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研究成果の概要（和文）：生物の遺伝情報は損傷と修復を繰り返して変化する。個体発生過程の遺伝的安定性は
均一ではなく、生殖細胞及び幹細胞システムは分化体細胞と比べて遺伝情報をより安定に維持する事で個体及び
種の恒常性を保つものと考えられる。本研究では、マウス初期胚由来のES細胞及び各種in vitro分化誘導系、精
原細胞由来のGS細胞、胎仔繊維芽細胞等を用いて遺伝的安定性に関わる各種指標及びオミクスデータの詳細な比
較解析を行った。また、ES細胞の細胞周期活性および代謝活性を適切に制御する事で、多分化能を維持しつつ染
色体分配の安定性を人為的に向上する事が可能であるproof of concept (POC)を得た。

研究成果の概要（英文）：Genetic information is continuously modified by DNA damage and repair. In 
multicellular organisms, the genetic stability is differentially regulated depending on 
developmental stages and cell types. Among the various cell lineages, germline cells and stem cell 
systems are thought to maintain their genetic information more stably than differentiated somatic 
cells. However, how the genetic stability is properly coordinated with developmental programs is 
still not well understood. In this study, we carried out in depth comparative analyses of the 
genetic stability of mouse embryonic stem (ES) cells, their in vitro differentiated derivatives 
(ectoderm and mesendoderm etc), germline stem (GS) cells and embryonic fibroblasts etc. We obtained 
the proof of concept (POC) that the genetic stability of mouse embryonic stem cells can be 
artificially enhanced by modulating cell cycle activities and metabolic pathways while maintaining 
pluripotent differentiation capacities in vitro.

研究分野：発生生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題では、個体発生の起点となる初期発生過程および生殖系列細胞の遺伝的安定性に関わる制御機構を明
らかにする目的で、ES細胞、GS細胞、分化体細胞等のDNA損傷応答や染色体安定性に関わる詳細な比較データを
得た。また、ES細胞の多能性を維持しつつ染色体安定性を人為的に向上する幾つかの特異的経路の候補を同定し
た。これらの結果は、発生生物学、遺伝学など基礎生物学的に重要なだけでなく、再生医科学領域等において期
待が寄せられている幹細胞リソースの安定供給の為の技術開発の基盤となる事が期待される。

