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研究成果の概要（和文）：卵胞高誘導ES細胞では低誘導ES細胞に比べ、卵胞形成に重要な転写因子が高発現しているこ
とが判明した。そこで、iPS細胞にこれら転写因子の強制発現を行ったところ、NoboxとFiglaを導入した場合に生殖細
胞マーカー陽性の細胞が観察された。この誘導効果はNobox単独でも認められるものの、Figlaとの共発現によって効果
が増強された。ところが、分化条件では生殖細胞マーカー陽性細胞は認められず、体細胞分化が観察された。従って、
これら因子の強制発現では生殖細胞マーカー陽性細胞の出現頻度が上がるものの、生殖細胞へと運命決定されていない
準安定状態にあり、分化条件下では体細胞に分化すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Folliculogenesis-competent ES cells higly expressed transcription factors which 
are important for folliculogenesis. Based on this finding, we transduced transcription factors essential 
for folliculogenesis into mouse iPS cells with germ cell-specific reporter gene. Among genes transduced, 
overexpression of Nobox and Figla induced derivation of germ cell-specific reporter+ cells. The induction 
was observed even when only Nobox was transduced; however, the efficiency was improved by a combination 
with Figla. Unexpectedly, overexpression of Nobox and Figla did not induce germ cell-specific reporter+ 
cells under cell differentiation culture conditions. Taken all together, we speculate that Nobox and 
Figla would bring pluripotent stem cells to 'metastable state' between pluripotency and germ cells, 
therefore the cells could turn to somatic cells under somatic cell differentiation cultures.
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１．研究開始当初の背景 
世界における不妊治療大国である我が国
にとって、生殖補助技術の新たな展開として
再生医学によるアプローチが期待されてお
り、とりわけ培養下における卵子の作成・成
熟は我が国にとって重要な命題の一つであ
る。これまでに、ES 細胞や iPS 細胞などの
多能性幹細胞の in vitro分化によっても卵子
様細胞が誘導されることが知られていたが、
いずれも二次卵胞に相当の発生段階で成長
を停止してしまい、成熟卵胞および正常に受
精・胚発生する卵胞は得られていない。また、
卵胞様構造を分化誘導する確かな手法が確
立されていないことから、そもそも特性解析
自体が十分に行われておらず、正常な卵胞形
成の進行を妨げている具体的な分子実体は
不明であった。 
そこで、申請者らは高効率に卵胞様構造の
分化誘導が可能なマウス ES細胞株を樹立し、
分子特性解析を行ってきた。この ES細胞系
をモデルとして用いることで、ES 細胞由来
の卵胞様構造と卵巣由来の卵胞を分かつ分
子実体について詳細解析を行い、得られた知
見を基に繊維芽細胞などの体細胞から卵胞
様構造への直接誘導も可能になると考えた。
本研究の成果は、卵胞形成の基本的な理解を
深めるにのみならず、将来的には遺伝的素因
によるヒト卵胞発育不良の病態解析や薬効
評価への応用も期待された。 

 
２．研究の目的 
本研究計画では、マウス ES 細胞の分化誘
導および体細胞の Direct reprogramming に
よって、培養下で人工的に卵胞形成を誘導す
ることを目指した。具体的な目的として、以
下の 3つを設定した。 
(1) マウス ES 細胞の卵胞分化誘導系を利用
し、人工的な卵胞形成過程の動態解析を行う。 
(2) 上記 ES 細胞系を用い、卵胞誘導作用を
有する遺伝子の発現・機能的スクリーニング
を行う。 
(3) 絞り込んだ候補遺伝子を用い、体細胞の
Direct reprogramming による卵胞誘導系を
構築する。 
 
３．研究の方法 
＜マウス ES細胞の in vitro分化誘導による
卵胞形成＞ 
(1) ES細胞由来の卵胞様構造における遺伝子
発現・DNAメチル化状態の詳細解析 
(2) マウス卵巣由来の卵胞の成熟培養と分子
動態解析 
(3) ES細胞由来の卵胞様構造と卵巣由来の卵
胞を区分する分子プロファイルの同定 
＜マウス体細胞の Direct reprogrammingに
よる卵胞形成誘導＞ 
(1) 卵胞形成を誘導する候補因子の発現スク
リーニング 
(2) 卵胞形成を誘導する候補因子の機能的ス
クリーニング 

(3) 体細胞への遺伝子導入による卵胞形成の
Direct reprogramming 
 
４．研究成果 
申請者らが樹立した、高効率に卵胞様構造
を産生するマウス ES 細胞と通常の ES 細胞
間の遺伝子発現比較により、卵胞形成に重要
な転写因子である Figlaが前者で高発現して
い る こ と が 判 明 し た 。 そ こ で 、
Oct4-GFP/Vasa-RFP iPS 細胞に対する卵胞
形成関連の転写因子の強制発現を行ったと
ころ、Noboxと Figlaの 2遺伝子を導入した
場合に、Vasa-RFP 陽性細胞の出現が観察さ
れた。 Vasa-RFP 陽性細胞の大部分は
Oct4-GFP と共陽性であったが、Oct4-GFP
陰性/Vasa-RFP 陽性の細胞も一部で観察さ
れた。これらの iPS 細胞の 8 株中 5 株で
Noboxと Figlaの強制発現が確認されたのに
対し、残り 3 株では Nobox のみが強制発現
されていたこと、Nobox単独強制発現 iPS細
胞よりもNobox/Figla共発現 iPS細胞におい
てVasa-RFP陽性細胞コロニーの出現割合が
高いことから、Nobox の単独強制発現でも
Vasa-RFP 陽性細胞の誘導効果はあるものの、
Figla との共発現によって効果が増強される
ことが示唆された。一方、Nobox および
Nobox/Figlaの強制発現 iPS細胞の分化誘導
条件下での培養と遺伝子発現解析を行った
ところ、未分化条件下では観察されていた
Vasa-RFP 陽性細胞は分化条件では逆に消失
し、体細胞系譜への分化が観察された。また、
減数分裂マーカー遺伝子等の発現上昇も認
められなかった。従って、Nobox および
Nobox/Figla の強制発現 iPS 細胞では
Vasa-RFP 陽性細胞の出現頻度が上昇するも
のの、生殖細胞系譜へと完全には運命決定さ
れていない準安定状態にあり、分化条件下で
は体細胞へと分化すると考えられた。 
本研究で得られた知見は全てマウスにお
ける結果であるが、ヒトを含む霊長類の生殖
再生研究への適用を目指し、チンパンジーや
マーモセットの iPS細胞の樹立についても並
行して実施した。また、霊長類の生殖発生に
関する知見自体が非常に乏しいことから、マ
ーモセットをモデルとして生殖巣試料を用
いた発生・分化における遺伝子発現解析につ
いても取り組んだ。本研究は、マウスで実施
した詳細解析の結果を霊長類へとつなぐ、ト
ランスレーショナルスタディの一例として
有用であると考えられる。 
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