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研究成果の概要（和文）：ストレス因子に着目し、生体内の環境を模した培養環境を作り出し、ES細胞から半数体生殖
細胞の誘導とその評価を試みた。本研究では体内における生殖細胞の発生過程を模範するため、①ES細胞からエピブラ
スト幹細胞(EpiSC)の誘導②始原生殖細胞の誘導という２段階の誘導方法の検討を行った。得られた誘導細胞は、始原
生殖細胞特異的なマーカーを発現していた。さらに、始原生殖細胞で特徴的に生じるインプリンティング遺伝子の脱メ
チル化も認められた。また、これらの誘導細胞を不妊雄マウス精巣内に移植すると精子様細胞の出現が認められた。以
上より、ES細胞から生殖細胞の誘導が可能であるという結論が得られた。

研究成果の概要（英文）：Although several researches for mechanism of germ cell development in mammal are p
roceeding to date, it almost remains unclear. Recently, it is attempted to get the germ cell or to elucida
te the molecular mechanism of gametogenesis by the differentiation induction to germ cell from embryonic s
tem cell (ESC) in vitro. However, it is still difficult to obtain normal germ cell because almost reports 
showed that inducing cells were abnormal meiosis and low efficiency.
In this study, we aimed to obtain primordial germ cell under in vitro culture condition, we induce to prim
ordial germ cell from ESC. To visualize the germ cell marker, we used Oct4-dePE GFP marker. We tried to in
duce by consideration of in vivo environment of embryogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 

 不妊治療の対象患者数は年々増加する傾

向にあり、それに伴って現在の医療技術で

は対応できない症例も増加している。例え

ば、早発卵巣不全や非閉塞性無精子症など、

配偶子形成に異常が認められた場合の根本

的な治療も、現行の不妊治療では難しいの

が現状である。少子化の進行を考えると、

有効な不妊治療技術の開発は要求性の高い

課題の一つであるといえる。しかし、前述

したように哺乳類における生殖細胞の発生

機構は不明な点が多く残っている。 

生殖細胞の運命決定機構やその固有の

機能をもたらす分化機構は、体内における

観察が困難など方法論的にアプローチが難

しく、長い間未解明であった。現在、体外

培養環境下で生殖細胞の形成を観察するツ

ールとして、胚性幹細胞(Embryonic stem 

cells;ES 細胞)を用いた生殖細胞の獲得が試

みられている。ところが、ES 細胞からの生

殖細胞の誘導効率は非常に低く、体外培養

環境下での正常な半数体生殖細胞の作製は

未だに成されていない。そこで、安定的に

かつ汎用的に ES 細胞から生殖細胞誘導モ

デルの作製が必要である。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究では、多能性幹細胞である ES 細胞

から生殖細胞を誘導する際に、生体内の環

境を体外で作り出すことで、生殖細胞を誘

導すること目的とした。特に、安定的且つ

汎用性の高い生殖細胞の誘導方法の開発を

実施するため、外来因子である成長因子を

使用しない培養環境、及びマウスだけでな

くヒト前臨床モデルとして使用されている

カニクイザルを由来とした ES 細胞を実験

材料に、生殖細胞の誘導方法の開発を計画

した。 

 大きく３つの研究段階：①生殖細胞関連遺

伝子を指標としたレポーター遺伝子を導入

した細胞株を樹立し、生殖細胞の分化誘導

法を構築する。②低温度培養環境における

最適な誘導条件の検討し、ストレス応答に

おける生殖細胞誘導への影響を明らかとす

る。③核相の変化などを観察することで正

常に減数分裂を完了した半数体細胞である

かを観察し、また、受精能及び発生能につ

いても検討を実施した。 

 

