, 1988）。また、C57BL/6Jと A/Jのホルモン誘

導性の排卵数の違いに関わる遺伝⼦座が 17 番染⾊体上の主要組織適合遺伝⼦座

（Histocompatibility‒2 ; H‒2）付近にあり、さらに A/Jと SLJ/J、A.SW/SnJ系統の⽐

較からは H‒2 周辺の遺伝⼦座以外に 2つもしくは 3つの遺伝⼦座が関わる可能性が⽰

されている（Spearow and Bradford, 1983）が、いずれも原因となる遺伝⼦の特定は進

んでいない。本研究で AIS を⽤いた過排卵処理において、4 週齢の B6J のみ 100 個近

い排卵をした個体が観察された原因は不明であるが、視床下部−下垂体−卵巣軸の反応

性が、少なくとも 4 週齢の時点では B6Nと異なること、その素因はこれらH-2 周辺の

遺伝⼦座に由来する可能性がある。今後、B6の亜系統間でH‒2 周辺の SNP探索、RNA‒

seqによる発現量解析、性腺機能およびホルモン分泌に関わる視床下部や下垂体などの

発⽣過程を⽐較することによって、過排卵処理への応答性が系統により異なる理由が明



らかにされると考える。 

 成熟メスを使⽤した過排卵処理において、eCG単独使⽤時（B6Nで 20.0 ± 1.5個、

B6Jで 21.5 ± 2.7 個）に対し、AIS を併⽤した場合は（それぞれ 37.2 ± 2.0 個および

47.7 ± 3.8 個）と、両系統ともに排卵数が約 2倍にも増加した。この結果から、AIS を

利⽤することは、同じ卵⼦数を確保する際に必要なメスの数が約半分で済むことを意味

し、動物使⽤数の削減に直結する。現在、国⽴成育医療研究センターで 1年間に保存す

る遺伝⼦改変マウスの受精卵の 8割以上は C57BL/6系統に由来する。B6Nおよび B6J

において AIS に対する排卵数に⼤きな違いがないという結果が得られたことは、受精

卵保存・個体復元業務を実施する上で有意義な結果となった。   



第 3 章 精漿タンパク質に関する研究 

 

第 1 節 緒論 

第 3章では、⾃然交配下でのマウスの受精メカニズムについて解析を⾏った。体外受

精と体内受精において⼤きく異なる点のひとつに、精⼦がオス個体から射出されてメス

個体へ移動する点がある。オスの射出時には精⼦は、液性成分である精漿と混合される。

精⼦が遺伝情報の伝達を担うのに対し、精漿は精⼦のエネルギー源となるだけでなく、

運動・受精といった機能の調節、精液の凝固による精⼦の流出防⽌、抗菌作⽤、抗酸化

作⽤など複数の役割を併せ持つ（Iwamoto et al., 1992; Edstrom et al., 2008； Jensen-

Seaman & Li, 2003）。 

精漿中に存在するタンパク質は、その種の⽣殖効率に直結することから分⼦進化速度

が速いことで知られる（Swanson & Vacquier, 2002; Karn et al., 2008; Ramm et al., 2009; 

