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研究成果の概要（和文）：2004年に我々は培養精子幹細胞であるgermline stem (GS)細胞が培養中に自発的に脱
分化し、embryonic stem (ES)細胞と同等な多能性幹細胞であるmultipoitent GS (mGS)細胞へと変化することを
見出した。しかしながら、その効率は極めて低く、分子メカニズムについても不明であった。本研究で我々はGS
細胞においてDNAの脱メチル化が起こるとmGS細胞へ変化することを見出した。DNAの脱メチル化は発がん遺伝子
Dmrt1の発現低下を引き起こし、これがES細胞の維持に必要とされるSox2の発現上昇を誘導することでGS細胞が
多能性を獲得することがわかった。

研究成果の概要（英文）：In 2004, we discovered that cultured spermatogonial stem cells, designated 
as germline stem (GS) cells, can spontaneously dedifferentiate into embryonic stem (ES) cell-like 
multipotent GS cells. However, the frequency of conversion was very low and the mechanism underlying
 this dedifferentiation remained unknown. In this research, we found that DNA demethylation in GS 
cells induces downregulation of Dmrt1, which is one of the germ cell tumor genes. This Dmrt1 
downregulation leads to induce Sox2 gene, which is one of the essential genes involved in the 
maintenance of ES cells. Our results suggest that epigenetic abnormalities in GS cells are 
responsible for the acquisition of pluripotency in GS cells. 

研究分野：生殖生物学

キーワード： 精子形成　がん
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１．研究開始当初の背景 
	
 生殖細胞は次世代に遺伝子を伝達するの
みならず、奇形腫へ変化することにより様々
な種類の体細胞へと分化するユニークな能
力を持っている。しかしながら、その体細胞
への発生能力を抑制している分子機構は
未解明である。生殖細胞の腫瘍化に関わる
因子の多くが ES 細胞の未分化性制御因子で
あることから生殖細胞がんの発生と細胞分
化能のリプログラミングには密接な関係が
あると考えられている。例えば、生殖細胞腫
瘍で高頻度に重複が見られる 12 番染色体短
腕には Nanog,	
 GDF3,	
 EDR1 など ES 細胞で高
発現している複数個の遺伝子が局在してお
り、ES 細胞関連遺伝子群の高発現が生殖細胞
腫瘍の発生を促進するのではないかと指摘
されている。また、これらの因子は生殖細胞
の発生にも重要であることから、体細胞への
発生能力の抑制とリプログラミング・が
ん化は密接な関係があると予想される。	
 
	
 しかしながら、生殖細胞腫瘍の実験系は動
物実験モデルに限られていることが研究の
大きな妨げになっており、そのために腫瘍の
発生起源、細胞系譜や分子機構についても詳
細な解析は行われていない。また、生殖細胞
腫瘍のごく一部が体細胞への分化能力をも
つことから、がんとリプログラミングの違い
がどこにあるのかについても未解明である。 
	
 我々のグループは 2003 年に精子幹細胞の
長期培養に成功し、この細胞 (GS細胞) を利
用して精子幹細胞の研究を行って来た。この
培養系の確立により大量の生殖細胞を調製
し、分子生物学・生化学的な解析を行うこと
が可能になった。また、従来は生殖細胞に遺
伝子導入を行うことは極めて困難であった
が、GS 細胞の樹立により精子幹細胞の遺伝
子操作は比較的容易な技術となった。我々は
GS 細胞の自己複製過程の研究で、この細胞
がさまざまな種類の生殖細胞がんへと変化
することを明らかにしてきた。例えば 2004
年に我々はGS細胞が奇形腫を作るES細胞様
の幹細胞である multipotent GS (mGS) 細胞に
高頻度で変換することを見いだした 
(Kanatsu-Shinohara et al. Cell 2004)。この mGS
細胞への変換はがん抑制遺伝子である p53の
欠損により促進され、mGS細胞はその表現型
のみならず、キメラ形成能も持つ点で ES 細
胞と酷似している。 
	
 また 2009年にはGS細胞の自己複製シグナ
ルの中心にある Rasの活性化型分子を過剰刺
激することでセミノーマを生じうることを
報告 (Lee et al. Cell Stem Cell 2009)、2012年
には H-Ras,c-myc, p53抑制体などのがん遺伝
子を、精巣から採取した濃縮精子幹細胞集団
へ遺伝子導入することにより生殖細胞の試
験管内形質転換に成功した (Morimoto et al. 
Biol Reprod 2012)。この形質転換細胞はキメ
ラ形成能を持たないが、ES細胞と類似した形
態をもち、生体に移植すると未分化奇形腫を
作った。これらの実験の結果、我々は生殖細

