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研究成果の概要（和文）：霊長類生殖細胞発生を研究するために、（遺伝子改変を行った）iPS細胞やES細胞か
ら始原生殖細胞様細胞(PGCLC)を誘導して、そこから生殖細胞発生を進める系を開発した。マウスの幼児生殖巣
体細胞とマーモセットPGCLCから異種間再構成精巣を作製して、その再構成精巣をマウスの腎被膜下に他種移植
を行い生育させることで、マーモセットPGCLCを前精原細胞まで発生を進めることに成功した。また、マーモセ
ットの新生児精巣とPGCLCをマーモセット腎被膜下へ自家移植し、PGCLCを前精原細胞まで発生させる方法も開発
した。

研究成果の概要（英文）：I developed two methods for putting forward the development of PGCLCs. The 
First method involves the generation of xenogenic reconstituted testes under the kidney capsule of 
immunodeficient mice. In the reconstituted testes, marmoset PGCLCs are differentiated into late PGCs
 30 days after the transplantation, and then they are further differentiated into gonocytes in 90 
days. The second method is auto-transplantation of marmoset PGCLCs and marmoset newborn testes cells
 under the kidney capsule of marmosets to form the reconstituted testes. In the reconstituted 
testes, PGCLCs similarly differentiated into early gonocytes. We are now working on long term 
experiment to achieve further development.

研究分野：生殖生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した技術は、細胞ベースの遺伝子改変マーモセット作製技術を確立していくための基盤となる。ま
た、マーモセット（霊長類）の初期生殖細胞発生系を研究するための実験系として役立つ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

霊長類に特異的な現象・分子機構・遺伝子機能を理解するために遺伝子改変霊長類が必

要である。しかし現在の受精卵ベースの方法は多大なコストが必要なだけでなく、複雑な遺伝

子改変を持つ動物を作ることは難しい。他方、細胞ベースの方法であれば細胞培養の段階で

選抜のプロセスを経ることができるので、確実に目的の遺伝子改変を持った個体を作製するこ

とができる。さらには、細胞ベースの方法は受精卵ベースの方法では難しかった巨大領域の

欠損のような低頻度で起こる遺伝子改変を可能にする。しかしながら、そのような細胞ベース

の方法はこれまで霊長類において開発されていない。 
マウスにおいては ES/iPS 細胞から始原生殖細胞様細胞（PGCLC）を作製して、それをマウ

ス精巣に移植することで精子を作製する系が確立している。ヒトや霊長類においても ES/iPS細

胞から PGCLC を作製が報告されている。研究代表者も SOX17 mRNA の transfection によっ

てマーモセット iPS 細胞から PGCLC を効率的に誘導する系を確立している。 
 
２．研究の目的 
様々なタイプの遺伝子改変マーモセット作製を可能にするために、あらかじめ目的の改変

を持ったものを選抜できる細胞ベースの方法を開発する。そこで、本研究では遺伝子改変し

た ES/iPS 細胞から PGCLC を作製して生殖細胞まで分化させることで遺伝子改変を作製する

方法の開発を目指す。また、そのような系は生殖細胞発生系を遺伝子改変を行って研究を行

うのにも役立てられる。 
 

３．研究の方法 
研究１ :免疫不全マウスへの再構成精巣の移植 

Sox17 mRNAを用いてマーモセット iPS細胞から誘導した PGCLC とマウスの精巣体細胞の間

で細胞塊を作製した。NOGマウス腎被膜下へ移植して再構成精巣を作製した。PGCLC からの

発生を免疫染色、シングルセル Bisulfite-seq、RNA-seqを用いて評価を行った。 
研究２ :マーモセットへの再構成精巣の自家移植 

マーモセット新生精巣から再構成精巣の作製が可能かを検討した。新生児マーモセットから

片側精巣を採取し、細胞を分散して凍結保存を行った。同時に、同じ新生児個体より繊維芽

細胞を樹立しそれから iPS 細胞を誘導した。iPS 細胞から PGCLC を作製した。PGCLC と凍結

保存していた精巣から細胞塊を作製し、マーモセットの腎

臓や精巣に自家移植を行った（精巣は現在実験中）。免

疫染色により発生段階の評価を行った。 
 
４．研究成果 
研究 1 ：免疫不全マウスへの再構成精巣の移植 
マウス胎児精巣とマーモセット PGCLC から細胞塊を作

製し免疫不全マウスの腎被膜下に移植した。移植後 28
日目には、腎被膜下において成長した細胞塊が見られ、

PGCLC に由来する EGFP が観察された。また、切片を作

製したところ精細管構造が見られ、EGFP を発現する PGCLC は精細管内に取り込まれている
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図 1. マウス腎被膜下に形成され

