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研究成果の概要（和文）：本研究では、少数細胞のエピゲノム解析法の樹立、試験管内生殖

細胞誘導法の確立、生殖細胞系列における薬剤依存的遺伝子破壊マウスの樹立を行い、生

殖細胞系列の決定過程に必須の役割を果たす BLIMP1 の作用機序の解析とその過程に随

伴するエピゲノム変化の動態を解析した。また発生過程の小腸上皮など様々な BLIMP1
発現細胞における BLIMP1 の作用機序を探索し、多彩な細胞系譜における BLIMP1 の作

用機序を統合的に解析しつつある。

研究成果の概要（英文）：This study identified the mechanism of action of BLIMP1 and the 
epigenome dynamics for germ cell specification and development, with the establishment of 
a ChIP-seq method from a small number of cells, of in vitro primordial germ cell induction 
method, and of a drug-inducible gene-knockout strain during germ cell development.  This 
study also explored the mechanism of action of BLIMP1 in various cell types including 
developing intestinal epithelial cells where BLIMP1 is expressed, and is uncovering 
BLIMP1 function in an integrated fashion.  

研究分野： 生物学

科研費の分科・細目：生物科学・発生生物学

キーワード： 発生・分化、遺伝子、ゲノム、シグナル伝達、再生医学

１．研究開始当初の背景
細胞の運命決定・機能維持機構の解明は、

生命科学の中で最も重要な課題の一つであ
り、多能性幹細胞や組織幹細胞を起点に医
学的有用細胞を調整する際に不可欠な基盤
情報を提示する。細胞の運命及び機能はそ
れぞれの細胞に特異的な転写因子群とそれ
らの結合部位を規定するエピゲノム状態
（クロマチンの後成的修飾状態）により制
御される。ところが実際の生体における細
胞の運命決定・機能維持過程においてこの
両者を高い解像度で解明した研究は極めて
少ない。これは、実際の生体における細胞
運命決定や機能維持が少数の細胞を起点に
して起こる現象で、これまで少数の細胞に
おいてこの両者を定量的に解析する技術が
存在しなかったことに起因する。

２．研究の目的

少数細胞（-1000）のエピゲノム状態を
Chromatin immunoprecipitation-DNA
Sequence 法（ChIP-seq）により定量的に
測定する技術を開発し、その技術を用いて、
始原生殖細胞（Primordial germ cells: 
PGCs）を含む多彩な細胞の運命決定・恒
常性維持に必須の働きをする転写因子
BLIMP1 の作用発現機序を生殖細胞系列
と B 細胞系列などをモデルに解明、それに
より細胞の運命決定・機能維持を可能とす
る遺伝学的・後成遺伝学的・細胞生物学的
機序を統合的に理解することを目的とする。 

３．研究の方法
少数細胞からのChIP-seq法の開発におい

ては、多量の細胞（107個）から既存の方法
にて ChIP-seq を行った実験結果と、少数細
胞からChIP を行い得られた DNA を増幅し
sequence を行った結果を定量的に比較する。 
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EGFP-Blimp1 及び BT-Blimp1 ノックイン
マウス及び胚性幹細胞（Embryonic Stem 
Cells: ESCs）を樹立し、BLIMP1 のゲノム
ワイドな結合部位を同定する基盤とする。

ESCs から試験管内で生殖細胞形成過程
を再現する系を確立し、生殖細胞形成過程
に随伴するヒストン修飾、DNA メチル化の
動態を解析する基盤とする。
薬剤依存的に生殖系列特異的遺伝子組み

換えを可能とするマウス、Stella-MCM マウ
スを樹立し、生殖系列の増殖・機能維持に
おける BLIMP1 の機能を解明する。 

形質細胞や視細胞、小腸上皮など生殖再
細胞系譜以外における BLIMP1 のゲノム
ワイドな結合部位を同定し、異なる細胞系
譜の機能維持における BLIMP1 の作用機
序を解明する。 

４．研究成果 
タグ（EGFP）を標的とした少数細胞か

らの高効率 ChIP 法のプロトコール確立を
目指した。ChIP プロトコールを改善し、
反応溶液の体積の縮小、単一の反応チュー
ブの使用、担体やキャリアの最適化による
非特異的吸着の最小化と反応効率の向上を
行った。また免疫沈降されたゲノム DNA
断片の、独自に考案したプライマーペアに
よる網羅的かつ高精度な増幅を試みた。 
その結果、107 細胞から ChIP したもの

を希釈して得られる 104細胞相当の DNA、
104〜105細胞から直接 ChIP して得られる
DNA を高い定量性（Q-PCR さらには
massively parallel sequence により比較・
検証）で増幅出来る方法論の開発に成功し
た。
本法により BLIMP1 のゲノムワイドな

結合部位を多彩な細胞系譜で決定するため、
EGFP-Blimp1 及び BT-Blimp1 ホモノックイ
ンマウス、ホモノックイン ESCs を樹立し
た。EGFP-Blimp1 ノックインマウスは、生
殖細胞系譜や発生過程の小腸上皮、網膜視
細胞などで EGFP-BLIMP1 を正しく発現す
ることを確認した。