※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 

 生物の遺伝情報は常に損傷と修復を繰り返して変化する。多細胞生物では受精を起点

に個々の細胞の遺伝情報は変異を蓄積して癌や老化等の原因になるものと考えられる。

しかし各細胞系譜の遺伝的安定性は均一ではなく、幹細胞システムは分化細胞と比べて

遺伝情報をより安定に維持する事で生体恒常性を保ち、また生殖系列サイクルは特に遺

伝情報の安定性が高いものと考えられる。しかし、遺伝的安定性がどの様に発生プログ

ラムと連携して機能調節を受けるのか、また何故生殖系列サイクルの遺伝的安定性は特

に高いのか、その制御基盤の理解は殆ど進んでいない。本研究では哺乳類の初期発生過

程と生殖系列サイクルの遺伝的安定性の発生制御メカニズムの解明およびその理解に

基づいた遺伝的安定性の再構成を目的とする。マウス多能性幹細胞と生殖幹細胞の in 

vitro 増殖分化モデル等を用いて、(1)初期発生過程と生殖系列サイクルの遺伝的安定性

の発生制御、 (2)遺伝的安定性に関わる機能遺伝子群の発現制御、(3)遺伝的安定性の人

為制御が細胞の増殖分化能に与える影響、の解明を行う。遺伝的安定性の発生制御は生

物学上の重要課題であると共に その制御技術は幹細胞リソースの応用等にも広く重要

である。 

２．研究の目的 

 遺伝情報は常に物理化学的、生物学的損傷を受け、生物は遺伝情報の劣化を防ぐため

に各種ゲノム修復機構を獲得した。ゲノム修復機構の中核となる分子システムは進化的

に保存されており、従来主に単細胞モデル、培養体細胞などを用いて研究されてきた。 

一方、多細胞生物のゲノム損傷応答は癌や老化亢進等の疾患研究は行われているが、通

常の生理的状態でのゲノム安定性の高次制御の理解は進んでいない。これは正常な個体

ではゲノム修復機構はほぼ一定の発現や機能を持つものと考えられてきた事が一因で

ある。しかし、実際には例えば活発な細胞増殖が行われる初期発生過程や幹細胞システ

ムでは、ゲノム損傷応答は DNA 修復と共に細胞周期遅延や細胞死を惹起する事から、

発生プログラムと適切に連携して制御される事が重要である。また、生殖細胞は個体と

種が成立する根幹であり、遺伝的安定性は出来るだけ高く維持される(減数分裂を除く)

ものと考えられる。しかしこれら遺伝的安定性の発生制御の制御基盤は殆ど理解されて



いない。本研究では、個体発生過程で特徴的な機能調節を受ける遺伝的安定性の制御基

盤を体系的に研究するために、以下の問いにアプローチする。 

 (1) 初期発生過程と生殖系列サイクルの遺伝的安定性の発生制御 

 (2) 遺伝的安定性に関わる機能遺伝子群の発現制御 

 (3) 遺伝的安定性の人為制御が細胞の増殖分化能に与える影響 

３．研究の方法 

 本研究は、個体および種の成立の根幹である初期発生と生殖系列サイクルの遺伝的安

定性に焦点をおき、体細胞系譜との相違や分子基盤を解明し、遺伝的安定性の人為的な

再構成の可能性を探索する。本研究期間中に、以下の研究課題について主要な成果を得

た。 

(1)初期発生過程と生殖系列サイクルの遺伝的安定性の発生制御 

 マウス初期胚由来の多能性幹細胞である ES(embryonic stem)細胞及び各種 in vitro

分化誘導系、精原細胞由来の生殖幹細胞である GS(germline stem)細胞、胎仔繊維芽細

胞等を用いて遺伝的安定性に関わる各種指標の比較解析を行い、遺伝的安定性制御の”