Claw et al., 2018）。霊⻑類の精漿タンパク質においても社会性⾏動と相関してアミノ酸

配列や構造が変化し、⽣理的な違いに繋がった可能性が⽰されている（Jensen-Seaman 

and Li, 2003）。ヒト精嚢から分泌される精漿タンパク質 Semenogelin（SEMG）は強塩

基性のタンパク質で、精液の凝固や精⼦の運動性、受精能を抑制するはたらきを持つ

（Robert & Gagnon, 1999）。多くの霊⻑類において SEMGI と SEMGII が存在し、

SEMGII をコードする遺伝⼦ SemgII の変異増加は、種特異的な精液凝固やメスの乱交

レベルと相関がある（Dorus et al., 2004）。 

げっ⻭類の精嚢では、精漿タンパク質 seminal vesicle secretions（SVS）と名付けられ

た 7 つのタンパク質、SVS1 から SVS7 が合成、分泌される（Ramm et al., 2009）。マウ

スでは、SVS２が精嚢から分泌される主な強塩基性タンパク質であり、精⼦細胞膜から

のステロールの流出を防ぎ、遊離コレステロールを精⼦細胞膜に取り込むことで、精⼦

の受精能を抑制することが知られている（Kawano & Yoshida, 2007）。Svs2遺伝⼦はマ



ウス 2 番染⾊体上に局在し、精嚢分泌物の成分をコードする 5 つの遺伝⼦（Svs3a、

Svs3b、Svs4、Svs5、Svs6）は Svs2とタンデムに並んでおり、それら遺伝⼦群の⻑さは

約 100 kbp である。Svs2‒6遺伝⼦は、乳清酸性タンパク質 4 ジスルフィドコア型（whey 

acidic protein four‒disulfide core; WFDC）プロテアーゼ遺伝⼦の祖先遺伝⼦が重複し

て⽣じたものであるとされており、Svs3a、3bが Svs2のパラログである (Clauss et al., 

2002; Clauss et al., 2005）。 

ヒト SEMGI/II およびマウス SVS2‒6タンパク質を⽐較すると、機能的に類似する点

が多数あり、ゲノム遺伝⼦座にも類似性がある⼀⽅で、遺伝⼦配列の相同性の低さから

SemgI/II と Svs2‒6の種間⽐較はこれまで実施されてこなかった。マウス SVS2は単独

で精⼦の受精能を抑制することが知られているが、SVS2 以外にも SVS4にも同様の機

能がある。また、SVS3は単独で受精能獲得を抑制しないが、SVS2と共処理することで

SVS2 単独よりも強い受精能抑制作⽤を⽰す（Araki et al., 2016）。⼀⽅で、遺伝⼦クラ

スターの形成によって、異なる機能を重複遺伝⼦に付与することがある。これらの Svs

遺伝⼦群がクラスターとして機能している可能性も含め、Svs 遺伝⼦群が体内受精に果

たす機能に着⽬し、この領域を⽋失したマウスを作製し、その表現型について解析を実

施した。 

 

第 2節 材料と⽅法 

ドットプロット解析 

 マウスSvs2、 Svs3a、 Svs3b、 Svs4、 Svs5、 Svs6およびヒトSemgI、SemgIIの遺伝

⼦の相同性を調べる⽬的で、Advanced PipMaker（http://pipmaker.bx.psu.edu/cgi-

bin/pipmaker?advanced）を使⽤した。解析に使⽤したゲノム情報はUCSC Genome 

Browser（https://genome-asia.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway）から⼊⼿した。 

 



Svs2‒6 ⽋損マウス作製 

  Svs2‒6 ⽋損マウスの作製には、以前の研究で既に作製されていた Svs2-/-マウスを利

⽤した（Kawano et al., 2014）。Svs2 -/-マウスには Svs2領域に loxP配列が 1カ所残存し

た。そこで、Svs クラスターの最も下流に存在する Svs5の下流に、 CRISPR‒Cas9シス

テムに よ るゲノム切断とホモロジーアーム・ loxP 配列を 持 つ single‒stranded 

oligodeoxynucleotydes（ssODN）を⽤いることにより、もうひとつの loxP配列を挿⼊

することを⽬指した（図 5A）。gRNA は専⾨の Web ツールを⽤いて設計した

（crispr.genome-engineering.org、図 5A）。gRNAと Cas9 mRNAは Inui et al., 2018 に

従い合成した。ssODNは Integrated DNA Technologies から購⼊した（図 5B）。 

 インジェクションに⽤いる受精卵は体外受精により作出した。卵⼦は 、B6D2F1 の

メスに過排卵処理を⾏うことで得た。精⼦は、成熟した Svs2-/-のオスマウスから精巣上

体尾部を回収し採取した。gRNA、Cas9 mRNA、ssODNの混合溶液を受精卵の前核に

顕微鏡下で注⼊し、翌⽇までオイルを張った KSOMドロップにて CO2インキュベータ

ーで培養した。2細胞期胚を ICR の偽妊娠メスの卵管に移植し、19⽇後に F0個体を得

た。⽣後 3週間で離乳し、尻尾からマウスゲノムを抽出し、P1/P2 プライマーを⽤いて

loxP配列の検出を⾏った。loxP配列を持つ4匹の F0個体（Svs2+/-、loxP‒KI）をC57BL/6J

のメスと交配させ F1世代を得た。このうち、同⼀染⾊体上に loxP を持つ個体（Svs2+/-、

loxP‒KI）を B6; 129S4-Meox2<tm1(cre)Sor>/J（Meox-cre Tg）と交配させ、F2世代を

得た。F2 世代の仔のゲノムを⽤いて P5/P6 プライマーおよび Cre_F/R プライマーで

genotyping を⾏った。 

 マウスは SPF 環境下、室温 23 ± 1ºC、照明 12 時間点灯（8時から 20 時まで）、不

断給餌および⾃由飲⽔により飼養した。本研究は国⽴成育医療研究センター動物実験委

員会の承認を得て実施した（承認番号：2004−004）。 

 