PGCs は非常に少数の細胞（〜20-40 個）
として決定されるので、PGC 決定過程にお
ける BLIMP1 の結合部位及びエピゲノム変
化を生体内の材料を用いてChIP-seqにより
決定するのは本研究により開発した方法論
を用いても非常に困難であると考えられた。
そこで、試験管内で生殖細胞形成過程を再
現する系の開発に取り組んだ。その結果、
ESCs を出発点として、エピブラスト様細胞
（Epiblast-like cells: EpiLCs）を誘導し、さ
らに PGC 様細胞（PGC-like cells: PGCLCs）
を誘導することに成功した。EpiLCs から
PGCLCs が形成される過程の遺伝子発現変
化は、エピブラストから PGCs が形成され

る過程の遺伝子発現変化と高い定量性で合
致し、また PGCLCs は PGCs に似たエピゲ
ノム状態を獲得した。重要なことに、
PGCLCs を、生殖細胞を有さない W/Wv マ
ウスの新生仔精巣に移植すると、健常な精
子に分化し、それら精子は健常な子孫に貢
献した。また、メス ESCs から誘導したメ
ス PGCLCs を胎児卵巣由来の体細胞と凝集
培養し（再構成卵巣）、それらをヌードマウ
スの卵巣皮膜下に移植すると、PGCLCs は
成熟卵子に分化し、それら卵子は試験管内
成熟、試験管内受精を経て、健常な子孫に
貢献した。精子・卵子分化能を有する
PGCLCs は複数の ESCs、さらには iPSCs か
ら誘導可能であり、本研究により、エピブ
ラストから PGCs 形成に至る過程が初めて
試験管内で再現されたことになった
（Hayashi et al., Cell, 146, 519-532, 2011; 
Science, 338, 971-975, 2012）。さらに、本誘
導法を用いることで、PGCs の誘導に十分
な機能を発揮する転写因子として、
BLIMP1, PRDM14, TFAP2C を同定するこ
とに成功し、PGCs が形成される際に
BLIMP1 がその転写に及ぼす直接の影響を
解明した（Nakaki et al., Nature, 501, 222-226, 
2013）。さらに、PGCs において Blimp1 や
Prdm14 の発現を誘導する因子として T を
同定した（Aramaki et al., Dev. Cell, 27, 
516-529, 2013）。 

開発した ChIP-seq 法、試験管内 PGCLC
誘導法を用いて、PGCLC 誘導過程に随伴す
る BLIMP1 及び T のゲノムワイドな結合部
位の同定とエピゲノム変化 [転写に正負の
影響を与えることが知られている様々なヒ
ス ト ン 修 飾 （ H3K4me3, H3K27ac, 
H3K27me3, H3K9me2）]の解析を行った。
その 結果、 PGC(LC) 形成 過程に伴 う
BLIMP1 及び T の結合部位、ヒストン修飾
変化の変化を明らかにすることに成功し、
現在、論文作成中である。

Blimp1 の PGC 形成以降の機能を解明す
るため、第一に PGC 特異的に高効率でコン
ディショナルノックアウトを誘導出来るマ
ウス系統の樹立を推進した。生殖系列特異
的遺伝子 Stella/Pgc7 のプロモーター下に、
改変されたエストロゲン受容体(MER)と
Cre recombinase を 融 合 さ せ た
MER-Cre-MER（MCM）を発現するトラン
スジェニックマウスを作成した。本マウス
では Stella が発現される初期胚、PGCs、発
育過程の卵母細胞で MCM が発現し、投与
する Tamoxifen 依存的に MCM が核内に移
行し、floxed region を excise out する。実際
に本マウスを用いると、初期胚、PGCs、発
育過程の卵母細胞で、非常に特異的に、高
効率（-80%）で、Tamoxifen 依存的に遺伝



子組み換えが誘導されることが示された
（Hirota et al., Biology of Reproduction, 85, 
367-377, 2011）。
本マウスと Blimp1 コンディショナルノ

ックアウトマウス（Alexander Tarakhovsky
博士より分与）を交配し、発生 9.5日目（E9.5）
及び E11.5 で Tamoxifen を投与することで、
Blimp1 の生殖系列の増殖・機能維持におけ
る役割を検証した。その結果、BLIMP1 が
PGC 形成後もその発生過程で重要な役割
を果たすことを示すデータを得た。具体的
には、E9.5 にて Blimp1 をノックアウトする
と、雌雄ともに E12.5 までに PGCs はアポ
プトーシスにより死滅し、E11.5 にてノッ
クアウトすると、オスでは E14.5、メスで
は E17.5 までに生殖細胞数の減少が起きる
ことが明らかとなった。現在 Blimp1 ノック
アウトにより誘導される転写制御異常を解
析中である。
さらに生体内の様々な細胞系譜における

BLIMP1 のゲノムワイドな結合部位を同定
するため、EGFP-Blimp1 ホモノックインマ
ウスから PGCs, 発生過程の小腸上皮、網膜
視細胞、形質細胞を単離し、それら細胞群
の遺伝子発現と BLIMP1 結合部位の解析を
推進中である。
これらの成果を総合的に解析し、細胞の

運命決定・機能維持過程における BLIMP1
の役割を統合的に理解する。
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