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研究成果の概要（和文）：多細胞生物では、発生初期に生殖細胞を含む体を構成するすべての細胞を作り出すこ
とができる多能性細胞が出現する。本研究では、多能性細胞から生殖細胞への分化を制御する転写因子ネットワ
ークの種間比較を行った。まず、マウスにおいて始原生殖細胞の形成に必須の遺伝子であるPrdm14のイモリ胚に
おける機能解析を行ったところ、マウスとは異なり初期発生に必須であることが分かった。また、ヒト多能性幹
細胞から始原生殖細胞形成過程においては、一過的なPrdm14の発現抑制が始原生殖細胞形成に必要であることも
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The pluripotent cells are established in the early embryo during the 
development of multicellular organisms. In this study, we tried to compare the transcriptional 
networks for converting from pluripotent cells into primordial germ cells. We provided evidence that
 Prdm14, an essential factor for germ cell specification in mice, is critical for the early 
development of newt embryos. Furthermore, we identified that the transient downregulation of PRDM14 
expression is vital for human germ cell specification. 

研究分野： 発生生物学

キーワード： 多能性幹細胞　生殖細胞　エピジェネティクス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　多能性細胞の成立・維持及び始原生殖細胞形成を制御する転写因子ネットワークにはマウスとヒトで保存され
ていない構成成分が多く存在する。本研究において、転写因子PRDM14がイモリにおいて初期発生に重要であるこ
とが明らかとなったため、四肢動物全般においてPRDM14は初期発生に重要である可能性及びマウス特異的に重要
性が消失した可能性が考えられる。また、多能性幹細胞は哺乳類のみで樹立が成功しているが、本研究の成果
は、有尾両生類の多能性幹細胞の樹立に繋がる可能性が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

生殖細胞の形成様式には、受精卵の段階で生殖細胞決定因子が非対称に局在する“Preformation”