胞からのがん化プロセスはエピエノム異
常と密接な関連があるという仮説を持つに
至った。特にインプリンティング遺伝子であ
る H19 は生後に発生する一部のがんを除き、
ヒトでもほぼ全例で DNA の脱メチル化が起
こっており、インプリンティング遺伝子のメ
チル化制御は発がんの過程に深く関わる可
能性が高いのではないかと考えられる。一方、
この発がん誘導法は初代培養の精子幹細胞
には有効であるが GS 細胞には適用できなか
ったことから、GS 細胞と生体内にある精
子幹細胞は精子形成能を持つという点で
は共通するものの、機能的な差異がある
ことも分かってきた。これらの研究により
従来は生体モデルしかなかった生殖細胞が
んの研究を試験管内において行うことがよ
うやく可能となった。 
 
２．研究の目的 
	
 そこで本研究では申請者はこれらのイン
プリンティング遺伝子の制御異常が精子
幹細胞の体細胞への分化能力の脱抑制を
引き起こし、リプログラミング・生殖細
胞の腫瘍化を引き起こすのではないかと
仮説を立てた。より具体的には GS 細胞のが
ん化・リプログラミングに関与しうるエピジ
ェネティック因子群を機能的にスクリーニ
ングを行い、マイクロアレイや次世代シーク
エンサーを駆使し、最終的に 1) どのように
生殖細胞が体細胞への発生能力を抑制し
つつ未分化性を維持するのか、2)リプログ
ラミングとがんの違いはどこにあるのか
を明らかにしたい。更にその知識に基づき、
3) GS細胞のリプログラミングの人為操作
を目指す。  
 
３．研究の方法 
	
 
	
 本研究ではがん幹細胞の前駆細胞である

p53 欠損 GS 細胞を用いた機能的スクリーニ
ング、GS 細胞と精子幹細胞の違いの解析、
精子幹細胞からのリプログラミング制御を

行うストラテジーの開発を目指す。 
(1) p53欠損 GS細胞を用いたがん遺伝子・エ
ピジェネティック因子のスクリーニング 
	
 これまでの我々の研究において、p53 欠損
マウスから樹立された GS 細胞は高頻度で
mGS 細胞へと変化することを見いだしてい
る (Kanatsu-Shinohara et al. Cell 2004)。しかし
ながら、多能性幹細胞への変化は偶発的なも

のであり、この細胞を精巣内に移植すると精

子形成を行い、p53 の欠損はリプログラミン
グを起こすための十分条件ではない。その意

味では、p53 欠損 GS 細胞は試験管内では正
常の表現型を示すが、外来性の自己複製因子

を添加せずとも増殖する“前がん幹細胞”状態
にある。そこで、この実験系を利用して、こ

れまでヒト全ゲノム相関解析の結果得られ

た生殖細胞がん関連分子  (例えば KITL, 



ATF71P, DMRT1, TERT など) とエピジェネ
ティック因子群 (ヒストン修飾酵素、DNAメ
チル化酵素、ポリコーム関連因子、

Piwi-interacting 因子, microRNA 経路を含む) 
を候補として、これらの遺伝子の発現異常を

誘導する。即ち、生殖細胞がんで増強が見ら

れる場合は、遺伝子ノックダウンを行い、発

現低下が見られる場合は過剰発現を行う。遺

伝子導入された細胞は未分化細胞特異的分

子であるNanogの発現と軟寒天コロニー形成
法をアッセイとして、候補遺伝子のがん化活

性をスクリーニングする。 
(2) p53欠損 GS細胞のリプログラミングを促
進する小分子化合物のスクリーニング 
	
 本実験では小分子化合物ライブラリーを

用いて GS 細胞のエピゲノムに影響する化合
物を同定する。1) の実験では特定の分子群に
ついてターゲットを定めてスクリーニング

を行うが、外来遺伝子の発現が体細胞よりも

抑制されている GS 細胞では、ウイルス発現
ライブラリーを用いた規模のスクリーニン

グを行うのは困難である。そこで、本プロジ

ェクトでは理研・吉田稔グループとの共同研

究により 3万個の小分子化合物を用いたスク
リーニングを行う。この実験では大量のサン

プルを小規模の培養系で試験するために、効

率のよい実験系を構築する必要がある。そこ

で Nanog リポーターマウスから樹立された
GS 細胞に p53 抑制体遺伝子を導入し、リプ
ログラミング効率が亢進している GS 細胞を
樹立する。次にこの細胞を 96 穴プレートに
プレーティングし、UV照射下で Nanogレポ
ーター由来の GFP の発現を誘導する化合物
をスクリーニングする。最終的な機能の確認