た再構成精巣 



ことが観察された（図 1）。 
 再構成精巣内でマーモセット PGCLCの発

生が進行するのかを調べるために、腎被膜

下に細胞塊を移植した。その後、経時的に

再構成精巣を回収し、PGC のマーカーであ

る TFAP2C と Gonocyte のマーカーである

MAGEA4 で免疫染色を行った（図２）。移植

後 28 日目の PGCLC 由来細胞（EGFP 陽性

細胞）においてはまだ PGC マーカーである

TFAP2C が発現して MAGEA4 の発現は見

られなかった。56 日目になると半分近くの細

胞で MAGEA4 の発現が観察され、PGC から

Gonocyte への分化が起こっていると考えられ

た。 81 日目においては全ての細胞で

MAGEA4 の発現が見られ、Gonocyte へと分

化していると考えられた。生殖細胞発生の分化

の指標としてゲノムワイドな DNA メチル化の消

去がある。生体内では PGC の前期から後期に

かけて脱メチル化が進み、PGC 後期から

Gonocyte 前期にかけてはほぼ完全に消去され

た状態で維持される。腎被膜下の PGCLC の発

生系においては、移植後 25日目にはほぼ消去

されており、移植後 105日目においても DNAメ

チル化レベルが低いままであることが分かった

（図３）（より長期の培養は、がん化するため難し

い）。また、day105 の細胞の遺伝子発現を

RNA-seq によって調べたところ Gonocyte のマ

ーカー遺伝子の発現が検出された。本培養系

によって初期の Gonocyte まで分化が実現した。

結果を論文にまとめ、現在 revise の最終段階である（BioRxiv で閲覧可能）。 
 

研究 2 : マーモセットへの再構成精巣の自家移植 
始めに、凍結保存したマーモセット新生児精巣からを in vitro において再構成精巣が作製

できることが明らかにした。次にマーモセットの体内で再構成精巣を作製するために、新生児

個体から iPS 細胞を樹立して CAG-EGFP をレンチウイルスで導入して細胞をラベリングした。

それを PGCLC へと分化させ、凍結保存していた新生児精巣と細胞塊を作製し、成長したマー

モセットの腎被膜下に移植した。移植 105 日目に観察を行ったところ、移植した細胞塊が成長

しており、PGCLC に由来する EGFP の蛍光が観察された（図４A）。細胞塊を回収し、HE 染色

をおこなったところ明確な精細管構造が形成されていることが明らかになった（図４B）。採取し

た 105 日目再構成精巣の免疫染色の結果、ほとんどの PGCLC 由来細胞において PGC マー

カーの TFAP2C の発現が消失して Gonocyte マーカーである MAGEA4 の発現が確認された

（図４C,D）。マウス腎臓に移植した場合とは違いがん化している様子がまったくなかったため、
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図 3. PGCLCの DNA メチル化レベルの変化 

図 2. 再構成精巣中における PGCLC の分化 

下のチャートは生体精巣において各マーカーを

発現する細胞の割合を示す。 
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現在はより長期の実験を行っているところである。 
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図 4. 自家移植により作製した再構成精巣  

A. 精巣細胞のみから作製した再構成精巣（腎臓左）および精巣細胞に PGCLC を加えて作製した再構成

精（腎臓右） 

B. 再構成精巣の HE 像  

C,D PGCLC を加えて作製した再構成精巣の免疫染色。EGFP と PGC マーカーの TFAP2C の共染色（C）、

EGFP と MAGEA4 の共染色（D） 
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