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研究成果の概要（和文）：マウスでは、胚盤胞期に栄養外胚葉細胞（TE）が、Cdx2遺伝子の発現亢進とOct3/4遺
伝子の発現低下により、細胞運命が決定されることが知られている。このTEは、将来胎盤組織へと分化する。し
かし、ヒトの場合、胚盤胞でのCDX2遺伝子の発現量は低い。本研究では、当研究室で樹立に成功したヒトトロホ
ブラスト幹細胞（TS細胞）を用い、CDX2遺伝子の発現とその発現を調節する分子機構について解析した。その結
果、ヒトTS細胞では、CDX2遺伝子の発現は抑制され、ヒト胚体外組織への細胞運命決定への関与は極めて低いこ
とが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The specification of mouse trophectoderm (TE) lineage involves the 
transcript factor Cdx2 and Oct 3/4. At mouse molura stage, Cdx2 proteins demonstrate restricted 
expression in the outer cells of TE and Oct 3/4 in inner cell of the inner cell mass. In human, the 
molecular mechanism of TE commitment remains obscure. We examined on Cdx2 function in TE 
determinations using human trophoblastic stem (TS) cells, which we derived from cytotrophoblasts and
 blastocysts.  Unlike in a mouse TE lineage, human CDX2 and OCT3/4 proteins not expressed in TE and 
TS cells. The promoter regions of human CDX2 showed hypermethylation were and had repressive histone
 modifications. We speculated that CDX2 does not function as TE determination in human.

研究分野： 分子生物学

キーワード： ヒト胎盤発生　CDX2　エピジェネティクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトでは、将来胎盤となる栄養外胚葉への分化に、いかなる分子がどのようなエピジェネティックな分子機構を
介して決定され、維持されるかは未解決の問題である。本研究では、ヒトCDX2遺伝子の胎盤発生に関わる役割に
ついて検討した。ヒト及びマウスの異種動物間でCDX2遺伝子の機能について、その特異性、連続性、多様性を明
らかにすることで、胎盤を有する哺乳類の進化に果たす役割について理解することができる。また、ヒト胎盤に
おけるCDX2の機能解析は、正常な胎盤発生、分化の理解および流産、胎盤の発生異常やそれに起因する胎児疾患
の原因解明にも繋がる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

（1）哺乳類では、受精後の胚盤胞期に、胚体細胞系列（内部細胞塊 : ICM）と胚体外細胞系列

（栄養外胚葉 : TE）が最初の細胞分化を起こす。前者は、胎児性幹細胞（ES 細胞）で全能性

を維持し、後者はトロホブラスト幹細胞（TS 細胞）で、多能性を示し、将来胎盤組織へと分

化する。両者は、同じゲノム配列を持つにも関わらず、全く異なる細胞系譜を辿る。これに

は、エピジェネティックな修飾機構の存在が推測されている。 

（2）マウスでは ES 細胞と TS 細胞の分化決定に、それぞれ Oct3/4 遺伝子と Cdx2 遺伝子

が必須であることが知られている（Rossant. Nature Review. 2007）。また、ES 細胞に Cdx2

遺伝子を過剰発現させると、TS 様細胞に変換することも報告され、両者の発現量比で、

ES 細胞と TS 細胞の分化の方向性を決定しているという仮説が立てられている（Niwa. 

Cell. 2005）。しかし、ヒト胎盤では、CDX2 遺伝子の発現量は低く、免疫染色法でも胚

盤胞で発現は認めないため、ヒト発生過程では、マウスと同じ分子機構が機能するのか

明らかではない。 

（3）当研究室では、ヒト分化誘導型胎盤栄養膜モデル細胞株（TS 細胞）の樹立に成功し

ている。この細胞株は、初期胎盤絨毛の細胞性栄養膜細胞から樹立した細胞株で、培養

液に数種類の転写因子と増殖因子を添加することにより、安定に長期間未分化を維持で

きる。また、転写因子を除くとすみやかに合胞体栄養膜細胞（ST 細胞）へと分化する性

質を有する。 
 
２．研究の目的 

本研究では、まずヒト胎盤組織への分化過程における CDX2 遺伝子の役割を明らかにする

ため、ヒト TS 細胞株を用い、CDX2 遺伝子の発現とエピジェネティックな分子機構について

解析する。次に、胎盤の分化に伴う CDX2 遺伝子の機能について、TS 細胞の細胞特性、分子

特性の変化を経時的に明らかにする。さらに、マウス TS 細胞株における Cdx2 の遺伝子発現

や分子機構と比較し、胚体外組織の発生、分化における種特異性と保存性について明らかにす

る。 
 
３．研究の方法 

（1）ヒト胎盤栄養膜細胞での CDX2 遺伝子の発現とエピゲノム解析：  

①ヒト初期胎盤絨毛細胞における CDX2 の発現： 

胎盤組織は細胞性栄養膜細胞（CT）と合胞体栄養

膜細胞（ST）を高純度に分離した。消化酵素を用い

て単一な細胞に分離し、抗体を用いて、高純度の精製

細胞を抽出した（図 1）。次に、各細胞群より、

DNA/RNA を抽出した。RNA は、cDNA を合成し、

リアルタイム PCR 法にて CDX2 遺伝子の発現を比較

解析した。コントロールとして全胎盤組織 RNA を用

いた。 

 