には、軟寒天コロニー形成法をアッセイとし

形質転換・マウスキメラ作成能を誘導する分

子を同定する。 
(3) 精子幹細胞と GS 細胞の機能的差異の原
因の解明 
○1 全ゲノム DNA メチル化解析とエピゲノム
動態の解析 
	
 野生型 GS 細胞は初代培養の精子幹細胞と
異なり、がん遺伝子や Yamanaka 因子を導入
しても形質転換した細胞へと変化すること

がないことから、GS 細胞の樹立の過程にお
いてエピジェネティックな変化が起こって

いることが予想される。実際、GS 細胞と生
体内にある精子幹細胞では Sox2 のメチル化
パターンが異なっていることが他のグルー

プから指摘されている。本研究では我々がこ

れまでに確立した精子幹細胞の濃縮プロト

コールを利用して、精巣から直接分離した精

原細胞と GS 細胞およびリプログラミングを
起こしたGS細胞の 3種類の細胞のDNAメチ
ル化プロファイルを全ゲノムレベルで決定

する。違いが見られた遺伝子については、レ

ンチウイルスを用いてそれぞれのタイプの

細胞へ遺伝子導入を行い、その機能への影響

を精巣への移植およびメチルセルロースコ

ロニー形成能によりアッセイを行う。1) によ
り同定したエピジェネティック因子につい

ては、時系列で網羅的マイクロアレイ・Chip
シークエンス解析を行い、その発現変動に類

似した変化を起こすエピジェネティックマ

ークを検索する。 
○2 精子幹細胞における DNA メチル化酵素の
役割の解明 
	
 GS細胞と精子幹細胞のDNAメチル化の違
いがあることやその形質転換に対する感受

性の違いを鑑みると、生体内における精子幹

細胞における DNA メチル化酵素の役割を検
討する必要がある。精子幹細胞で特異的に遺

伝子破壊を行うことができる Cre発現マウス
は存在しないため、精巣より回収した幹細胞

を Creを発現するアデノウイルスを感染させ、
別個体の不妊マウスに移植することにより、

精子形成に対する影響を解析する。 
○3 精子幹細胞のエピゲノム操作によるリプ

ログラミング・分化制御系の開発 
	
 我々は種々のエピジェネティック因子 (例
えばRing1, Ezh2, Dicer, H3K9メチル酵素であ
る G9a, GLPなど) に対する short hairpin RNA
を作成しており、これらを発現するレンチウ

イルスを精子幹細胞の形質転換時に同時に

発現させ定量的にコロニーカウントを行う

ことにより、精子幹細胞のリプログラミング

を制御する分子を同定する。shRNAを用いた
スクリーニングで同定された遺伝子につい

てはノックアウトマウスを用いた解析を行

い、その結果を再確認すると共にアデノウイ

ルスを用いて精子幹細胞において conditional
に該当遺伝子を欠損させ精子形成への影響

を解析する。形質転換を抑制する遺伝子を同

定することができた場合には、これまでに

我々が構築したレンチウイルスによる発現

誘導・抑制系を用いて、これらのエピゲノム

制御因子を操作し精子幹細胞の分化・脱分化

を自在に操作する実験系の確立を目指す。 
	
 
４．研究成果	
 
	
 我々はがん抑制遺伝子である p53 と DNA の
メチル化維持酵素である Dnmt1 を同時の抑制
すると GS 細胞から mGS 細胞を誘導すること
ができることを見出した。Dnmt1 の抑制はグ
ローバルな DNA 脱メチル化を引き起こし、遺
伝子導入された GS 細胞はほぼ前例で mGS 細
胞へと変化した。P53 と Dnmt1 遺伝子の抑制
は体細胞でも発がんを誘導することから、
我々はこの処置が生殖細胞の発がん遺伝子
の発現上昇を誘導しているのではないかと
考えた。	
 
	
 この仮説を検証するために、ヒト生殖細胞
関連遺伝子を候補としてその発現異常を誘



導し、多能性細胞への変化を引き起こす遺伝
子をスクリーニングしたところ、Dmrt1 遺伝
子を抑制した場合に GS 細胞の脱分化を誘導
できることがわかった。Dmrt1 遺伝子は性決
定と同時に減数分裂制御にも関与する遺伝
子として知られていたが、GS 細胞においては
多能性幹細胞で発現する Sox2 遺伝子の mRNA
の発現を抑制していることが明らかとなっ
た。Sox2 は ES 細胞の多能性維持に極めて重
要な遺伝子であることから、Dmrt1 により
Sox2 が抑制されていることにより GS 細胞の
脱分化が抑制されていることが予想された。
そこで GS 細胞において p53 の抑制と Sox2 の
過剰発現を行ったところ、この方法でも GS
細胞から nGS 細胞を誘導することができた。
これらの結果は GS 細胞におけるエピゲノム
の不安的性が Dmrt1 の発現異常を引き起こし、
その結果 Sox2 の発現が上昇することが mGS
細胞の発生の原因となっていることを示唆
する。	
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