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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では生殖細胞の形成と分化の制御機構に関して次の３点を明らかにした。（１）転写制
御因子の RESTと Larp7 が、胎仔に存在する未分化な生殖細胞である始原生殖細胞(PGC)の生存
と増殖に重要であることを明らかにした。（２）PGCでの特異的な遺伝子発現に DNA 脱メチル化
が重要であることがわかった。（３）転写制御因子の Max の機能阻害により多能性幹細胞である
ES 細胞が生殖細胞特異的遺伝子を発現するようになることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this research project, we have found the following three points. (1) Transcription 

regulators REST and Larp7 positively control survival and proliferation of primordial germ 

cells (PGCs), respectively, in mouse embryos. (2) The expression of PGC-specific genes is 

controlled by DNA demethylation of their regulatory regions. (3) Transcription regulator 

Max represses the expression of germ cell-specific genes in ES cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 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る
メカニズムが挙げられる。 
 本研究課題代表者のグループを含めて、こ
れまで主に発現パターンの特異性などに注目
してマウス始原生殖細胞の分化運命決定に係
わるいくつかの分子の同定がなされている。
さらに本研究代表者らは、これまでの特定領
域研究により候補遺伝子のスクリーニングを
行い、現在までにクロマチンモデリングや RNA
の制御に係わる可能性のある候補遺伝子の同
定に成功しており、それらの機能解析が重要
である。また代表者らは形成期から始原生殖

細胞で特異的に発現する遺伝子として mil1
を同定し、その特異的な発現制御に必要な遺
伝子領域の同定に成功しており、制御の分子
機構をさらに詳細に調べることにより、分化
決定に係わる分子カスケードの解明が期待で
きる。一方、始原生殖細胞形成には従来同定
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、より
網羅的で効率的な分化制御遺伝子の同定が必
要である。一方最近、siRNA ライブラリーに
よる遺伝子の機能スクリーニングが報告され
るようになった。 
 

２．研究の目的 

 以上のような背景をふまえて本研究課題で
は、以下の 3点について研究を行う。 
（１）まずこれまでの研究により同定された
始原生殖細胞分化決定遺伝子候補（Larp7 お
よび REST）の機能および作用機構を、遺伝子
改変マウスの解析により明らかにする。 
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（２）また、mil1 遺伝子、および他の始原生
殖細胞特異的遺伝子の発現制御領域の DNA お
よびヒストンの修飾状態の変化を調べ、発現
制御に係わるエピジェネティック制御を同定
する。 
（３）一方、より網羅的で効率的に候補遺伝
子を同定するための別のアプローチとして、
ES 細胞に siRNA ライブラリーを導入して、始
原生殖細胞の分化運命決定に係わる遺伝子候
補を機能的にスクリーニングする。さらに得
られた候補遺伝子について、遺伝子改変マウ
スを作製・解析することにより機能の詳細を
解明する。また、ES細胞から培養下で分化し
た配偶子は、いまのところ正常な個体を生み
出すことができないので、その原因を解明す
るためにエピジェネティックな状態を in 
vivoと比較する。 
 

３．研究の方法 

（１）始原生殖細胞(PGC)の分化運命決定
に係わる候補遺伝子の機能解析 
 研究目的の項目で述べた２種類の遺伝
子(Larp7, REST)の機能解析を行うための
ノックアウトマウス作成を行う。次にホモ
変異マウスの PGCの異常を、細胞数、細胞
死、細胞増殖に注目して解析し、さらにそ
れぞれの遺伝子産物の下流分子経路の解
析を行う。 
（２）始原生殖細胞(PGC)特異的遺伝子の
エピジェネティックな発現制御機構 
 まず mil-1遺伝子の発現制御領域につい
て、この遺伝子の発現が開始する分化決定
期前後と、その後の分化段階の PGCでの DNA
メチル化状態を調べ、発現とメチル化状態
が関連しているか調べる。そのために、前
駆細胞の時期から特異的な GFPの発現が見
られる Blimp1-GFPおよび mil1-GFPトラン
スジェニックマウス胚から、PGC および周
辺体細胞を単離し、バイサルフェート法に
より DNA メチル化状態を解析する。さらに
他の PGC 遺伝子として、Blimp1 および
Stella 遺伝子の発現制御領域についても
同様な解析を行う。またメチル化の発現制
御への関与について、ES 細胞等を使ったレ
ポーターアッセイにより調べる。さらにヒ
ストン修飾についても ChIP 法により調べ
る。 
（３）ES細胞を用いた、始原生殖細胞(PGC)
分化決定遺伝子の機能的・網羅的なスクリ
ーニング 
 始原生殖細胞に特異的に発現するレポ
ーターである vasa-RFP導入 ES細胞を使っ
た siRNA スクリーニングで、RFP の上昇が
見られる遺伝子を同定する。次に vasa-RFP
の発現が上昇した細胞で生殖細胞特異的
遺伝子の発現が上昇していかどうかを、定
量的な RT-PCR、および DNAマイクロアレイ