精嚢分泌物の調整 

 精嚢は 8−20 週齢のオスマウスから回収し、内容物を 1 mLの 8 M尿素に完全溶解

した。サンプルを SDS‒PAGEにより分離し、クーマシンブルー（CBB）液にて染⾊し

た。本研究は明治⼤学動物実験規定に則り実施した（IACUC15-0014）。 

 

in vivo / in vitro におけるオスマウスの妊孕性確認 

 in vivo での受精能を確認するため、8−16 週齢のメスマウス 2 匹を 8−16 週齢のオ

スマウス 1匹と 2 週間同じケージで飼育し、その後 19⽇以内に何匹の産仔が得られる

か調べた。 

 in vitro での受精能を確認するため、8−12 週齢の C57BL/6Jのメスマウスに過排卵

処理をして卵⼦を回収した。12‒16 週齢のオスマウスから精巣上体尾部精⼦を取り出し、

100 µLの TYH ドロップ培地に懸濁した。さらに TYH ドロップ培地で精⼦を 10倍希

釈し、受精能獲得のため 2 時間培養した。その後、卵⼦を⼊れた IVFドロップ培地へ、

1.5 x 105 精⼦/mLになるように精⼦を添加した。6時間の培養後、卵⼦はHoechst33342

（Invitrogen）にて染⾊し、蛍光顕微鏡（Olympus）にて観察することで前核の形成率

を算出した。 

 精⼦のミトコンドリア活性はMitoTracker Deep Red FM（Thermo Fisher Scientific）

を⽤いて Iwai et al., 2018 に従い⾏った。精巣上体尾部から回収した精⼦と 500 nMの

MitoTracker を 37℃で 30 分間培養した後、共焦点レーザー顕微鏡（Zeiss）にて観察し

た。 

 

統計処理 

 データは平均値 ± 標準誤差で⽰した。統計処理には Student の t‒検定を⽤いた。 P 

= 0.05未満を有意とした。 



 

