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研究成果の概要（和文）：胎盤は受精後、胚体細胞系列と胚体外細胞系列に最初の分化が起こ

る組織である。胎盤組織へと分化する栄養外胚葉は、胚盤胞期に Cdx2 の発現亢進と Oct3/4 の

発現低下により、胚体組織より分化し、細胞運命が決定する。本研究では、トロホブラスト幹

細胞（TS細胞）を用い、Cdx2 の発現調節する分子機構として、DNAメチル化及びヒストン修飾

に着目した。その結果、TS細胞への分化にはエピジェネティックな分子機構が作用する事を明

らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：The first cell differentiation in the mammalian development 
separates the trophoblast and embryonic cell lineages, resulting in the formation of the 
trophectoderm (TE) and inner cell mass (ICM) in blastocysts. Cdx2 gene expressed strongly 
in TE and Oct3/4 expressed in ICR. In this study, we determined the epigenetic mechanism 
of Cdx2 gene expression using trophoblastic stem cell (TS cell). 
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１．研究開始当初の背景 

動物の種により胎盤組織構築は多様性を
有するが、その機能、発生機序は共通である。
すなわち、胎盤は母体と胎児間で栄養交換を
司る器官であり、受精後、胚盤胞では、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）に最初の分化（細
胞運命決定）が起こる。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
修飾機構の存在が予想される。前者の未分化
幹細胞は胎児性幹細胞（ES 細胞）、後者はト
ロホブラスト幹細胞（TS 細胞）として知られ
ている。ES 細胞、TS 細胞の未分化維持と細
胞運命決定には、それぞれ Oct3/4 と Cdx2が

必須の蛋白として知られている (Rossant. 
Nature Review. 2007)。また、ES細胞に Cdx2
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、分化の方
向性が決定しているという仮説がたてられ
ている (Niwa. Cell. 2005)。しかし、どの
ような分子機構で、遺伝子発現が制御されて
いるのかは未だ明らかではない。 
 
２．研究の目的 

TS 細胞は、均一な細胞集団で未分化な状態
を継代維持でき、ある条件下で容易に分化さ
せることが可能な細胞である。つまり、TS細
胞は、形態的変化を確認しながら、in vivo
では解析できない分子機構や分子間相互作

機関番号：１１３０１ 

研究種目：挑戦的萌芽研究 

研究期間：2011～2012 

課題番号：23659768 

研究課題名（和文） 胚体外細胞系列への細胞運命決定機構とヒト胎盤由来幹細胞の樹立 

研究課題名（英文） The cell determination to extraembryonic tissue and the human 

placental stem cell. 

研究代表者 

有馬 隆博（ARIMA TAKAHIRO） 

東北大学・大学院医学系研究科・教授 

研究者番号：80253532 

 

 



 

 

用の解析も可能な細胞である。本研究では、
TS 細胞を用い、Cdx2 遺伝子のエピジェネテ
ィックな分子機構と分子間相互作用につい
て解析する。また、ヒト TS 細胞株を樹立す
ることを目的とする。そのため、 
(1) TE分化への Cdx2遺伝子の分子機構の解

明：TS細胞と ES細胞を用いて Cdx2遺伝
子のエピジェネティックな修飾 (DNAメ
チル化とヒストン修飾) について解析し、
組織特異的な発現調節について明らかに
する。 

(2) TS細胞における Cdx2遺伝子と Oct3/4の
分子間相互作用：一過性および永続性に、
遺伝子発現を抑制する Cdx2 遺伝子のノ
ックダウン TS 細胞と Oct3/4 遺伝子強制
発現 TS細胞株を樹立し、細胞特性や未分
化 TSマーカー遺伝子に与える影響につい
て分子間相互作用を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

(1) 胚体外細胞系列分化への Cdx2 遺伝子の
分子機構の解明： 

①TS 細胞と ES 細胞の Cdx2 発現量の解析：
C57/B6, ICR系マウスより樹立した TS細胞
と ES 細胞より、RNA 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。 

②Cdx2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。TS 細
胞と ES細胞の Cdx2遺伝子発現量との相関
を調べた。 

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
ーを用いシークエンスした。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。 

