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研究成果の概要（和文）：JEG-3細胞株は、ヒト胎盤未分化栄養膜細胞のモデル細胞である。我々は、分化誘導
したJEG-3細胞には、分化初期から後期までの細胞が存在することを見出した。この分化ステージの不均一な細
胞集団より未分化及び分化細胞を分取することを目的に、分化した栄養膜細胞で発現するアロマターゼと分化後
期の特徴である核の凝集を検出するレポーター細胞株の作製を試みた。

研究成果の概要（英文）：Human choriocarcinoma JEG-3 cells have been used as a model system for 
researching differentiation of trophoblast cells. When JEG-3 cells were cultured in a 
differentiation condition, the cells were not uniformly differentiated; some of them showed 
condensed nuclei and/or aromatase expression, which are known as differentiation features of 
trophoblast cells. In this study, to separate differentiated and undifferentiated cells, we 
established cell lines transfected with fluorescent reporters, which allowed us to observe nuclear 
shape and aromatase expression.

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
レポーター細胞株を用いて未分化及び分化細胞を分取できれば、分化関連因子を同定出来る可能性がある。それ
により、胎盤の主要構成細胞である栄養膜細胞の分化過程を解明に寄与することが出来ると考える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
栄養膜細胞は胎盤の主要な構成細

胞であり、胎児と母体の間の選択的
な物質交換、胎盤ホルモン（エストロ
ゲン、hCG など）の分泌という機能を
担っている。栄養膜細胞には、未分化
栄養膜細胞、分化栄養膜細胞、合胞体
栄養膜細胞と分化ステージの異なる
細胞が存在する（図１）。未分化栄養
膜細胞は未分化性を維持したまま増
殖するが、一部の細胞が分化栄養膜
細胞へと分化し、その後、核の凝集や
細胞融合した特徴を持つ合胞体栄養
膜細胞へと分化し、最終的にアポトーシスを起こし胎盤栄養膜より遊離する。この分化の流れが
正常に起こることにより、胎盤は成熟しその機能を維持することが出来る。従って、栄養膜細胞
の分化制御機構の解明は、産婦人科領域に有用な知見をもたらすことが期待できる。我々は、ヒ
ト未分化栄養膜細胞のモデル細胞である JEG-3 細胞株のアロマターゼ（エストロゲン合成酵素）
遺伝子の発現機構を解析してきた。その過程で、JEG-3 細胞を分化誘導処理すると、アロマター
ゼ陽性の細胞や、凝集した核を持つ細胞など、不均一な細胞が出現することを見出した。アロマ
ターゼの発現は分化中期、核の凝集は分化後期の特徴であるため、分化誘導処理した JEG-3 細胞
は胎盤の栄養膜細胞と同様に分化ステージの不均一な細胞集団の可能性があると考えた。 
 
２．研究の目的 
JEG-3 細胞がヒト胎盤栄養膜細胞の分化過程を反映した不均一な細胞集団であることを検証

し、その細胞集団から未分化及び分化状態の細胞を分取するシステムを作ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）JEG-3 細胞が分化ステージの不均一な細胞集団であることを検証するために、分化した栄
養膜細胞の指標となるアロマターゼの発現と核の凝集を調べた。アロマターゼの発現は、免疫染
色法と in situ ハイブリダイゼーション(ISH)法により検討した。核の凝集は、免疫染色時に
DAPI で核を染色して検討した。 
（２）未分化及び分化状態の細胞を分取するために、CRISPR-Cas9 システムを用いてアロマター
ゼ遺伝子を蛍光タンパク遺伝子に置き換えたレポーター細胞株を作製し、その有用性を検討し
た。 
 
