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研究成果の概要（和文）：精子や卵子の源である始原生殖細胞は、胎児の中で一過的に形成される細胞種であり、全て
の細胞に分化しうる能力（多能性）を潜在的に保持する。多能性幹細胞などの顕在化した多能性は奇形種の原因となり
生体に有害であるが、多能性を潜在化させる転写制御メカニズムは未解明である。研究代表者は近年、少数細胞におけ
る転写因子の結合部位を同定することのできる微量ChIP-seq法を開発した。本研究では、始原生殖細胞における多能性
の形成・維持を司る写因子群の結合部位の解析への応用を検討し、始原生殖細胞様細胞において、OCT4の結合パターン
が多能性幹細胞と異なり、特有の転写ネットワークを形成する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Primordial germ cells (PGCs), precursors of sperm and oocyte, is an embryonic 
cell type, which potentially possess the pluripotency, a cellular ability to give rise to all of cell 
types in the body. The explicit pluripotency (e.g., pluripotent stem cells, mismigrate PGCs) is a harmful 
property, which give rise to teratoma, but the mechanism to make pluripotency to be a “potential” one 
is largely elusive. Recently, I developed a method to faithfully identify genomic binding sites of 
transcription factors in a small number of cells (~10,000 cells). In this study, I investigated 
application of this method to pluripotency transcription factors expressed in PGCs, and identified the 
OCT4 binding pattern in PGC-like cells distinct form that of ES cells, suggesting a transcription network 
characteristic of potential pluripotency.

研究分野：分子生物学・ゲノム科学
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１．研究開始当初の背景 
 生殖細胞系列は次世代に遺伝情報を伝達
し、生命の連続を保証する唯一の細胞種であ
る。このため、生殖細胞の発生にはゲノムの
正確な複製や、減数分裂による多様化ととも
に、全個体を完全に発生させる能力の獲得が
含まれる。生殖細胞の起源は始原生殖細胞で
あり、胚発生の初期に多能性の上皮様組織
（エピブラスト）から分化して生ずる。興味
深いことに、始原生殖細胞を一定の条件下で
培養すると、ES 細胞や iPS 細胞と同様の分
化能をもつ多能性幹細胞(Embryonic Germ 
Cell：EG細胞)へと分化する。また始原生殖
細胞は、奇形腫(三胚葉の全てに由来する細胞
を含む、多能性の機能的指標の一つ)や胚生期
癌の起源である。さらに、多能性幹細胞の基
盤転写因子の発現は、生体内では初期胚と生
殖細胞系列にほぼ限定される。すなわち始原
生殖細胞は潜在的に多能性を保持しつつ、そ
の顕在化を抑制しているといえる。奇形腫は
多能性幹細胞を医療利用する際の安全性問
題としても重要であると考えられる。 
 
転写因子による転写制御ネットワークを解
析するためには、そのゲノム結合部位を同定
すること、また転写制御に関わるエピゲノム
状態（ヒストン修飾等）との関係を解析する
ことが必要である。しかしながら、技術的な
限界によって、転写因子のゲノム結合部位の
同定には基本的には 107程度の細胞が必要で
あり、その知見は多数の細胞を入手可能な培
養細胞、血球系の細胞種、また組織や臓器ま
るごとに限定されており、生体内の特定の細
胞系譜や、培養系であっても多数の細胞を得
ることが困難な系における解析はほとんど
行われていなかった。この状況は、現在にお
いても基本的に変わっていない。 
 
研究代表者は、近年、転写因子にタグを付与
し、ChIP-seq によって少数の細胞における
結合部位を解析する手法（転写因子微量
ChIP-seq 法）を開発した。この技術基盤に
よって、いままで解析の対象になりえなかっ
た少数の細胞や、生体内の特定の細胞系譜の
分化過程における転写因子の結合動態を解
析の射程に収めることが格段に容易となっ
た。 
 
その一方で、この手法は抗体の質による基質
特異性や免疫沈降効率の差異を軽減する利
点があるが、一方で、この手法は目的とする
転写因子へのタグの付与を必要とするため、
あらゆる転写因子に一般化するためには、ゲ
ノムにタグを挿入したホモ接合体マウスや
細胞を作出しなければならないという複雑
さがあった。 
 