３．研究の方法 

 まず本研究を進めるにあたり、研究材料と

してマウス及びカニクイザルを選択した。

マウスは実験動物として確立されており、

遺伝情報などが豊富である。また飼育コス

トなどの観点から扱いが比較的容易である

ため、これをモデルした実験が多く行われ

ている。しかし、ヒトモデルとして考慮し

た場合、マウスは霊長類と比較して生理的

に異なる点が多いため、直接得られた研究

が反映できない可能性がある。そこで、ヒ

トと同じ霊長類であるカニクイザルをモデ

ルとしたシステムを構築することは、霊長

類の生殖細胞の発生機構の解明にとって有

用であり、新しい概念に基づいた創薬、治

療法の開発に直結すると考えられる。 

そこで、研究を進めるため、生殖細胞の

誘導を行なうにあたり、誘導の際に、生殖

細胞の出現を可視化できるようにすること

を目的に、Oct4-dePE GFP をレポーター遺

伝子として導入した細胞を作製した。その

後、体外受精あるいは卵子細胞質内注入法

を用いて受精能及び発生能（産子作出）の

観察を行い、生殖細胞としての能力を検討

する。さらに誘導方法として 2 段階培養を

構築した。通常生体内の発生では、着床前

及び着床後、そしてその後の発生に伴って

酸素濃度が変化することに注目し、酸素濃

度を変化させた培養環境を利用し、ES 細胞

から EpiS 細胞そして、その後の始原生殖

細胞への誘導及び不妊雄マウス精巣への移

植を実施した。発生してきた細胞を評価す

るための生殖細胞関連遺伝子マーカーは、

PGCs 以降の生殖細胞で特異的に発現する

Vasa 遺伝子、及び減数分裂を完了した半数

体精子細胞において発現が認められる

Protamine 遺伝子を指標とした。また同時

に、始原生殖細胞及び生殖細胞で特異的に

機 能 す る 遺 伝 子 を Realtime-PCR 、

Westernblot、蛍光免疫染色、フローサイト



メトリーなどを使用し、生殖細胞が発生し

ていることを多方面から評価した。 

 

４．研究成果 

 本実験で実施した方法は、体内における生

殖細胞の発生過程を模範するため、①ES

細胞からエピブラスト幹細胞(EpiSC)の誘

導②始原生殖細胞の誘導という２段階の誘

導方法の検討を行った。まず、①の誘導法

は、胚発生時の着床前後において酸素濃度

の低下が起こることを考慮し、同様に分化

誘導環境の酸素濃度を低くし ES 細胞から

EpiSC への誘導を試みた。すると、ES 細

胞から効率よく EpiSC へと誘導が行うこ

とができ、その性質を維持したまま培養す

ることが可能であった（図 1）。 

 

 

 次に、この得られた細胞から、始原生殖細

胞を誘導できるか検討を行った。誘導法に

は Oct4-dePE GFP をレポーター遺伝子と

して導入し、胚葉体を介した分化誘導を行

った。その結果、GFP 陽性細胞が培養５日

目において出現し、それらは始原生殖細胞

の性質を有していた（図１）。 

 
 GFP 陽性細胞は、生殖細胞のマーカーで

もある Oct4 を発現していることになるた

め、GFP 陽性細胞のみをセルソーターを利

用し、単離した後に、始原生殖細胞として

機能があるかどうか Realtime-PCR や

Westernblot を使用し解析を行なったとこ

ろ、GFP 陽性細胞において始原生殖細胞特

異的に発現している遺伝子：Blimp1, Vasa, 

Stra8, DazL の発現が上昇していることが

明らかとなった。これによって始原生殖細

胞へと誘導されている可能性が示唆された

（図 2）。 

 

 また、始原生殖細胞の大きな特徴でもある

インプリンティング遺伝子の脱メチル化に

つ い て も 解 析 を 行 な っ た 。

Bisulfite-Sequencing 法を用いて移動後期

始原生殖細胞で脱メチル化する遺伝子：

Snrpn 及び H19 について、誘導細胞にお

いてメチル化の変化が生じしているか観察

したところ、Snrpn、H19 共に顕著に脱メ

チル化が誘導されていたことから、移動期

後期始原生殖細胞へと誘導されていると考

えられる（図 3）。 

 

 次に、得られた始原生殖細胞であると考え

られる細胞を、不妊雄マウス精巣内へ移植

した。移植一ヶ月後に精巣を回収し、DNA

を抽出し移植細胞が実際に存在するのかを

検討したところ、移植細胞由来の GFP 遺

伝子の増幅が認められたことから精巣内に

移植細胞が存在することがわかった。また、



回収した精巣から組織切片を作製し、HE

染色及び生殖細胞特異的に発現している

VASA 及び HASPIN タンパク質が存在す

るか免疫染色を用いて解析を行なったとこ

ろ、非移植細胞では細胞の存在が認められ

ないが、細胞移植細胞では精子様の細胞が

存在し、また VASA 及び HASPIN タンパ

ク質を発現する細胞の存在が観察された

（図 4）。 

 

 

 次の段階としてこれまでに得られた知見

を利用し、ヒトモデルとしてカニクイザル

ES 細胞からも同様に分化誘導が可能かど

うか検討を行った。始原生殖細胞マーカー

である Blimp1 遺伝子の発現が促進されて

いたことから、生殖細胞が誘導されている

と考えられる。 

  
 以上のことから、当初はストレス環境とし

て低温度を目的としていたが、同様に生体

内において生殖細胞の発生に関係するスト

レス因子である酸素濃度に注目し、本研究

では実際にマウス及びカニクイザル ES 細

胞から「低酸素培養による始原生殖細胞の

誘導」が可能となった。特に、得られたマ

ウス細胞では実際に「精細管内に生着し、

精子様細胞へと分化する」ことが明らかと

なった。また、本研究では、マウスだけで

なく、ヒト前臨床モデルとしてカニクイザ

ル ES 細胞を用いても同様に誘導が可能で

あったことから、汎用的な誘導技術を構築

できたと考えられる。以上のことから、半

数体精子細胞を得る方法として、低酸素環

境を利用した誘導方法はマウスだけでなく、

その他の動物種においても有効であると考

えられる。 
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