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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエのGSC／ニッチ・システムをin vitroで再構築した。雌雄のニッチ細胞の
安定的な細胞株を作成し、雌雄のニッチ細胞由来の細胞株で発現する遺伝子群と発現量をマイクロアレイにより解析し
、生殖幹細胞の未分化維持・分裂に関与するキャップ細胞やハブ細胞で特異的に高発現する遺伝子群が存在することが
わかった。またインスリン遺伝子など従来ニッチ細胞では発現していないと思われていた遺伝子も発現し、GSCの維持
に機能していることが示唆された。GSCとニッチ細胞株を共培養し、成長因子の定量的な機能的解析を行った。さらに
、GSCとニッチ細胞を共培養し、GSCの分化や脱分化を誘導することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in the reconstitution of GSC/niche system in Drosophila. We establish
ed stable cell lines originated from female and male niche cells (cap cells and escort cells in female, an
d hub and cyst cells in male). Using these cell lines, we identified highly expressed genes in each cell l
ine and found that there are many unique genes specifically expressed in each niche cell line. Furthermore
, we found that Drosophila insulin-like genes are also expressed in the niche cells. We constructed co-cul
ture system of GSCs and niche cells and analyzed roles of growth factors. Furthermore, we succeeded in art
ificial induction of the differentiation and dedifferentiation of GSCs by coculturing with niche cells.
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１．研究開始当初の背景 
多細胞生物の成体の組織において、生涯を通
じ、血液、皮膚、生殖細胞などが継続的に生
産され続けているのは、それぞれに自己再生
能と分化能を持つ未分化な幹細胞が存在し
ているためである。これらの幹細胞はニッチ
と呼ばれる特別な微小空間で維持されてい
ることが明らかになりつつある。ショウジョ
ウバエの生殖幹細胞（GSC）とニッチ細胞は、
雌雄ともに形態的に容易に同定できるため、
GSC／ニッチ・システムの最も優れたモデル
系として知られている。現在までに、個体（in	 
vivo）を用いた遺伝学的手法と分子生物学的
手法を駆使して、GSC の維持に関する分泌因
子およびシグナル伝達経路、GSC とニッチ細
胞間の細胞接着等が明らかにされてきた。し
かし、GSC／ニッチ・システムは、卵巣や精
巣の先端部の極めて限られた空間に存在す
るため、種々の分泌因子の機能に関する定量
的な解析や、周囲の体細胞の影響を排除して
ニッチ細胞の機能を解析することが困難で
あった。	 
	 これらの問題にアプローチするには、ほ乳
類で盛んに開発が進められてきている in	 
vitro 系の構築が、ショウジョウバエで必要
不可欠であるが、1980 代以降ほとんど進展し
ていない。例えば、初期胚由来の初代培養で
は、大量の胚を採取する必要があり、培養化
された細胞を同定することが難しく、その後
の解析も困難である。当研究室では、これま
でに GSC の細胞株の樹立に成功している。そ
の後、細胞培養技術を改良し、100 細胞以下
の少数の細胞からも、細胞株を樹立する方法、
「微少細胞培養法」を考案した。この微少細
胞培養法により、単一胚から予定生殖巣形成
域や単一幼虫の生殖巣からニッチ細胞など
特定の細胞由来の細胞株を樹立することが
可能になってきた。そのため種々の改変遺伝
子（トランスジーン）をもつ個体からも容易
に、かつ効率的に細胞株が作成できる可能性
が生じ、GSC／ニッチ・システムの研究に飛
躍的な発展をもたらすことが期待される。	 
	 
２．研究の目的 
(1)	 GSC／ニッチ・システムの in	 vitro での
再構成：種々の改変遺伝子をもつ系統の GSC
やニッチ細胞等を組み合わせ、GSC／ニッ
チ・システムを in	 vitro で再構成する系を
確立する。この系を用いて、GSC の細胞分裂
時の詳細な挙動を明らかにする。また、GSC
とニッチ細胞の機能性差、GSC 分化に関わる
ニッチ細胞以外の体細胞の役割についても
明らかにする。	 
	 
