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研究成果の概要（和文）：始原生殖細胞は精子や卵子の起源となる細胞である。本研究計画ではES細胞から誘導
した始原生殖細胞様細胞を用いて、試験管内において始原生殖細胞の増殖・分化誘導系の確立を行った。その結
果、forskolinとPDE4 inhibitor (rolipram)を始原生殖細胞に作用させることにより増殖が促進され、retinoic
 acid (ビタミンA)とBMP4を作用させると雌の生殖細胞へ分化誘導可能なことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Sperm and oocytes are originated from primordial germ cells (PGC), which 
arise at early embryonic development.  In this research, we attempted to establish in vitro culture 
system of PGC by using PGC-like cells (PGCLC) derived from ES cells.  We found that forskolin and 
PDE4 inhibitor (rolipram) synergistically enhance the proliferation of PGCLC, and addition of 
retinoic acid (vitamin A) and BMP2 is enough to induce female germ cell pathway in vitro.

研究分野：生殖生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
始原生殖細胞を解析する上でこれまでの大きな問題点は、試験管内において適切な培養系が存在しないことであ
った。本研究計画の成果により、試験管内において始原生殖細胞を一定期間増殖させることが可能となり、ま
た、雌の生殖細胞へ分化させるための因子の同定に成功した。今後、本研究により確立された培養系は、雄性生
殖細胞の決定機構および減数分裂機構の解明など生殖細胞分化に関わる解析や他の種への応用など幅広い分野に
貢献できると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
哺乳類の生殖細胞は、始原生殖細胞（primordial germ cell; PGC）を起源とし、マウスでは胎
生 7日（embryonic day 7; E7）頃出現する。その後、増殖しながら生殖巣へ向けて移動し、
E10頃、生殖巣に到達する。E12頃、雌雄の性決定が行われ、それに従い、雄の PGCは細胞
増殖を停止し、雌の PGC は減数分裂へと移行する。出生後、性成熟に伴い、精子および卵子
へと分化し、配偶子形成が完成する。このように生殖細胞は、非常に複雑な細胞分化過程を経
ることにより、次世代にその遺伝情報を継承する能力を獲得することができる。生殖細胞は生
命現象の基盤を担う細胞であり、それを理解することは生命科学において非常に重要な研究課
題である。しかしながら、PGCを研究する上での最大の障壁は、その増殖・分化を試験管内で
操作可能な実験系が存在しないことであった。特に PGC は少数の細胞であり、遺伝学・生化
学的解析を行う上で非常に大きな問題となっていた。 
 
２．研究の目的 
研究代表者らは ES細胞から機能的な始原生殖細胞様細胞（PGC-like cell;PGCLC）を分化誘
導することに成功した。この分化誘導系により多数の PGCLCを得ることが可能となり、これ
まで不可能であった実験系が可能となってきた。その一例として、研究代表者は PGCLCを用
いた high-throughput ケミカルライブラリースクリーニングを実施しており、試験管内で
PGCLCの増殖を一定期間支持する化合物として forskolinと PDE4 inhibitor (rolipram)を同
定している。本研究課題の目標は、この実験系をさらに発展させる事により、PGCLC を試験
管内で自在に増殖・分化させることを可能にする培養系を確立する事である。本研究計画が達
成されることにより、PGCLCおよび PGCの増殖・分化の制御機構が明らかになると共に、新
規の発生工学技術の開発に繋がると考えている。 
 
３．研究の方法 
研究代表者はこれまで PGCLCを用いた high-throughput ケミカルライブラリースクリーニン
グを行っており、PGCLC の増殖を促進する小分子化合物を見出してきた。これらの小分子化
合物のうち forskolinと rolipramを PGCLCに作用させて培養すると、1週間で約 20-30倍程
度に増殖し、それらは PGCマーカーである Blimp1をはじめ、移動期 PGCのマーカーを発現
していた。培養した PGCLCを不妊マウスである 7日齢のWBB6F1-W/Wvマウスへ移植する
と正常な精子形成が認められ、さらに移植したマウスは妊孕性を回復する事が確認された。こ
のように、現時点では一時的にではあるが PGCLCを始原生殖細胞の性質を保ったまま増殖さ
せることが可能であることが明らかとなっている。本研究計画では試験管内で増殖した PGCLC
の詳細な性状解析を行うとともに、現在の培養系を改良し、試験管内で PGCLC の増殖・分化を
自由に操作できる培養系の確立を試みる。 
 
４．研究成果 
Forskolin と rolipram により増殖した PGCLC の性状解析を行うため、次世代シークエンサーを
用いた 3’RNA-sequence により遺伝子発現解析を行った。その結果、試験管内で増殖した PGCLC
は生体の E9.5-11.5 相当の性決定前の PGC と類似した遺伝子発現を示すことが明らかとなった
（図１A）。次に、バイサルファイトシークエンスによりエピゲノム解析を行ったところ、試験

図１．試験管内における PGCLCの増殖・分化系の確立 
（A）Forskolinと rolipramにより増殖した PGCLCの遺伝子発現。PCAを示す。試験管内で増殖し
た PGCLCは生体の E9.5-11.5の PGCと類似した遺伝子発現を示す。（B）バイサルファイトシークエ
ンスによるエピゲノム解析。試験管内で増殖した PGCLCのゲノムのメチル化レベルを生体の PGCと
比較。培養 3 日後（左図）および 7 日後（右図）の PGCLC はそれぞれ E10.5 および E13.5 の PGC
と同程度のメチル化レベルを示す。（C）RA（retinoic acid）と BMP2の添加による雌性生殖細胞への
分化誘導。RAと BMP2を添加することにより減数分裂マーカー（SCP3, SCP1）を発現する PGCLC
を確認することができる。発表論文 4，6から抜粋・改変。 



管内で増殖した PGCLC のゲノムは生体の性決定後の PGC（E13.5） と同程度の低メチル化状態
にあることが示された（図１B）。これらの結果から、PGC の性決定には生殖巣体細胞などから
のシグナルが必要であるが、ゲノムの脱メチル化は培養下の増殖中に起こることが示された。 

Forskolinと rolipramで増殖した PGCLCは遺伝子発現上、性決定前の性質を示すことから、
本培養系に適切な因子を加えることにより性決定因子を同定できると考え、既知の情報および
遺伝子発現解析結果をもとに探索を行った。その結果、雌性生殖細胞への性決定には retinoic 
acid (RA)と BMP2が十分条件であることが明らかとなった（図１C）。 
 本研究により試験管内で一定期間 PGCLCを増殖させることが可能な培養系が確立でき、さ
らに雌性生殖細胞の性決定に関わる因子の同定に成功した（図 2）。今後、本研究により確立さ
れた培養系は、雄性生殖細胞の決定機構および減数分裂機構の解明など生殖細胞分化に関わる
解析や他の種への応用など幅広い分野に貢献できると考えられる。 
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図２．本研究計画で確立された PGCLC の増
殖・分化系 
PGCLCに forskolinと rolipramを作用させる
と PGCLC の増殖が促進される。増殖した
PGCLC は遺伝子発現上は性決定前の PGC の
性質を示し、DNA のメチル化状態は性決定後
の生殖細胞と同程度の低メチル化状態にある。
Forskolinと rolipramに加えて 
RA(retinoic acid)とBMP2を作用させると雌性
生殖細胞への分化が進行する。 
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