第 3節 結果 

 ヒト SemgI は下流に SemgII が、マウス Svs2は下流に Svs3‒6がそれぞれ存在する。

しかし種間におけるアミノ酸の相同性が⾼くないことから、これまで配列⽐較は実施さ

れてこなかった。そこで、周辺遺伝⼦を含めたゲノム領域を⽤いてドットプロット解析

を⾏った（図 4A）。その結果、マウスおよびヒトに共通してみられる相同遺伝⼦ Slpi お

よび Wfdc15b では、相同性が 50%を超える⿊いドットの表⽰が 遺伝⼦のイントロン

およびエクソン関係なく全体に⾒られた。⼀⽅、ヒト PI3遺伝⼦は今回抽出したマウス

ゲノム領域に相同遺伝⼦は存在せず、さらにドットブロット解析から顕著な⿊いドット

のシグナルが検出されなかった。これらの結果から、ドットブロット解析は遺伝⼦の相

同性を検出するのに適した⽅法であることが分かった。 

 この⽅法を⽤いてヒトとマウスの精嚢タンパク質をコードする遺伝⼦を調べたとこ

ろ、ヒト SemgI とマウス Svs2、Svs3a、Svs3b、Svs4、Svs5、Svs6の間、さらにヒト SemgII

とマウス Svs2、Svs3a、Svs3b、Svs4、Svs5、Svs6との間に、相同性が 50%を超える⿊

いドットが検出された。しかし Slpi やWfdc15b 遺伝⼦とは異なり、相同性が⾒られた

ゲノム領域は⼤半が CDS以外の領域であった。 

 さらに SMART を⽤いてタンパク質のドメイン検索をおこなった（図 4B）。その結

果、ヒト SEMGI・II には Semgドメインが同定された。またこのドメインは、マウス

SVS2、SVS3のN末にも部分的に存在していることがわかった。また SVS2および SVS3

の中間およびC末には SVS_QKドメインが複数検出され、このドメインはヒト SEMGI

および SEMGII には検出されなかった。⼀⽅で、マウス SVS4‒6にはヒト Semgドメイ

ンは⾒られず、代わりに SVS4_５_６ドメインが⾒られた。 

 以上の結果から、ヒト SemgI/II とマウス Svs2‒6の遺伝⼦群は互いに相同である可能

性が⽰された。 



 次に Svs 遺伝⼦群の機能解析を⾏うために、Svs2‒6 ⽋損マウスを作製した。顕微鏡

を⽤いたマイクロインジェクションにより gRNA、Cas9 mRNA、ssODNを前核に注⼊

した（図６A）。その結果、99 個の 2細胞期胚が得られ、3匹の仮親に胚移植を実施し、

33匹の F0個体を得た（図６A、B）。F0世代のゲノムを⽤いて genotyping を⾏ったと

ころ、10 匹において loxP 配列を持つことが確認された。このうち 5 匹を B6J と交配

し、得られた F1 個体のゲノムを⽤いて P1/P2 プライマーおよび P3/P4 プライマーを

⽤いて PCR を実施し、同⼀染⾊体上に loxP 配列を有する F0 世代の選別を実施した

（図 6A、図 7A）。その結果、#711 の 1 個体のみが⽬的通りの変異を有していることが

判明した（図 6B）。この個体のゲノムを⽤いた PCR産物をクローニングし配列を確認

した結果、12 クローン中 5 クローンで不完全な loxP 配列が確認されたが（図 7B）、

C57BL/6Jのメスと交配して得た F1 個体では 6匹のうち完全な loxP配列を持つ個体が

2 匹得られた。この F1 個体を Meox-cre Tg マウスと交配し F2世代を得たところ、約

100 kbp 離れていた⼆つの loxP の間が Cre リコンビナーゼによって消失し、 P5／P6

プライマーで PCR を実施したところ予想された約 1000 bpサイズのバンドを検出する

ことができた（図 5C、図 7C）。以上の結果より、塩基配列上で設計通り Svs2‒6を⽋損

したマウスを作製することに成功したと考えた。 

 

 Svs2‒6-/-マウスの精嚢分泌物を SDS-PAGEで分離し CBB 染⾊を実施した。野⽣型マ

ウスの精嚢分泌物では、約 100 kDa に SVS1、約 40 kDa に SVS2、約 36 kDa に SVS3、

約 15 kDa に SVS4、約 14 kDa に SVS5、約 11 kDa に SVS6および SVS7 が検出された

（図 8A）。しかし今回作製した Svs2‒6-/-マウスの精嚢分泌物には約 15‒40 kDa 間にみ

られる SVS2‒6が検出されなかった。Svs2‒6とは別の染⾊体上に存在する Svs1 および

Svs7 がコードする SVS1、SVS7 のタンパク質は検出されたが、その発現量は野⽣型マ

ウスのものと異なり、SVS1 は減少し、SVS7 は増加する傾向がみられた。さらに野⽣型



マウスの精嚢分泌物には⾒られなかった複数のバンドも検出された（図 8A、 ⿊⽮頭）。 

 Svs2‒6-/-マウスの外⾒上の形態は野⽣型マウスと⽐較して変化は⾒られず（図 8B−

a、e）、精嚢の形態およびその内部構造についても野⽣型マウスと⼤きな違いは⾒られ

なかった（図 8B−b、c、f、g）。Svs2‒6-/-オスマウスの妊孕性を確かめるため、野⽣型

メスマウスとの⾃然交配を実施した。その結果、産仔数は 0.43 ± 0.14と野⽣型オスマ

ウスと⽐較すると⾮常に低い値であったが、Svs2-/-オスマウスを⽤いた時の産仔数 0.63 

± 0.13と同程度の産仔数であった（図 8C、 P = 0.420）。さらに精巣上体精⼦を⽤い

た IVF では野⽣型オスマウスと同等の⾼い受精率を⽰し（図 8D）、精巣内での精⼦形

成も正常であること（図 8B−d、h）、精⼦のミトコンドリア活性を測定した結果も野⽣

型オスマウスと同等の値を⽰した（図 8E）。以上の結果から、作製した Svs2‒6-/-オスマ

ウスの妊孕性は⾮常に低いものの、精⼦の形態や運動性には問題がないことが明らかと

なった。 

 