(2)	 in	 vitro 再構成を用いたニッチの場の機
能解析：ニッチの場における分泌因子や細胞
外マトリックス等の役割を GSC／ニッチ・シ
ステムの in	 vitro 再構成系で明らかにする。
特に、in	 vivo での解析から GSC 維持に関わ
ることが明らかとなっている分泌因子の機

能を定量的に明らかにする。	 
	 
(3)ニッチ細胞で発現する遺伝子の機能解
析：GSC／ニッチ・システムの in	 vitro 再構
成系により、ニッチ細胞で発現しているが、
in	 vivo では機能解析が困難な遺伝子（他の
体細胞でも機能を持ち、突然変異により致死
となるもの等）のニッチ細胞における機能を
明らかにする。	 
	 
(4)GSC 形成に関わる遺伝子の探索と機能解
析：始原生殖細胞（PGC)とニッチ細胞の組み
合わせにより、GSC／ニッチ・システム再構
成系を樹立し、この系において、PGC から GSC
が形成される過程に関わる遺伝子を特定す
る。	 
	 
(5)遺伝子改変個体の作成技術開発：GSC／ニ
ッチ・システムの再構成系により長期的に培
養している GSC より配偶子を得る技術を開発
する。また、GSC の遺伝子ターゲッティング
を行う技術も開発し、両者を組み合わせて、
遺伝子改変個体を作出する。	 
	 
３．研究の方法 
(1)ニッチ細胞の細胞株の樹立：	 GSC の分裂
や分化を制御する GSC/ニッチを in	 vitro で
再構築するためには、成虫の体細胞性幹細胞
やニッチ細胞の細胞株を樹立する必要があ
る。メスのニッチ細胞であるキャップ細胞や
エスコート細胞を識別できる Gal4 系統を用
い卵巣小管の前端部だけを培養し、安定的な
培養株を作成する。また、キャップ細胞は成
虫では分裂しないためニ幼虫期の卵巣から
キャップ細胞由来の細胞株を樹立する。同様
にオスのハブ細胞およびシスト幹細胞由来
の細胞株を樹立する。	 
	 
(2)それぞれの細胞株で発現する遺伝子群の
発現パタンの解析：得られた安定的な細胞株
から mRNA を抽出し、マイクロアレイにより、
ニッチ細胞で特異的に発現する遺伝子群を
同定するとともに発現量の定量的な解析を
行う。さらに、雌雄のニッチ細胞共通に発現
量の高い’ニッチ遺伝子群’をリストアップ
する。	 
	 
(3)上記のマイクロアレイの結果から、実際
に、生殖巣や培養細胞でこれらの遺伝子が発
現しているかどうかを明らかにするため in	 
situ	 hybridization法や抗体を用いた間接抗
体法により調べる。また、幼虫および成虫の
生殖巣での発現パタンを調べ、GSC／ニッ
チ・システムの成立過程でのこれらの遺伝子
の発現パタンの推移も明らかにする。	 
	 
(4)純化したニッチ細胞と GSC を共培養し、
GSC が維持・分裂されるかどうか、また、特
定の成長因子やその阻害剤を添加すること
により、GSC の挙動の変化を調べる。	 



	 
(5)ニッチ細胞と GSC との細胞間相互作用：
特にニッチ細胞がどのように GSC を認識する
のかをタイムラプスにより、詳細に調べると
ともに、各種阻害剤による効果を調べる。	 
	 
(6)ニッチ遺伝子の機能的や役割を明らかに
するため Gal4/UAS システムにより、組織特
異的な Gal4	 driver と UAS-gene	 RNAi により
転写阻害実験を行い、配偶子形成への影響を
調べる。	 
	 