body map”を作成する。 

(2)遺伝的安定性に関わる機能遺伝子群の発現制御 

 多能性幹細胞、生殖幹細胞、体細胞の各細胞系譜の発生段階に応じた遺伝的安定性の

相違は、その機能遺伝子群(DNA 修復、DNA 複製、染色体制御、細胞周期制御など)の遺

伝子発現調節や機能調節に基づくものと考えられ、その実体にアプローチするためにマ

ルチオミクス解析（RNAseq、プロテオーム解析）を行う。 

(3)遺伝的安定性の人為制御が細胞の増殖分化能に与える影響 

 上記(1)、(2)の研究項目の成果に基づき、多能性幹細胞の遺伝的安定性の向上に寄与

する事が期待される遺伝子・経路をターゲットとして、低分子化合物による機能抑制や

cDNA 発現、CRISPR activation 等による機能亢進を行なった場合に、多能性幹細胞の増

殖分化能や各種ゲノムストレスに対する遺伝的安定性を詳しく検証する。 

４．研究成果 

(1)初期発生過程と生殖系列サイクルの遺伝的安定性の発生制御 

 マウス ES 細胞には、naïve型、primed 型等の初期胚の発生段階に応じた未分化状態



が存在する。naïve型および primed 型マウス ES 細胞、および、これら ES 細胞から in 

vitro 分化誘導を行なった外胚葉、中内胚葉細胞、またマウス精原細胞由来の GS 細胞、

胎仔線維芽細胞等を用いて、各種 DNA 損傷刺激（X 線、DNA 複製ストレス、染色体分配

ストレス等）に対するチェックポイント応答（G1、S、G2、decatenation、spindle チェ

ックポイント等）、細胞死応答、染色体安定性等を詳細に調べた。また naïve型 ES細胞

と GS 細胞については、全ゲノムシークエンスによる mutation rate や mutational 

signature の解析を行なった（GS 細胞の全ゲノムシークエンスは京都大学医学部篠原隆

司研究室との共同研究）。これら解析によって、ES 細胞は体細胞と比べて特にチェック

ポイント応答が顕著に抑制されており、in vitro 分化誘導に伴ってチェックポイント

応答の回復が見られる事、また、ES 細胞の mutation rate は体細胞と比べて低い一方、

染色体安定性については、ES 細胞と体細胞で同等程度に染色体分配の異常が見られる

事が明らかとなった。一方、GS 細胞は mutation rate が ES 細胞、体細胞と比べて明ら

かに低く、また、染色体安定性についても各種ゲノムストレスに対して染色体分配の異

常が ES 細胞、体細胞と比べて有意に低く抑えられる事が分かった。 

(2)遺伝的安定性に関わる機能遺伝子群の発現制御機 

 マウス ES 細胞、GS 細胞、線維芽細胞等から得た RNAseq データ、および、公共データ

ベースに登録されているマウス初期発生過程、生殖細胞分化過程、各種体細胞/組織/臓

器、癌細胞等の RNAseq データの網羅的な再解析を行なった。特に、DNA 損傷修復、チェ

ックポイント応答、細胞周期制御、DNA 複製、染色体分配、クロマチン蛋白質等の遺伝

的安定性に関わる遺伝子群に焦点を置き、各発生段階および細胞系譜に特徴的な遺伝子

発現パターンの抽出に取り組んだ。遺伝的安定性に関わる遺伝子群は、細胞周期活性と

連動した発現制御が観察される場合が多い事から、RNAseq データを用いた細胞周期活

性の指標を新たに設定し（Replication Index）、同指標を基準として各遺伝子の発現変

動をノーマライズする Relative Expression against Replication Index (RERI)法を

開発した。RERI 法によって、 細胞周期活性と相関もしくは非相関の発現パターンを示

す遺伝子発現変動を明確に可視化する事が可能となった。これら解析の結果、マウス ES

細胞は高い細胞周期活性と連動して DNA 損傷修復遺伝子等の高発現を示すものの、RERI

法でノーマライズした場合には、一部の例外を除いて、多くの DNA 損傷修復遺伝子群は



体細胞と同等程度の発現レベルとなる事が

明らかとなった。一方、生殖幹細胞である GS

細胞では、細胞周期活性と乖離した特徴的

な発現制御を受ける DNA 損傷修復遺伝子群

が存在する事が明らかとなった。これら

RNAseq データで観察されたマウス ES 細胞

と GS 細胞の相違は、両細胞の安定同位体ラ

ベルを用いた相対定量プロテオーム解析デ

ータからも概ね確認された。 

(3)遺伝的安定性の人為制御が細胞の増殖分化能に与える影響 

 上記の(1)、(2)の結果に基づいて、マウス ES 細胞の染色体安定性を人為的に向上す

るアプローチとして、細胞周期活性の抑制、チェックポイント活性の増強、代謝活性の

抑制、を行なった。細胞周期活性の抑制については、Cdk インヒビター等を適切な濃度

と組み合わせで用いる事で、マウス ES 細胞の細胞増殖活性を緩やかに抑制した状態で

多分化能を維持しつつ、染色体分配の安定性を向上可能である事が分かった。一方、チ

ェックポイント活性の増強については、チェックポイントキナーゼや下流因子群のcDNA

過剰発現や CRISPR activation システムを用いた発現誘導を行った結果、マウス ES 細

胞の未分化状態や細胞増殖活性は維持されたものの、染色体分配の安定性に有意な変化

は認められなかった。代謝活性については、各種エネルギー代謝経路の低分子化合物に

よる抑制実験を行なった結果、マウス ES 細胞は様々なレベルで細胞増殖活性の抑制を

示すと共に、幾つかの特異的な代謝経路を抑える事により染色体分配の安定性が有意に

向上する事が明らかとなった。染色体分配の安定性について最も明瞭な効果の見られた

代謝経路の抑制について、全ゲノムシークエンスによる mutation rate の算出を行なっ

た結果、mutation rate はコントロールサンプルと比べて大きな相違は観察されなかっ

た。これらの事から、染色体安定化と塩基変異抑制は異なった経路により制御される可

能性が示唆された。現在、染色体分配の安定性を人為的に向上したマウス ES 細胞につ

いて、長期培養による影響や個体発生能の検定を進めている。 
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