４．研究成果 
（１）アロマターゼの発現を指標とした JEG-3 細胞の不均一性の検証 
① 免疫染色法による検討 
通常培養した細胞と分化誘導培養した細胞について、アロマターゼ抗体を用いた免疫染色を行
い、JEG-3 細胞の分化ステージを比較検討した。分化誘導培養は、コンフルエントな細胞をフォ
ルスコリン処理することとした。その結果、どちらの培養条件下でも、JEG-3 細胞集団にはアロ
マターゼ陽性と陰性の細胞が混在していることが明らかになった。アロマターゼ陽性細胞の比
率は、通常培養では 10％未満、分化誘導培養でも 20％程度であった。さらに、陽性細胞同士は
集まって存在する傾向があり、この傾向は分化誘導培養した細胞で顕著であった。また、凝集し
た核を持つ細胞は分化誘導培養した場合に特異的に認められた。以上より、今回の分化誘導培養
条件を用いれば分化初期から後期までの細胞が出現するため、分化ステージの異なる細胞を分
取する材料として適していると結論した。 
② ISH 法による検討 
JEG-3 細胞のアロマターゼの不均一な発現が遺
伝子転写レベルで制御されているかを検討する
ために、ISH 法によりアロマターゼの mRNA の検
出を試みた。その結果、JEG-3 細胞にはアロマタ
ーゼ遺伝子(CYP19A1)からの転写産物が見られ
る細胞と見られない細胞が混在していることが
確認できた（図２）。そして、免疫染色の結果と
同様に、アロマターゼ遺伝子を発現した細胞は
集まって存在する傾向が認められた。 
以上より、アロマターゼ遺伝子の発現と核の

凝集は、JEG-3 細胞の分化ステージを識別する
有効な指標となると考えた。 
 

 



（２）分化ステージをモニターする為のレポーター細胞株の作製と検証 
①ヒストン H2B を蛍光標識した細胞株の作製 
ヒストンはクロマチンの主要なタンパクであるため、このタンパクを蛍光標識した細胞は生細
胞で核の形を識別可能となる(Kanda T. et al., Curr.Biol. 1998) 。凝集した核を持つ細胞を
生細胞で識別する為に、ヒストン H2B の C 末端に赤色蛍光タンパクを融合したキメラタンパク
をコードする発現ベクターを JEG-3 細胞に導入した。作製した細胞株（H2B-mCherry 株）を分化
誘導し蛍光顕微鏡で観察したところ、正常な形の核を持つ細胞と凝集した核を持つ細胞が確認
できた。分化誘導した H2B-mCherry 株にはアロマターゼ陽性と陰性の細胞が混在していること
を免疫染色により確認した。以上より、H2B-mCherry 株は親株と同様の特徴を維持しており、ア
ロマターゼ遺伝子の発現をモニターするレポーター細胞株の作製に使用可能と判断した。 
② アロマターゼ遺伝子の発現をモニターするレポーター細胞株の作製 
CRISPR-Cas9を用いた相同組換えによるノックイン法によりH2B-mCherry株のアロマターゼ遺伝
子を緑色蛍光タンパク(GFP)遺伝子に置換したレポーター細胞株の作製を試みた。組み換えのド
ナーDNA には、GFP 遺伝子及びピューロマイシン耐性遺伝子をアロマターゼ遺伝子の転写開始点
前後に挟んだプラスミドを用いた。H2B-mCherry 株にドナーDNA をトランスフェクションした後、
ピューロマイシンを添加培養することで耐性株を得た。トランスフェクションは複数回行い、各
トランスフェクションにより得られた耐性株をクローニングした。これにより、複数の独立した
クローンを回収した。得られたクローンについて、ドナーDNA 側とアロマターゼ遺伝子側のプラ
イマーを用いてゲノム DNA の PCR を行い、ドナーDNA が正しくノックインされたクローンを選別
した。それらクローンについて分化誘導し蛍光顕微鏡で観察したが、GFP の蛍光を検出できるク
ローンは存在しなかった。蛍光が観察できなかった原因として、GFP の蛍光強度がアロマターゼ
遺伝子の発現をモニターするには十分でなかった、あるいは GFP 遺伝子の挿入位置に問題があ
った可能性を考えている。 
 
以上の結果を踏まえ 2020 年度からの研究課題では、アロマターゼ遺伝子の直下に IRES を挟

んで薬剤耐性あるいは感受性の遺伝子を挿入した細胞株の作製を計画している。これらの細胞
株では、挿入した遺伝子の発現はアロマターゼ遺伝子の発現制御下にあるので、薬剤を添加培養
することで、薬剤耐性株の場合は分化した細胞が、薬剤感受性株の場合は未分化細胞が回収でき
ると期待している。 
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