ヒストン修飾の解析：同細胞核より蛋白質
-DNA複合体を抽出する。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) TS 細胞における 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 を複数設計した。強制発現用ベクタ
ー (pcDNA) にクローニングし、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、抑制効果
に差を認める細胞株を、以下の実験に用い
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 細胞株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)の TS
細胞と比較した。 

③Cdx2 ノックダウン TS 細胞株における分子
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。
TS 特異的未分化遺伝子マーカー(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 TS 細胞株を分化誘導し、TS
特 異 的 分 化 遺 伝 子 マ ー カ ー 
(4311,mash2,Pl-1) の発現量の比較と巨
細胞の出現の有無を確認した。 

 
(3) TS 細胞における Oct3/4 遺伝子と Cdx2

遺伝子の分子間相互作用： 

①Oct3/4 強制発現用ベクターの作製と TS 細
胞への遺伝子導入：Oct3/4 遺伝子 cDNA を
RT-PCR で合成し、強制発現用ベクター 
(pcDNA) にクローニングした。 
Electropolation 法を用い、TS 細胞株にト
ランスフェクションし、強制発現細胞株を
樹立した。Oct3/4 蛋白の発現はウェスタン
ブロッティングによって確認した。 

②Oct3/4 強制発現 TS 細胞株の細胞特性：
Oct3/4 強制発現 TS 細胞株の細胞形態変化
とコロニー形成能の解析をした。また、TS
特異的未分化遺伝子マーカー (Eomes, Id2, 
ErrB) の発現量を解析した。 

③Cdx2遺伝子の発現およびエピゲノム解析： 
同様に、複数の Oct3/4 強制発現 TS 細胞株
を用い、Cdx2 遺伝子の発現およびエピゲノ
ム解析、DNA メチル化とヒストン修飾を行
なった。また、この TS細胞株は分化誘導し、
細胞形態、巨細胞の出現の有無と TS特異的
分化遺伝子マーカー (4311,mash2,Pl-1) 
の発現量の比較を行なった。 

 
４．研究成果 

(1) 胚体外細胞系列分化への Cdx2 遺伝子の
分子機構の解明について 

まず、均一な細胞集団で未分化な 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 法を用いて解析し、PCR 領域
内の全てのメチル化部位について解析した。
ヒストン修飾の解析では、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。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。
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 PCR 解析した。その結果、
Cdx2遺伝子のプロモーター領域の DNAメチル
化を解析したところ、低メチル化状態でヒス
トン修飾も活性型で有為な変化を認めた。反
対に胎児性幹細胞 (ES) では、高メチル化状
態とヒストンの不活化を維持していた。この
結果はメチル化阻害剤やヒストン阻害剤を
添加して、再確認した。この結果より、ES と
TS の分化過程には、Cdx2 遺伝子のエピジェ
ネティックな分子機構が作用する事が示唆
された。 
 
(2) TS 細胞における Cdx2 遺伝子の機能解析

と分子間相互作用について 

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 TS 細胞（3 株）を用いて、
未分化 TSマーカー遺伝子 (ErrB, Eomes) の
発現解析を行なった。その結果、いずれも発
現量は 20%以下に減少した。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。次に、永続性に遺伝子発
現を抑制する Cdx2 遺伝子のノックダウン TS
細胞株（3 株）を樹立した。2 種類の未分化
TS マーカー遺伝子の発現量は減弱し、ヒスト
ン修飾も活性型（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）で有為な変化を認めた。一方、
非活性型ヒストン修飾には、ほとんど変化は
みられなかった。 
 
(3) TS 細胞における Oct3/4 遺伝子と Cdx2

遺伝子の分子間相互作用について 

Oct3/4 遺伝子強制発現 TS 細胞株（2 株）
でも同様な傾向、つまり未分化 TS マーカー
遺伝子の発現量の減弱、ヒストン修飾も活性
型（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）で有為な変化を認め、非活性型ヒストン
修飾には、ほとんど変化はみられなかった。 

これらの結果より、TS の分化過程には、
Cdx2 遺伝子のエピジェネティックな分子機
構を介した遺伝子発現が作用する事が示唆
された。また、ヒト胎盤幹細胞の分離は既に

行っている。Cdx2 遺伝子の発現の維持は、細
胞の樹立や継代に必須の現象であると予想
され、今後ヒト細胞を用い、検証が必要であ
る。 
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