第 4節 考察 

 Svs 遺伝⼦ファミリーの機能を包括的に理解するために、本研究では Svs2‒6 遺伝⼦

座全体を⽋損させた Svs2‒6-/-マウスを作製した。Svs2‒6-/-マウスから採取した精巣上体

尾部の精⼦は形態も機能も正常であったが、雌性⽣殖器内での繁殖⼒は著しく低かった。

この結果は、Svs2-/-オスマウスに⾒られる表現型と類似している（Kawano et al., 2014）。

Svs2‒6-/- オスマウスから得られた産仔数と、Svs2-/-オスマウスから得られた産仔数を⽐

較すると、Svs2‒6-/-オスマウスの産仔数が Svs2-/-オスマウスの産仔数よりわずかに低下

する傾向がみられたが、有意な差は認められなかった。この結果は、Svs 遺伝⼦ファミ

リーの中でも SVS2が最も妊孕性に関与するタンパク質であることを⽰唆する。 

 Svs2-/-オスマウスでは、産仔数が減少する原因をメス⼦宮内における精⼦⽣存率の低

下にあると報告している（Kawano et al., 2014）。本研究においてもほぼ同じ表現型が得



られたことから、Svs2‒6-/-オスマウスの精⼦もメス⽣殖器内で死滅している可能性が⾼

い。SVS2 が精⼦と結合するには、精⼦細胞膜に存在するガングリオシド GM1 が必要

である（Kawano et al., 2008）。GM1 は、SVS3や SVS4よりも⾼いレベルで SVS2と相

互作⽤し（Araki et al., 2016）、SVS2タンパク質は SVS3‒6を介さずに精巣上体精⼦が

⼦宮内で⽣存することを助けるはたらきを持つ（Kawano et al., 2014）。そして⽐較プロ

テオミクス解析により、SVS2が種を超えて精⼦の競合レベルと正の相関性があること

が報告されている（Ramm et al., 2009）。これらの結果からも、マウスの⽣殖において

SVS2 が極めて重要であることが分かると同時に、SVS3‒6 タンパク質が体内受精にお

ける SVS2の⽋損を補うことができないと考えられる。 

 ⾃然交配では、SVS2 はメスの⽣殖管内で様々な⻑さに分解される。また、ヒト

SEMGI/II も前⽴腺から分泌される前⽴腺特異抗原（PSA）と呼ばれるセリンプロテア

ーゼによって分解される（Amelar, 1962）。ヒトとマウスにおける精漿タンパク質の断

⽚化から、SVS2と SEMGI/II は複数または短い配列からなる、機能的に保存されたド

メインを含むという仮説が⽴つ。実際、SEMGI と II は繰り返し単位を含み、精⼦運動

阻害剤や精漿タンパク質分解後の殺菌剤としてはたらく（Iwamoto et al., 1992; Jensen-

Seaman & Li, 2003; Edstrom et al., 2008）。SVS2の断⽚化メカニズムはまだ不明である

が、本研究においてドメイン解析をおこなった結果、SVS2 中に 17 回繰り返されてい

るユニークな繰り返しドメイン、SVS_グルタミンおよびリジン（QK）が明らかになっ

た（図４B）。単⼀の SVS_QK ドメインは塩基性アミノ酸 Kを含む 12個のアミノ酸か

らなり、哺乳類ではラットとマウス由来の精漿タンパク質でのみ検出される。SVS4、

5、6 のいずれにもこのドメインが存在しないことから、SVS_QK ドメインは Svs 遺伝

⼦群の拡⼤後に進化した可能性がある。SVS_QKドメインの機能は不明であるが、塩基

性アミノ酸の繰り返しはメスの⽣殖管における免疫寛容や、メスの免疫系からの精⼦の

保護の役割を可能にすると考えられる。 



 Svs 遺伝⼦群は、⽐較的最近になってタンデム重複により出現した（Ramm et al., 

2009）。どの遺伝⼦も 3つのエクソンからなり、Svs2‒6遺伝⼦の塩基配列は、第 1エク

ソンと予想プロモーター領域を含むその上流領域において、ヒト SemgI/II と相同性が

⾼いことが判明した（図４A）。相同性が低い領域は、精液のゲル化または凝集（腟栓）

の形成に必要な分泌タンパク質の⼤半をコードする第 2 エクソンにある。Svs2‒6 遺伝

⼦がコードする分泌タンパク質のアミノ酸は多様であり、この多様化は Svs 遺伝⼦ファ

ミリーの急速な進化によって説明することが可能であり、これは種特異的な交尾⾏動や

種分化に対する適応に相当する（Lundwall, 1996; Dorus et al., 2004）。同様のケースと

して、主要組織適合性複合体（MHC）、抗菌ペプチド、免疫グロブリンをコードする遺

伝⼦などはいくつかのパラログや偽遺伝⼦重複が存在する（Hughes & Yeager, 1998; 

Ota et al., 2000; Semple et al., 2003; Fawcett & Innan, 2011）。NKG2Dリガンドとして

知られる、MHCクラス I様分⼦は多くのウイルスが免疫を回避するための主要な標的

である（Jonjić et al., 2008）。MHC領域に位置する祖先遺伝⼦の NKG2DL遺伝⼦は重

複を経て、MIC遺伝⼦と MILL遺伝⼦を⽣み出した。これら 2つの遺伝⼦は有体類の

オポッサムでは保持されているが、ヒトではMILL遺伝⼦が失われ、げっ⻭類ではMIC

遺伝⼦が失われた。NKG2DL 遺伝⼦ファミリーの種特異的進化は、種特異的病原体の

感染を引きおこす。このような免疫学的観点からも、マウスの SVS2タンパク質は⼦宮

内でメスの免疫反応から精⼦を保護する役割を担っていると予想される（Kondo et al., 

2010）。  



第 4 章 考察 

 

