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研究成果の概要： マウス始原生殖細胞(PGC)の移動における Ifitm ファミリー遺伝子の役割に

ついて解析を進めた。Ifitm1 の異所的発現は、PGC 局在に対して排他的に働いた。また、PGC

の移動に異常が観察されるミュータントマウスでも Ifitm1 の発現異常が観察された。siRNA を

用いた培養マウス胚での Ifitm1 ノックダウン実験では、PGC の局在異常が観察された。
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１．研究開始当初の背景

マウス生殖細胞の発生は、胚後端部の中胚

葉組織から内胚葉に移動した始原生殖細胞

（primordial germ cells: PGC）として初め

て観察される。内胚葉に移動した PGC は、そ

の後、後腸に取り込まれ、胎仔生殖巣へと向

かって移動していく。やがて、生殖巣に到達

した PGC は、世代を越えて生命の連続性を担

う唯一の細胞である配偶子へと分化してい

く。マウス生殖細胞の移動を制御機構につい

ては、腸管内を移動する PGC が生殖巣原基に

定着する過程の分子機構は報告されている

が、それ以前の原始内胚葉に移動して後腸に

取り込まれる過程については、これまで十分
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には解明されていなかった。申請者は、内部

細胞塊を含む胚盤胞と移動期 PGC の間でのサ

ブトラクティブ cDNA スクリーニングをおこ

ない、生殖細胞に特異的な発現を示す５個の

候補遺伝子を得た。その中の同じ遺伝子ファ

ミ リ ー の 属 す る ２ つ の 遺 伝 子 、

interferon-induced transmembrane protein

3 Ifitm3 (mil-1/fragilis) 及 び Ifitm1

（mil-2）は、構造がよく保存された２つの

細胞膜貫通領域を持つ膜タンパク質をコー

ドしており、その PGC形成期における発現は、

これまで明確にされていなかった PGCの前駆

細胞と推定される細胞集団において発現が

認められた。また、Ifitm3 遺伝子については、

他のグループからも単離、報告されている

（fragilis）。

２．研究の目的

申請者はこれまで、PGC と周囲の細胞での

発現の組み合わせにより、Ifitm1 と Ifitm3

がそれぞれ異なる様式で PGC の移動制御をお

こなっている可能性を示唆している。Ifitm1

と Ifitm3 を共に発現している PGC 前駆細胞

集団は、Ifitm1 を発現している中胚葉組織内

に 存 在 す る が 、 そ の 後 、 PGC へ と

specificationを受けた細胞ではIfitm1の発

現が失われ、そのような PGC は、Ifitm1 陽性

の中胚葉組織の環境にとどまる事ができず

に、Ifitm1 を発現していない内胚葉組織に移

動する、つまり、周囲の細胞での Ifitm1 活

性は、PGC の局在に対して排他的に働くこと

で PGC の移動を制御していることを明らかに

した。また興味深い事に、Ifitm1 の PGC の局

在に対する排他的活性は、Ifitm3 を共発現さ

せることにより失われた。このことは、Ifitm

ファミリーの発現の組み合わせが、その作用

を規定している可能性が考えられる。そこで

本申請では、マウス始原生殖細胞の移動過程

において、生殖細胞とその周囲の細胞でダイ

ナミックな発現様式を示す Ifitm ファミリー

遺伝子群の発現の組み合わせによる PGC の局

在を制御機構に着目して、その分子機構の作

用機序の解析を進めた。

３．研究の方法

基本的な方法としては、マウス着床期胚

（胎齢 7 日目頃）に DNA や siRNA を胚操作技

術により導入をおこない、その後、in vitro

での全胚培養系を用いて培養、過剰発現やノ

ックダウンによる標的遺伝子の活性変化の

影響を調べた。

まず、Ifitm1の発現が本来低下する段階の

PGCにIfitm1を強制発現させるため、リポフ

ェクション溶液をマウス胚にマイクロイン

ジェクションして遺伝子導入をおこなう方

法 (Yamamoto M et al., Nature, 428:

387-392, 2004)、或は、申請者がこれまでお

こなってきているelectroporation法により

生殖細胞に対する遺伝子導入をおこなった

が、生殖細胞への導入効率は、極めて低かっ

た。そこで、申請者がこれまでに同定してい

るPGCとその前駆細胞での発現を制御してい

るIfitm3の転写調節領域を用いて、その制御

下において標的遺伝子を発現するようなト

ランスジェニックマウスを作出し、その解析

を進めた。そして、Ifitm1をPGCで異所的に

強制発現させた結果、PGCが正常に識別され

て内胚葉に移動するか、その強制発現細胞で

のマーカー分子、例えば、Dppa3/Pgc7/stella

や Ifitm3, Pou5f1/oct-3/4, Nanog,

Akp2/Tnap等の発現を調べ、生殖細胞形成に

おけるPGCでのIfitm1発現低下の意義を明ら

かにする。また、マウス着床期胚に対する遺

伝子導入等の胚操作については、これまで申

請者らを含めて用いられている定法にのっ

とりおこなった。

４．研究成果

PGC の移動における Ifitm ファミリー遺伝

子の役割について解析を進めた。Ifitm1 の異

所的発現は、PGC 局在に対して排他的に働い

た。また、PGC の移動に異常が観察されるミ

ュータントマウスでも Ifitm1 の発現異常が



観察された。siRNA を用いた培養マウス胚で

の Ifitm1 ノックダウン実験では、PGC の局在

異常が観察された。一方、複数の方法、でお

こなった全胚培養系での Ifitm1 の異所的発

現、具体的には、electroporation 法やリポ

フェクション法による内胚葉組織の１部、或

は全域での異所的発現では、Ifitm1 が PGC の

局在に対して排他的に働く結果が得られた。

また、トランスジェニックマウスを用いて

PGC前駆細胞集団でのIfitm1の強制発現をお

こなった予備的な実験からも、同様な PGC の

局在変化が観察された。さらに、我々が平行

して解析を進めている始原生殖細胞の移動

に異常が観察される Dullard ノックアウトマ

ウス及び Lhx1 コンディショナルノックアウ

トマウスにおいても、Ifitm3 の生殖細胞での

発現は認められたが、周囲の体細胞での

Ifitm1 の発現異常が観察された。近年報告さ

れた Ifitm3 ノックアウトマウスの解析から

も（Lange et al., 2008）、Ifitm3 単独では、

PGC の移動の制御に必須な働きは果たしてい

ないと考えられる。また、Ifitm1 の PGC の局

在に対する影響は、Ifitm3 との共発現により

打ち消されることから、Ifitm ファミリー遺

伝子群の発現の組み合わせが重要と考えら

れる。先のグループによる Ifitm1 及び

Ifitm2, Ifitm3, Ifitm5, Ifitm6 を欠損した

マウスの解析から PGC局在異常は報告されて

いないが、他のファミリー遺伝子群の欠損に

より影響が打ち消された可能性も考えられ

る。そこで、siRNA を用いた培養マウス胚で

のノックダウン実験の系を構築して、中胚葉

での Ifitm1 のノックダウンを行った結果、

始原生殖細胞は移動せずに中胚葉に留まっ

ていた。今後、さらに Ifitm1 単独ノックア

ウトマウスの解析をおこなうことより、この

点を明らかにできると考えられる。
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