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１．研究計画の概要 
生殖細胞は個体発生能を発揮できる唯一の
細胞で、こういった性質を支える分子基盤を
解明することは、基礎生物学的な大きな興味
であるとともに、医学、農学等の様々な分野
での応用の可能性を拓く。生殖細胞の特性を
理解する上でもっとも重要なアプローチの
一つとして、この細胞が胚発生過程の初期段
階で体細胞と分岐して分化運命の決定を受
け、さらに配偶子に向かって分化するメカニ
ズムが挙げられる。始原生殖細胞(PGC)形成
には従来同定されている分子に加えて、様々
な分子カスケードが同時に作用することが
予想され、PGC の形成・分化を制御する分子
機構の全体像を解明するためには、多角的な
戦略による制御分子の同定が必要である。そ
こで、以下の３つの研究を計画した。（１）
ES細胞を用いたsiRNAライブラリースクリー
ニングにより、機能阻害により PGC への分化
が誘導される遺伝子を同定する。さらに ES
細胞及び iPS 細胞の in vitro PGC 分化培養
系から、各分化段階の特徴を示す PGC 株を樹
立し、それらの細胞特性の分子的解明を行う。
（２）PGC の分化決定時に発現が誘導される
遺伝子を、ディファレンシャル・ハイブリダ
イゼーションによりスクリーニングし、遺伝
子改変マウスを作成して機能解析を行う。
（３）形成期から PGC で特異的に発現する
mil-1 を含む、いくつかの PGC 特異的な遺伝
子の発現制御領域には 200bpほどの保存配列
が存在することに着目し、この領域の DNA の
脱メチル化が特異的な発現誘導に関わる可
能性を明らかにする。 
 
２．研究の進捗状況 

（１）ES 細胞に siRNA ライブラリーを導入す
るスクリーニングで、生殖細胞特異的遺伝子
の発現上昇を起こす５種類の遺伝子を同定
した。さらにこれまでに一部の候補遺伝子に
ついて、ES 細胞でのノックダウンにより得た
細胞を、精子形成細胞が欠損したマウスの精
巣に移植することにより精子形成が認めら
れ、精子への分化能を持つ PGC であることが
確認された。これらの結果から、多能性幹細
胞から PGCが分化決定される過程に阻害的に
働く、新たな分子経路が存在することが示唆
された。また ES細胞及び iPS 細胞の in vitro 
PGC 分化培養系により、各分化段階の特徴を
示す PGC 株を樹立し、それらの細胞特性の分
子的解明を行った。（２）分化運命決定前後
の PGC を使ったディファレンシャル・スクリ
ーニングにより、分化決定時に発現が誘導さ
れる PGC発生制御因子遺伝子候補として二種
類の遺伝子を同定した。次にそれらのノック
アウトマウスを作成したところ、いずれにお
いても、移動期から胎仔生殖巣内に定着した
時期の PGC数が正常マウスに比べて有為に減
少していることが明らかになった。そのうち
の一つの遺伝子のノックアウトマウスにつ
いては、PGC の細胞増殖は影響を受けていな
いが、細胞死が顕著に亢進することが明らか
になり、この遺伝子が発生過程の PGC の生死
の制御に重要な役割を果たしていることが
わかった。（３）mil-1 の発現制御領域の、PGC
における DNA メチル化状態を調べ、分化決定
に伴い脱メチル化が起こることを見いだし
た。さらに mil-1 や Blimp1 などの PGC 特異
的遺伝子の発現制御領域には、SINE 配列に類
似した保存配列が見られ、PGC の分化決定時
にはこれらの遺伝子の保存配列に含まれる
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部位の脱メチル化が、共通して起こることが
わかった。これらの結果から、PGC の分化運
命決定時に起こる特異的な遺伝子発現には、
保存配列を始めとした制御領域の DNAの脱メ
チル化が関与する機構が働いている可能性
が示唆された。 
 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
（理由）3 つの研究計画のそれぞれについて、
いずれも進捗は順調でデータが蓄積してお
り、本研究計画の目的を研究期間内に達成で
きると考える。 
 
４．今後の研究の推進方策 
3 つの研究計画のいずれも、現在、研究の最
終段階に入っているので、より詳細な分子機
構を示すためのデータを得ることに力を入
れる。（１）ES 細胞を用いた実験では候補遺
伝子産物と相互作用するタンパク質を同定
する。（２）ノックアウトマウスによる遺伝
子機能解析では、候補遺伝子産物の標的とな
る分子の同定に力を入れる。（３）DNA メチル
化による制御に関しては、制御に関わるタン
パク質を同定することにより分子機構を解
明する。 
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