 Russell と Burch が提唱した動物実験の 3Rs（Replacement、Reduction、Refinement）

の概念は、動物の愛護及び管理に関する法律第五章、第四⼗⼀条にも規定されているよ

うに、動物実験において必須の理念である。質の⾼い研究と、3Rs によって⾮⼈道性を

最⼩限に抑えることは同じゴールを⽬指しており、その結果として効率的な研究が可能

になる。また、動物実験における「効率的」とは、⾦銭的、動物資源、施設、⼈員から

最⼤限の科学的・医学的知⾒を得ることである（Tannenbaum and Bennett, 2015）。過

排卵処理および IVF を⽤いてマウス受精卵を得ることは、3Rs のうち reduction の達成

に直結し、それぞれの技術には遺伝学や⽣理学、発⽣学といった分野横断的な知⾒が求

められる。 

 本研究の第 2章では、最も研究で利⽤実績がある近交系マウス B6の亜系統、B6Nと

B6Jを⽤いて、eCG単独投与、または AIS と eCGを併⽤した 2 種類の過排卵処理を実

施し、排卵数を⽐較した。その結果、両系統の排卵数に有意差はみられなかった。注⽬

すべき点として、4 週齢の B6Jに AIS を併⽤した過排卵処理時にのみ、1 個体で 100個

近い排卵を⽰す個体が観察されたことが挙げられる。近交系マウスは遺伝的に均⼀であ

るため、この表現型は確率的、あるいは環境的な事象によるものと考える。B6.C3-Avy/J

は近交系であるが、個体により⽑⾊が異なるという特徴を持つ。この表現型は⽑⾊に関

わるアグーチ遺伝⼦上流に挿⼊された intracisternal A particle（IAP）型レトロトラン

スポゾンが制御因⼦として機能することに由来し、プロモーター領域のDNAメチル化

の程度により⻩⾊（低メチル化）から野⽣⾊（⾼メチル化）の体⽑となる（Morgan et 

al., 1999）。また、⼀般的なDNAメチル化は受精直後にリセットされる（Morgan et, al., 

2005）が、Avy対⽴遺伝⼦を制御する IAP のメチル化状態は部分的にリセットされず、

⺟親の栄養状態に依存することが知られている（Cropley et al., 2006）。他にも、1 つの



繁殖コロニーから得られた C57B6/J マウスを 5 つの異なる施設でそれぞれ飼育し、そ

の後異なる 1 つの動物施設にマウスを集約し飼育した研究では、異なる飼育施設で飼育

されたマウスはマイクロバイオーム組成をはじめ、体重や慢性ストレスの指標となる副

腎重量、オープンフィールドテストや明暗試験の結果、⾏動に関わる脳領域のクロマチ

ンアクセシビリティに違いがみられるなど、飼育環境が分⼦レベルから⾏動レベルにま

で幅広く影響を与えることが報告されている（Jaric et al., 2022）。これらの事例からも、

排卵数に関与する因⼦は遺伝的要因以外にも多数存在する可能性があり、今後原因遺伝

⼦の特定およびエピゲノム、飲⽔、餌、床敷といった飼育環境など多⾓的な視点から研

究を進めていきたい。 

 第 3 章では、CRISPR/Cas9 システムを⽤いて Svs2‒6-/- マウスを作製することに成

功した。作製した Svs2‒6-/- マウスは Svs2 -/- マウスと類似の表現型であった。このこと

は、SVS3‒6が SVS2の機能を補う効果がないことを⽰している。したがって、マウス

体内受精においてもっとも重要な精漿タンパク質は SVS2であるといえる。精漿タンパ

ク質について、ヒトとマウスの動物種間における遺伝⼦の相同性を解析した結果、ヒト

Semg とマウス Svs が存在する染⾊体領域のうち、遺伝⼦間領域の保存性が⾼いことが

⽰された⼀⽅で、タンパク質をコードする遺伝⼦の相同性が低かった。このことは、精

漿タンパク質は分⼦進化速度が早いという、これまでの報告（Ramm et al., 2008）と⼀

致する。さらに本研究ではヒト−マウスで共通するドメイン構造についても初めて⽰さ

れた。今後は、SVS2にみられた Semgドメインが有する機能について、解明を進める

必要がある。 

 その後の解析で、Svs2‒6-/- マウスのオスは若年期から前⽴腺肥⼤を発症し排尿障害

を呈することが判明した（Shindo et al., unpublished)。原因として、Svs2‒6 -/- マウス作

製時に染⾊体上から約 100 kbp の領域を除いたため、発現制御配列や microRNA をコ

ードする領域などを⽋損した可能性がある。本実験において⽋失させた Svs2‒6 の遺伝