と呼ばれる様式と、発生初期に体細胞と生殖細胞の両方に分化できる多能性細胞を一旦作り、こ

の多能性細胞から外的シグナルによって生殖細胞が選別される“Epigenesis”と呼ばれる様式

の２つが存在する。研究開始当初、ショウジョウバエ、ゼブラフィッシュ、アフリカツメガエル

及びマウスなどのいわゆる「モデル生物」を用いて、生殖細胞形成機構に関する研究が精力的に

行われていたが、生殖細胞形成に必要な種を超えた共通原理の抽出には至っていなかった。何故

か？研究代表者は、マウス以外のモデル生物が“Preformation”によって生殖細胞を形成するこ

とが一つの要因であると考え、生殖細胞形成機構の種を超えた共通原理を探索するために、

“Epigenesis”で生殖細胞を形成する生物を用いた種間比較解析を行った。 
 
２．研究の目的 

多能性細胞の成立に必要な転写因子ネットワークの「祖先型」とは？祖先型転写因子ネットワー

クが進化的にどのように変化したのか？また、ヒト多能性細胞から始原生殖細胞への変換を制

御する転写因子ネットワークとは？ この３つ問いを明らかにすべく、主に以下の 3 つ研究項目

を遂行した。 

(1) 多能性の成立に必要な転写因子ネットワークの進化的起源と変容 

(2) 運動ニューロンから生殖系列へのPRDM14の発現様式の変化とその影響 

(3) ヒト多能性細胞から始原生殖細胞への変換を制御する転写因子ネットワークの同定 
 
３． 研究の方法 

(1) 多能性の成立に必要な転写因子ネットワークの進化的起源と変容 

四肢動物の祖先的形質をも持つ有尾両生類イベリアトゲイモリを用いて哺乳類の多能性ネット

ワークのハブ転写因子である POU5F1 と多能性ネットワークの周辺に位置する転写因子 PRDM14

のイモリオーソログの発現（定量的 RT-PCR）及び機能解析（アンチセンスモルフォリノ）を行

った。 
 
(2) 運動ニューロンから生殖系列へのPRDM14の発現様式の変化とその影響 

イベリアトゲイモリにおける Prdm14 の発現を定量的 RT-PCR 及び in situ hybridization を用

いて解析した。また、マウス特異的な着床期エピブラストにおける Prdm14 の発現消失機構を解

析するために、ネズミ上科及びネズミ科特異的なシス領域を CRISPR/Cas9 システムで人為的に

改変し、Prdm14 の発現に与える影響を解析した。 
 
(3) ヒト多能性細胞から始原生殖細胞への変換を制御する転写因子ネットワークの同定 

ヒト多能性幹細胞から始原生殖細胞形成過程における転写因子 PRDM14 の発現消失の機能解析を

行なった。具体的な方法としては、ドキシサイクリンで PRDM14 の発現制御可能なヒト iPS 細胞

を用いて、遺伝子発現変化及び始原生殖細胞への分化誘導効率を測定・比較した。 
 

４． 研究成果 

(1) 多能性の成立に必要な転写因子ネットワークの進化的起源と変容 

イベリアトゲイモリの多能性関連遺伝子の配列情報をアホロートルオーソログの配列情報を元

に、イベリアトゲイモリのゲノム情報ポータルサイトiNewtを用いてイベリアトゲイモリ多能性

関連遺伝子のmRNA情報を取得した。この配列情報を用いて、イベリアトゲイモリ胚発生における

多能性関連遺伝子の発現変化をリアルタイムPCRで解析した。その結果、マウスとは異なり、

Prdm14は未受精卵に蓄積しており、神経胚期前後までに発現が維持され、その後発現が完全に消

失した。また、Pou5f1はイモリでは共通祖先遺伝子が遺伝子重複で出現したと考えられるPou5f1

とPou5f3が存在する。Pou5f1はPrdm14と同様の発現パターンを示し、Pou5f3はNanogやSox2と同

様に胚性ゲノム活性化が起こる、ステージ8付近に発現上昇が観察された。次に、Prdm14と

Pou5f1/3のノックダウン実験を行なった。Prdm14ノックダウン胚は神経胚期前後に発生が完全



に停止したことから、始原生殖細胞特異的表現系を示すマウスとは異なり、イベリアトゲイモリ

においてPrdm14は初期発生に重要であることが明らかと

なった（図1）。また、Pou5f1のノックダウン胚は原腸胚後

期に、Pou5f3のノックダウン胚は神経胚期にそれぞれ発

生が停止した。したがって、四肢動物の祖先ではPou5f1及

びPou5f3が独立の機能を持っており、哺乳類の出現過程

でPou5f3が初期発生において不必要となりゲノムから消

失した可能性が考えられる。 
 
(2) 運動ニューロンから生殖系列へのPRDM14の発現様式の変化とその影響 

① イベリアトゲイモリ胚におけるPrdm14の発現パターン解析 

イベリアトゲイモリ胚におけるPrdm14の発現パターンをin situ hybridizationで解析したとこ

ろ、運動ニューロンと多能性細胞であるアニマルキャップの両方での発現が確認された。このこ

とから、有尾両生類では運動ニューロンと多能性細胞の両方でPrdm14が機能している可能性が

考えられる。 

② ネズミ科・ネズミ上科特異的シス領域によるPrdm14の発現制御機構の解明 

Prdm14のエンハンサー領域には羊膜類で保存されたシス領域とネズミ科・ネズミ上科特異的シ

ス領域が存在した。そこで、CRISPR/Cas9システムを用いてマウスES細胞におけるネズミ科・ネ

ズミ上科特異的シス領域の破壊を行った。その結果、ネ

ズミ科・ネズミ上科特異的シス領域はES細胞における

Prdm14の発現とエピブラストへの分化過程における

Prdm14の発現消失の両方に必須であることが分かった。

この結果から、ヒトとマウスの共通祖先からマウスへ進

化する過程に新たに獲得したシス領域によって、マウス

特有のPrdm14の発現パターンを獲得した可能性が考え

られる。さらに、ネズミ科・ネズミ上科特異的を改変し

たES細胞をエピブラスト様細胞へ分化させたところ、ヒ

トと同様にPrdm14の発現が維持され、エピブラストの分

化遅延が観察された（図2）。 

 

(3) ヒト多能性細胞から始原生殖細胞への変換を制御する転写因子ネットワークの同定 

ドキシサイクリンの有無で人為的にPRDM14の発現を制御できるhiPSCを用いて、始原生殖細胞の

前駆細胞である中胚葉性多能性細胞及び始原生殖細胞におけるPRDM14の機能解析を行なった。

その結果、PRDM14は始原生殖細胞形成に必要な遺伝子を抑制する機能があり、始原生殖細胞形成

過程にPRDM14を過剰発現することで、始原生殖細胞形成効率が減少することを突き止めた。この

結果は、ヒト始原生殖細胞の形成過程におけるPRDM14の一過的な発現減少が、始原生殖細胞形成

に必須であることを明らかにした。 
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