２．研究の目的 
研究代表者が開発した転写因子微量
ChIP-seq 法を、タグを付与しない転写因子

に拡張することができれば、より普遍的な手
法になると期待される。本研究の目的は、転
写因子微量 ChIP-seq 法の、転写因子それぞ
れに対する抗体を用いた ChIPへ適用を検討
し、始原生殖細胞における多能性幹細胞の基
盤転写因子の結合部位を同定し、始原生殖細
胞の多能性の分子基盤を確立するとともに、
その顕在化を抑制する機構を解析すること
である。 
 
３．研究の方法 
まず、多能性転写因子に対する抗体の選定と
ChIP の条件検討を行った。それぞれの転写
因子に対し ChIPに適用しうる抗体が市販さ
れているが、本研究で計画する細胞数(105個)
に適用可能かどうかは検討が必要であった。
特に担体への非特異的吸着 DNA 総量と、免
疫沈降される特異的な転写因子結合部位の
量比が、ChIP-seq におけるシグナル/ノイズ
比を決定する重要な因子である。ES 細胞は
多能性基盤転写因子群が機能し、すでに結合
部位が良く知られているので、これを利用し
て検討した。QPCR により条件検討を行い、
最終的に次世代シークエンサで検証した。 
 
次いで、細胞の取得が比較的容易な、始原生
殖細胞の試験管内誘導モデルを用いた解析
を行った。最近申請者を含む研究グループは、
始原生殖細胞と同等の発生的機能を持つ細
胞 Primordial Germ Cell-Like Cells 
(PGCLCs)を、マウス ES 細胞から作出する
ことに成功した。PGCLCsは胚体内の始原生
殖細胞と同様の機構で形成される[エピブラ
ストのモデル細胞 Epiblast-Like Cells 
(EpiLCs)から BMP4 などのサイトカインに
より誘導される]。PGCLCs は、エピゲノム
や遺伝子発現プロファイル等において、発生
9.5 日ごろの始原生殖細胞に類似した遺伝子
発現や細胞生物学的性質を示し、機能的な精
子・卵子へと成熟する。また、現実的な経費・
労力の範囲内で、一回の誘導で 105個程度の
細胞数を得ることができるため、微量
ChIP-seq法の解析対象として適する。 
 
 
４．研究成果 
本研究では、多能性転写因子に対する抗体を
検討した。その結果、OCT4に対するマウス
モノクローナル抗体が 105個程度の細胞数の
ES 細胞に対する ChIP において機能しうる
ことを同定した（図１, ２）。 
 
この抗体を用いて、ES 細胞、EpiLCs, 
PGCLCs における OCT4 結合部位を、転写
因子微量 ChIP-seq 法によって解析した。そ
れぞれの細胞種に対して２回ずつ ChIP-seq
実験を行い、再現性を検討した。 
 
転写因子固有の抗体を用いる手法は、タグを
用いた ChIP-seq よりもバックグラウンドが



高かった。また OCT4以外の転写因子に対し
て利用可能な抗体の同定は今後の課題であ
る。これらの点から、高精度な ChIP-seq 解
析を行うためには、ゲノム編集などによって
効率よくタグを付与することが望ましいこ
とも示唆された。 
 
解析の結果、ES 細胞と PGCLC における
OCT4 の結合部位に大きな差異が観察され、
PGCLCにおいては、ES細胞における OCT4
結合部位の一部が選択されており、PGCLC
に特異的なエンハンサー（ヒストンH3K27ac
によって同定される）とよく一致することが
示唆された（図３）。このことは、潜在的多
能性を有する始原生殖細胞においては、特有
の転写制御ネットワークが存在しており、多
能性の顕在化した ES細胞とは異なる状態を
維持している可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 抗 OCT4 抗体の検討。OCT4 の良く知
られた結合部位（Oct4 R4, Sox2 R1, Nanog 
R2）とその近傍（Sox2 R2）を比較した。各
抗体を用いて ChIP-QPCRを行い、非結合部
位である LINE 1との ΔCt値を計算した。マ
ウスモノクローナル抗体（Ms aOCT4）が比
較的良好な ChIP効率を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 細胞数と抗 OCT4 抗体の抗体量の検
討。3 x 105個細胞の ES細胞に対して最適な
抗体量を検討した。2 gの抗体が必要十分で
あること、細胞を freeze-thawすることによ
って、より効率の良い ChIPを期待すること
ができることが示唆された。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ ある多能性関連遺伝子の近傍におけ
る OCT4結合部位と、活性化エンハンサーを
マークするヒストン修飾 H3K27ac の分布。
ES 細胞において 4 つ存在するピークの内の
一つだけが、PGCLC において選択され、そ
の場所が PGCLC 特異的なエンハンサー
（H3K27ac）として機能する。 
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