⼦領域の約 15 kbp 下流には secretory leukocyte protease inhibitor（Slpi）遺伝⼦が存在

する。Slpi 遺伝⼦は、近年、前⽴腺がんの新たなバイオマーカーとなる分⼦であると注

⽬されており、前⽴腺がんの細胞や組織において⾼発現している（Miyazaki et al., 2022）。

この分⼦のプロモーター領域は Svs 遺伝⼦クラスターとは逆の位置に存在するが

（Kikuchi et al., 1995）、その発現制御部位が今回作製した⽋失領域にある可能性は否定

できない。その他、⼀般的にはヒト前⽴腺肥⼤において男性ホルモンの変化が密接に関

係している（Vignera et al., 2016）との報告があるため、今後、Svs2‒6-/- マウスのホル

モン値に異常がないか測定する予定である。 

 Svs2‒6-/- マウスは、マウス特有に発現する精漿タンパク質の⼤半を発現しないこと

を利⽤して、ヒト SemgI/II を発現する（Semg ‒KI）マウスの作製を実施した（Shindo 

et al., unpublished）。Yoshimi et al., 2016 で報告された 3H2OP 法を利⽤し、1 つの

gRNAでマウスゲノムを切断、2つの gRNAでヒト Semg を含む BACクローンを切断

し、相同組み換えのホモロジーアームとしてマウスゲノムとヒトゲノムを含む ssODN

を⽤いた。その結果、期待されたゲノム編集が起こり、Semg‒KI マウスの作製に成功し

た。Semg‒KI マウスの精漿中には、SVS2‒6が存在しないこと、SEMGI/II が検出され

ることが確認された。この KI マウス系統を⽤いることで、ヒト Semg が体内で果たす

役割について検討することが可能となるはずである。今後、さらなる解析に取り組みた

い。 

 マウスの⽣殖効率を⾼めるためには、今後も継続して卵⼦の質・数を⾼めること、精

⼦の運動性・受精能を含めた受精機構の解明が必要である。AIS + eCGを⽤いた過排卵

処理は幅広い週齢に対して過排卵処理が有効であることが報告されているが、当施設に

おいて野⽣型のメスを⽤いる場合は基本的に 12 週齢で過排卵処理を実施している。ま

た、オスは 10 週齢以降 48 週齢以内を使⽤している。各研究者が飼育する遺伝⼦改変

マウスを⽤いる場合には先述の条件に当てはまらない個体が提供されることも多く、マ



ウスの週齢および遺伝的背景などに応じて排卵数や受精率が⼤きく変動する。したがっ

て、過排卵処理や受精環境の⾄適条件を探すことは重要であるが、⼀⽅で卵⼦や精⼦の

質が担保されない条件下でいかに効率を⾼めるかという点も実務において求められる。

本研究を遂⾏することで異なるマウス亜系統においても同⼀の過排卵処理が有効であ

ることや、精漿タンパク質が⾃然交配に必要であることが⽰されたが、あくまでマウス

の⽣殖における⼀部分を解明したに過ぎない。今後もマウス⽣殖について卵⼦、精⼦、

in vivo、in vitro、それぞれの側⾯から⽣殖効率を⾼めるための研究を続けていきたい。 

  



 

 

図１：マウスの腟栓 

発情前期のメスと、成熟したオスを⼀晩同居させると、翌朝にメスの腟⼝に腟栓（⽮印）

が確認される。これによってメスが交尾に成⽴したと判定する。胚移植に使⽤する偽妊

娠マウスを作製する場合は、精管結紮したオスを使⽤する。 

  



 

 

図２：マウス排卵に関する模式図 

A：⾃然排卵では脳下垂体から分泌された卵胞刺激ホルモン（FSH）が卵巣中の卵胞の

成熟を促す。成熟した卵胞からはインヒビンが分泌され、過剰な数の卵胞成熟を防ぐ。

最終的に、下垂体から分泌される⻩体形成ホルモン（LH）の過剰放出（LHサージ）に

より排卵が起こる。 

B：過排卵処理時には、FSHの代わりに eCG、LHの代わりに hCGを⽤いる。この際

もインヒビンの分泌は起こる。 

C：AIS 処理時には、内因性のインヒビンの作⽤が抑制されるため、過剰な数の卵が排

卵される。 



 
 

図３：C57BL/6N（B6N）と C57BL/6J（B6J）の 2 系統において過排卵処理によって

得られた排卵数 

 亜系統間で排卵数を⽐較するため、B6N（A）と B6J（B）に対して eCG単体（⻘○）、

eCG + AIS（⾚△）の 2 種類の過排卵処理を実施した。グラフA・B内の△および○は

それぞれ 3匹または 4 匹分の平均排卵数を⽰す。C：亜系統間における各過排卵処理時

の排卵数の⽐較。  



 
 