４．研究成果	 
(1)ニッチ細胞由来の細胞株の樹立：雌雄と
もに GSC／ニッチを構成するすべての細胞種
から細胞株の樹立に成功した。図はメスの卵
巣小管の模式図と樹立してキャップ細胞、エ
スコート細胞および濾胞幹細胞由来の細胞
株を示している。	 

	 

いずれの細胞株も細胞の増殖能は非常に高
く、培養条件にもよるが通常、	 10 数時間程
度で倍加する。また、扁平で接着性が高く、
哺乳類の上皮性の細胞と似ている。細胞同士
は非常に密に接触しあう。微速度撮影で細胞
を連続的に観察すると細胞密度が低いとき
は盛んに細胞質突起を出しながら移動して
いる。	 
	 
(2)ニッチ細胞株で発現する遺伝子群の同
定:各細胞株から mRNA を抽出し、マイクロア
レイによるニッチ細胞で発現する遺伝子群
の同定に成功した。そして、それぞれの細胞
株間で、発現する遺伝子群を類別した（下図）。	 
	 

その結果、それぞれの細胞で特異的に発現す
る遺伝子群と全ての体細胞で共通に発現し
ている遺伝子群が存在していることが分か
った。例えば、キャップ細胞由来の TCAP 細
胞株で特異的に発現している遺伝子数は 135
個あり、エスコート細胞由来の ESC 細胞株で
特異的に発現している遺伝子数は 280 個ある。
オスのハブ由来の細胞株 HUB とシスト幹細胞
由来の CYST 細胞株でも同様に発現している
遺伝子群をマイクロアレイにより明らかに
した。そして、HUB 細胞株と TCAP 細胞株でと
もに高発現している遺伝子群は 30 前後であ
ることがわかった。おそらく、これらの遺伝
子の内、いくつかは GSC の維持・分裂に重要
な役割を果たしていることが予想される。現
在、これらの遺伝子群の機能を明らかにする
ために、Gal4/UAS システムにより、RNAi 転
写阻害実験により、GSC の維持や分裂に影響
があるかどうかを検討している。	 
	 
(3)	 GSC の維持・分裂に関与する成長因子の
役割：GSC の維持・分裂には Dpp が腫瘍な役
割を果たしていることが報告されている。し
かし、Dpp が維持・分裂の両方に機能してい
るかどうか明確ではない。そこで、GSC と TCAP
細胞を共培養し、Dpp のホモログである BMP4
を培地に添加して、その効果を調べた。その
結果、pMAD の活性でアッセイした結果、Dpp
シグナル伝達をする GSC の頻度は大幅に高ま
るが、分裂頻度は高くならないことが分かっ
た。また、Dpp シグナル伝達の阻害因子を添
加すると Dpp シグナル伝達の頻度は低下する
が、GSC の分裂は阻害されなかった。これら
の結果から、Dpp は GSC の未分化維持因子で
あり、分裂促進因子では無いことを明らかに
した。この共培養系を用いることにより、そ
の他の成長因子の役割を定量的に調べるこ
とが可能となり、今後の成長因子やシグナル
伝達の研究に非常に有効な手段となること
が期待される。	 
	 
(4)ニッチ細胞で発現するインスリン遺伝
子: インスリンは進化的に保存されたペプ
チドホルモンの一種で、恒常性の維持など
様々な生命現象に重要な役割を果たしてい
ることが知られている。ショウジョウバエの
イ ン ス リ ン 様 遺 伝 子 は Drosophila	 
insulin-like	 protein	 (DilP)と呼ばれ、1-8
の 8 種類がある。最近になり、GSC の維持や
分裂にも重要な役割を果たしていることが
示唆されている。インスリンは、成体の脳細
胞で作られ、血流により、体内の組織に供給
されていると考えられている。しかし、我々
のマイクロアレイの結果、ニッチ細胞で、イ
ンスリン遺伝子が高発現しているという結
果が得られた。	 
	 本当にニッチ細胞で DilP が発現されている
か ど う か を 明 ら か に す る た め 、
dip-GAl4/UAS-egfp で卵巣小管を観察すると
明らかにニッチ細胞で GFP のシグナルが見ら
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れた。	 
	 
