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研究成果の概要（和文）：ES 細胞からの分化誘導研究では、効率を左右する因子として ES 細胞

の株差や培養環境の違いが考えられる。本実験から、ES 細胞からの生殖細胞の分化誘導では、

分化を誘導する因子のみでなく、分化誘導に供試する ES 細胞自体の培養環境も重要であること

が示唆された。 

研究成果の概要（英文）：The difference in the stock line of embryonic stem cells or an 
incubation atmosphere can be considered as a factor which influences an efficiency of 
a differentiation induction from an embryonic stem cell line. In our results, it was 
suggested that a status of embryonic stem cells for differentiation to primordial germ 
cells in vitro was also important, not only other secreted substances.  
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１．研究開始当初の背景 

ES 細胞からの分化誘導研究では、効率を左

右する因子として ES 細胞の株差や培養環境

の違いが考えられる。我々は、そのような因

子に影響を受ける要因として、ES 細胞の有す

る不均一なポピュレーションに注目した。ES

細胞は同一コロニー内において、様々な遺伝

子発現を有する細胞がモザイクな状態で混

在している。このポピュレーションの中には、

発現の有無により ES 細胞の分化能に影響を

与える遺伝子が報告されており、生殖細胞の

分化能に影響する遺伝子も確認されている。

例えば、Nanog 陽性細胞は未分化なコロニー

を形成すると共に、生殖細胞系譜の細胞に分

化することが可能である。一方、Nanog 陰性

細胞は初期内胚葉系譜の遺伝子マーカーで

ある Gata6 の発現を有しており三胚葉系譜の

細胞に高い分化能を示す(Chambers et al., 

2007)。このような ES 細胞の有する不均一な
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ポピュレーションは、細胞株間および培養環

境に左右され変化する(Enver et al., 2009)。

そのため、生殖細胞の分化誘導時における不

安定な誘導効率の一因となっている可能性

が考えられる(Graf and Stadtfeld., 2008)。 

２．研究の目的 

ES 細胞からの生殖細胞の分化誘導研究が

確立されれば、(1)生殖細胞の形成過程を研

究する上で有効なツールとなる。(2).不妊症

における病態メカニズムの解明や、新規創薬

研究に応用できる可能性がある。このような

背景より、現在まで様々な検討がなされてき

ているが、報告間での誘導効率には差が生じ

ており、誘導効率の不安定さが課題として挙

げられる。体外モデルとしての応用を視野に

入れた場合、誘導系の汎用性が必要となるた

め、このような問題を解決することを試みた。 

３．研究の方法 

マウス ES 細胞ではコロニー内の不均一性

を是正する培養環境として、MEK/Erk 阻害剤

および GSK3β 阻害剤(以下 2i)の添加が報告

されている(Ying et al., 2008)。この阻害

剤を添加することで、マウス ES 細胞は基底

状態で安定的に培養することが可能であり、

同時に不均一な遺伝子発現が是正される

(Marks et al., 2012)。そこで我々は、基底

状態で安定的に培養したマウス ES 細胞から

生殖細胞の分化誘導を行うことで、不安定な

誘導効率が改善されるか検討を行った。 

４．研究成果 

検討の結果、2i を添加して得られた基底状

態 ES 細胞は分化に関連した遺伝子発現が有

意に減少し、モザイクな遺伝子発現を示すポ

ピュレーションが是正さることが明らかと

なった(図 1)。例えば、ES 細胞中には Nanog

陽性細胞と陰性細胞のポピュレーションが

確認されるが、Nanog 陰性細胞では Gata6 の

発現が確認される(Chambers et al., 2007)。

この Gata6 は内胚葉系譜への初期分化時に作

用し、MEK/Erk シグナルにより活性化される

遺伝子であり、Nanog は MEK/Erk シグナルに

より抑制される (Yoshida-Koide et al., 

2004)。そのため MEK/Erk シグナルを阻害す

ることで、初期分化に関連する Gata6 などの

遺伝子の発現が抑制さるとともに、Nanog の

発現が安定、結果ポピュレーションの安定化

および未分化性の向上などに繋がった可能

性が考えられる。 

図 1; 2i の添加によるモザイクな遺伝子発

現の均一化 

さらに、GFP蛍光をPGC様細胞の指標とし、

基底状態 ES 細胞から生殖細胞の分化誘導を

行うと、誘導効率が安定することを突き止め

た。同時に、この結果は株差に影響されるこ

となく、汎用性が高いことが証明された(図

2)。 

現在までの生殖細胞の分化誘導研究にお

ける誘導効率は、報告間で差が生じているが、

本研究を応用することで誘導効率の標準化

が可能となることが考えられる。そのため、

本研究より得られた結果は、生殖細胞の分化

誘導研究をメカニズム研究へ応用する際に



重要な知見となると考える。 

図 2; 2i 添加 ES 細胞からの安定的な生殖

細胞の分化誘導 

また本研究で誘導した PGC 様細胞を、不妊

マウスである B6WBF1-W/Wv マウス精巣へ移植

を行ったところ、MVH 陽性や HASPIN 陽性細胞

が存在することが確認され、精子形成過程へ

進行する能力を有することが証明された(図

3)。残念ながら、移植精巣の約 30%において

テラトーマの形成が確認されたが、Hyashi ら

の報告で使用された SSEA-1/Integrin3β な

ど、従来報告のある PGCs の分離マーカーを

組み合わせ、誘導した PGC 様細胞を高純度で

単離することでこの問題は回避可能である

と考える(Hayashi et al., 2011)。 

図 3; 移植後の精巣における MVH および

HASPIN 陽性細胞の局在

本研究結果から、ES 細胞からの生殖細胞の

分化誘導では、分化を誘導する因子のみでな

く、分化誘導に供試する ES 細胞自体の培養

環境も重要であることが示唆された。またこ

の結果は、異なった細胞株を用いた検討にお

いて同様の傾向が得られており、汎用性の高

い知見である。そのため、ES 細胞からの生殖

細胞の分化誘導研究をさらに進展させると

ともに、今後創薬研究等、体外モデルとして

応用するための重要な知見となるであろう。 
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