により調べる。さらに、その細胞が始原生
殖細胞としての性質を持つかどうかを、生
殖細胞を欠損した W/Wv マウスの精細管に
移植し、精子形成の有無を調べることによ
り確認する。 
 
４．研究成果 
（１）始原生殖細胞(PGC)の分化運命決定に
係わる候補遺伝子の機能解析 
 始原生殖細胞の発生制御メカニズムを解
明するために、これまでに同定した２種類の
PGC発生制御遺伝子候補のノックアウトマウ
スを作成し、表現型の解析を行った。このう
ち転写制御因子 RESTの遺伝子については、
ホモ変異マウスでは胎齢中期で PGCが細胞死
を起こし細胞数が減少することが観察され
た。さらに細胞死を抑制する働きがあること
が知られている情報伝達分子 Mek5の遺伝子
の発現が、RESTにより誘導されること、また
Mek5欠損マウスでも REST欠損マウスと同様
な細胞死の亢進により PGC数の減少が観察さ
れた。これらの結果から、RESTは Mek5 の発
現誘導を介して、PGCの細胞死を抑制し、生
存を保証する機能を持つと考えられた。 
 またもう一つの、転写制御因子 Larp7の遺
伝子欠損胚でも胎齢中期以降、始原生殖細胞
数の減少が見られ、細胞の生存は正常だが､
増殖が阻害されていることがわかった。さら
に、Larp7 は細胞周期の進行を抑制する CDK
阻害因子の一つである p15の発現を抑制する
ことにより、PGCの細胞周期の進行を促進す
る働きがあることがわかった。下の図は
Larp7 欠損胚(Larp7-/-)では PGC（緑色）が

減少している様子を示している。 
 これらの研究から RESTおよび Larp7が、
それぞれ始原生殖細胞の生存と増殖に働い
ていることが明らかになった。今後、これら
遺伝子の異常と、始原生殖細胞の生存や増殖
の異常による不妊や、生殖細胞由来の小児癌
との関連が明らかにされることが期待でき
る。 
（２）始原生殖細胞(PGC)特異的遺伝子の
エピジェネティックな発現制御機構 
 始原生殖細胞で特異的に発現する mil1, 
Blimp1, Stella 遺伝子の発現制御領域が、



それらの発現に伴いの DNAの脱メチル化を
起こすことが明らかになった。また ES 細
胞を使ったレポーターアッセイにより、
mil1の DNA脱メチル化が発現上昇に係わっ
ていることがわかった。一方、PGC では発
現しない Hox 遺伝子などでは、DNA の脱メ
チル化は起こっているが、転写を抑制する
ことが知られているヒストン H3K27のメチ
ル化により、発現が抑制されている可能性
が示唆された。 
 この研究により、エピジェネティックな
制御が、始原生殖細胞特異的な遺伝子発現
に重要であることが明らかになった。 
（３）ES細胞を用いた、始原生殖細胞(PGC)
分化決定遺伝子の機能的・網羅的なスクリ
ーニング 
 ES 細胞を使った siRNA スクリーニングを
行い、ノックダウンにより PGC 特異的遺伝
子の発現上昇を引き起こす 5 種類の遺伝子
(Max, Mga, L3mbtl2, Atf7ip, Brg1)を同定
し、その一つの Max は、ES 細胞において全
ゲノム的に生殖細胞関連遺伝子の発現を抑
制していることが、マイクロアレイによる
解析からわかった。また Max は ES 細胞で、
転写を抑制するヒストン H3K9のメチル化酵
素の G9a, GLP と相互作用し、生殖細胞特異
的遺伝子のプロモーター領域のヒストン
H3K9 のメチル化を介して、PGC 特異的遺伝
子群の発現を抑制していることが明らかに
なった（下図）。 

 この研究から、ES 細胞の生殖細胞への変
化が Max の働きにより抑制されていること
が明らかになった。またこの結果から、Max
の機能を阻害することにより、ES 細胞を培
養条件下で、短時間、高効率に生殖細胞へ
変換する新たな技術の開発が可能であるこ
とが示唆された。 
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