また、in	 situ	 hybridization 法により、ニ
ッチ細胞株でそれぞれの Dilp 遺伝子の発現
パタンも調べた。これらの結果は、インスリ
ンが脳から供給されるという従来の考え方
を大きく変える可能性がある。GSC の維持や
分裂には、脳よりも GSC に直接接しているニ
ッチ細胞からのインスリンがより重要では
ないかと考え、それぞれにインスリン遺伝子
を Gal4/UAS システムにより、RNAi 転写阻害
実験により、明らかにしつつある。	 
	 
(5)in	 vitro での分化・脱分化誘導:	 エスコ
ート細胞やシスト細胞は、GSC の娘細胞であ
るシストブラストや精原細胞の分化過程に
重要な役割を果たしていると考えられてい
る。そこで、ESC 細胞と GSC を共培養し、分
化遺伝子である bam 遺伝子を強制発現して、
果たして GSC が分化するかどうかを調べた。
その結果、TCAP 細胞と共培養した場合に比べ、
４シストや８シストに移行する GSC の割合が
大幅に増加した。つまり、in	 vitro でシスト
ブラスト特有の不完全分裂を誘導すること
に成功した。さらに、興味深いことにエスコ
ート細胞とオスの GSC を共培養した場合でも
オスのGSCは4シストや8シストに移行した。
この結果は、エスコート細胞は雌雄を問わず、
GSC の分化を誘導することがわかった。	 
	 一方、オスの GSC を含む細胞株では、GSC が
未分化の状態で分裂する自己再生的な分裂
と分化過程の特徴である不完全分裂を繰り
返すことがタイムラプスによる画像解析で
明らかになった。そして、興味深いことにこ
れら分化過程にある 4シストや 8シストの精
原細胞が脱分化し、再び GSC になっていく現
象も発見した。つまり、in	 vitro で分化・脱
分化を繰り返しているのである。このような
柔軟な分化・脱分化の可変現象は、マウスで
は知られていたが、ショウジョウバエでは始
めてに知見である。	 
	 
(6)培養細胞への遺伝子導入と RNAi による転
写抑制阻害法：現在までにショウジョウバエ
培養細胞への遺伝子導入法は、哺乳類の培養

細胞に比べ、未開発であり、安定的で高頻度
の導入法は知られていない。我々は piggyBac
ベクターを改変し、heat-shock プロモータと
gfp 遺伝子を組み込んだベクターを作成し、
種々の遺伝子導入キットを用い様々な条件
で遺伝子導入を試みた。その結果、非常に高
頻度で遺伝子を導入する方法を開発した。	 

	 

	 
	 
	 
さらに siRNA を用い、ノックダウン法も開発
した。これらの手法を用いることにより、今
後、任意の遺伝子の導入や発現抑制実験が in	 
vitro でも可能になっていくだろう。	 
	 
(7)遺伝子改変個体の作成技術開発：長期的
に培養した GSC が本来の機能を保持している
かどうかを証明するためには、細胞移植法に
より、適当な宿主に戻して、調べる必要があ
る。しかし、ショウジョウバエ培養細胞への
移植法は開発されていない。そこで、fGS/OSS
細胞株を用い、初期胚の胚盤葉期の卵後極あ
るいは予定生殖巣形成域が形成されるステ
ージ 11 の胚背部に移植して、fGS 細胞が生殖
巣に入り、in	 vivo で分裂するかどうか、ま
た分化遺伝子である bam を強制発現して、卵
母細胞へ分化するかどうかを調べた。その結
果、fGS 細胞は成体の卵巣内の bam	 GSC とほ
ぼ等しい割合で、成体の卵巣に生着し、卵母
細胞へ分化することがわかった。つまり、正
常な分化能は、長期的に培養し続けても失わ
れていないことが証明できた。今後は、正常
に子孫を形成できるかどうかを検討する必
要がある。	 
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