図 4：マウスとヒト精漿タンパク質の⽐較解析 

A：PipMaker によるヒト Semenogelin（Semg）とマウス Svs の種間配列⽐較。X軸が

マウス 2 番染⾊体上の Svs 遺伝⼦群とその周辺遺伝⼦、Y 軸がヒト 20 番染⾊体上の

Semg 遺伝⼦とその周辺遺伝⼦を⽰す。X軸上にマウスの塩基配列の場所を⽰し、ヒト

配列との配列相同性が⾼い（50‒100%）場所を⿊点で⽰す。オレンジと緑の網かけ部分

はそれぞれ+鎖、−鎖のエクソンを⽰し、⻩の網かけはイントロンを⽰す。⾚い⽮じり

はマウス−ヒトにおいて遺伝⼦配列の類似性が⾼いことを⽰す。 

B：ヒト SEMGI/II およびマウス SVS2‒6 のドメイン構造。SEMGI/II と SVS2、３は

Semgドメインを共有している（灰ボックス）。SVS4‒6は他のドメインを共有している

（⻩ボックス）。  



 

 

図 5：Svs 遺伝⼦群を⽋損するマウス作製についての概要 

A：Svs5下流に 2 種類の gRNAを設計した。⻘線が CRISPR のターゲット配列、⾚線

がプロトスペーサー隣接モチーフ（protospacer adjacent motif ; PAM）を⽰す。オレン

ジと緑で⽰した塩基はそれぞれターゲティング部位の上流と下流を⽰す。 

B：loxP配列とホモロジーアームを含むノックインのための ssODN配列。 

C：Cre-loxP システムによる約 100 kbp の領域を⽋損した Svs2‒6-/- マウスの模式図。 

 



 
 

図 6：Svs2‒6-/- マウス作製の計画 

A：BDF1 マウスから回収した卵⼦と Svs2-/-マウスの精⼦を⽤いた IVF で作出した前核

期胚を⽤いて、受精卵の雄性前核に顕微鏡下で gRNA、Cas9 mRNA、ssODNをインジ

ェクションした。これにより、⻘で⽰すオス由来の染⾊体上に loxP 配列のノックイン

が起こり、同⼀染⾊体上に loxP を持つ個体が得られた。 

B：インジェクションおよび胚移植を実施した際の結果についてまとめた表。 

 



 
 

図 7：PCR とシーケンスによる loxP挿⼊の評価 

A：本研究で⽤いたプライマー配列。 

B：F0（#711）個体のゲノムを⽤いたシーケンス解析の結果。P1/P2 プライマーを⽤い

て loxP の挿⼊が起こったかを確認した。PCR 産物をクローニングした結果、#711 は

不完全な loxP 配列と完全⻑の loxP 配列の両⽅を持つキメラ状態であることがわかっ

た。 

C：F1 個体をMeox-cre Tg と交配して得られた F2世代（#197-200、64、65）のゲノム

を⽤いた PCR。プライマーは Aで⽰した P5/P6を使⽤した。#197、200のアスタリス

クがついた 1000 bp のバンドは cre陽性であることを⽰す。 

D：F2 ゲノムと P5/P6 プライマーを⽤いて PCR した産物の塩基配列。ピンク部分は

Svs2 上流、緑部分は Svs5下流をそれぞれ⽰す。  



 

 

図 8：Svs2‒6 -/-オスマウスの⽣殖に関する表現型 

A：オスから採取した精嚢のタンパク質を SDS‒PAGEにより分離後、CBB 染⾊したも

の。⾚⽮じりで⽰した SVS2‒6は Svs2‒6-/-オスマウスの精嚢から検出されなかった。 

B：8 週齢の野⽣型オスマウス（a）と Svs2‒6 -/-オスマウス（e）の外観写真。8 週齢の

オスマウスの精囊の外観（bと f）。スケールバーは 5mmを⽰す。8週齢のオスマウス

における精囊パラフィン切⽚をHE染⾊したもの（c と g）。8週齢のオスマウスにおけ

る精巣パラフィン切⽚を HE染⾊したもの（dと h）。スケールバーは 100 µmを⽰す。 

C：オスの⾃然交配による妊孕性のデータ。括弧内の数字は実験に使⽤したオスマウス

の数を⽰す。 

D：Svs2‒6+/-と Svs2‒6 -/-のオスマウスから回収した精巣上体尾部精⼦を⽤いた体外受精

における受精率。数値は 3回実施した実験の平均値±標準誤差を⽰す。括弧内の数字は



調べた卵⼦の数を⽰す。 

E：Svs2‒6+/-と Svs2‒6 -/-のオスマウスにおいて精巣上体尾部精⼦を⽤いたミトコンドリ

ア染⾊の蛍光強度。括弧内の数字は調べたオスの数を⽰す。  
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