 図 1 妊娠初期胎盤絨毛より構成細胞を精製 
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②CDX2 発現量の解析： 

ヒト TS 細胞、ES 細胞、生体の CT 細胞より、RNA を抽出した。cDNA 合成後、リア

ルタイム PCR 法を用いて、CDX2 遺伝子の発現量を解析した。 

 

③CDX2 遺伝子のエピゲノム解析： 

CDX2 遺伝子プロモーター領域の DNA メチル化とヒストン修飾について解析した。 

・DNA メチル化の解析： 

細胞から抽出した DNA は Bisulphite 処理後 PCR を行い（Bisulphite-PCR 法）、クロー

ニングベクターを用いシーケンスした。少なくとも 10 個のクローンについて解析し、

PCR 領域内の全てのメチル化部位について解析した。ELF5 遺伝子のプロモーター領

域のメチル化と比較した。 

・ ヒストン修飾の解析： 

同細胞核より蛋白質-DNA 複合体を抽出。超音波ソニケーターで粉砕後、活性型修飾

の解析には、抗ヒストン H3-K(リジン)9 と H3-K14 のアセチル化および抗 H3-K4 のジ

メチル化抗体を利用した。一方、不活化型には抗ヒストン H3-K9 ジメチル化および抗

H3-K27 のトリメチル化抗体を利用した。それぞれ免疫沈降後、PCR によりヒストン

修飾の有無について解析した。 

 

（2）ヒトTS細胞を用いたCDX2遺伝子の機能解析と分子間相互作用： 

①siRNA 強制発現用ベクターの作製と細胞の樹立： 

CDX2 遺伝子のノックダウン用の siRNA を 2 種類設計した。強制発現用ベクター

（pcDNA）にクローニングし、ヒト TS 細胞にトランスフェクションした。CDX2 蛋

白の減弱（消失）はウェスタンブロッティングによって確認した。ノックダウン効率

は、リアルタイム PCR によって測定した。 

②CDX2 ノックダウンTS 細胞株の形態学的変化と細胞増殖能の解析： 

CDX2 ノックダウンTS 細胞の細胞形態とコロニー形成能を測定した。細胞周期分布はフ

ローサイトメトリー（FACS）で解析し、正常（WT）細胞と比較した。 

③CDX2 ノックダウンTS細胞における分子間相互作用： 

CDX2 遺伝子の永続性ノックダウンTS 細胞株を樹立し、RNA を抽出した。ヒト胎盤特異

的な未分化マーカー（EOMES, ID2, ERRB）とES 特異的マーカー（OCT3/4）の遺伝子発

現量を比較した。また、ノックダウンCS 細胞株を分化誘導し、胎盤特異的分化遺伝子マ

ーカー（MASH2, HPL）の発現量の比較と巨細胞の出現の有無を確認した。 

 

 

 

 

 

 

 



４．研究成果 
（1）ヒト胎盤栄養膜細胞での CDX2 遺伝子の  

分子機構の解明： 

まず、初期 CT 細胞と TS 細胞の CDX2 の

発現量について検討した結果、ES 細胞と同様

の発現量であることが判明した（図 2）。次に、

2 種類のヒト TS 細胞を用いて、CDX2 遺伝子

プロモーター領域の DNA メチル化とヒストン

修飾について解析を行なった。DNA メチル化の

解析は Bisulphite-PCR 法で、ヒストン修飾の解

析では、活性型修飾の解析には、抗ヒストン

H3-K9 とH3-K14 のアセチル化および抗H3-K4

のジメチル化抗体を利用した。一方、不活化型

には抗ヒストン H3-K9 ジメチル化および抗

H3-K27 のトリメチル化抗体を利用した。それぞ

れ免疫沈降後、PCR によりヒストン修飾の有無

について解析した。その結果、CDX2 遺伝子の

プロモーター領域（320bp）は、高メチル化状

態であることが明らかとなった（図 3）。同様に、ヒストン修飾も不活性型で有意な変化

を認めた。一方 ES 細胞でも、高メチル化状態を維持していることが判明した。この結

果はメチル化阻害剤を添加して、再確認した。これらの結果より、マウスとは異なり、

ES と TS の分化維持過程には、CDX2 遺伝子の転写活性が作用しない事が示唆された。 
 

（2）未分化栄養膜細胞株を用いたCDX2遺伝子の機能解析と分子間相互作用： 

 一過性に遺伝子発現を抑制する

CDX2 遺伝子のノックダウン（KD）TS

細胞（3 株）を用いて、未分化 TS マー

カー遺伝子 (ELF5, GATA3) の発現解

析を行なった。その結果、いずれも発

現量に有意な差を認めなかった（図 4）。

両遺伝子のプロモーター領域について、

メチル化の解析を行ったところ、TS

細胞に比べ高メチル化状態を示した

（平均値：78.2%）。ノックダウン効率は約 40%であったが、細胞形態に大きな変化はみ

られなかった。以上結果より、ヒト TS の分化と維持過程には、転写因子 CDX2 遺伝子

発現は、必ずしも必要でないことが示唆された。今後、CDX2 遺伝子の KO 細胞を作製

し、検証することが必要と考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 CDX2 の遺伝子発現 
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図 3  CDX2 プロモータのメチル化解析 
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図 4 ヒストン修飾（H3K9 ジメチル化） 
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