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研究成果の概要（和文）：  
マウス初期胚に存在する多能性細胞から、始原生殖細胞,精原細胞、卵母細胞に至る一連の細胞
系譜の発生過程を、全遺伝子発現プロファイル、DNA メチル化プロファイル、および細胞核構
造の変化やＸ染色体活性変化を指標として包括的に捉え直し、各発生ステージで機能する遺伝
子群を網羅するとともに、それぞれの指標が大規模な変動を示すステップ、すなわち発生プロ
グラムの転換点を同定した。また、この細胞系譜で働く遺伝子のエピジェネティック制御に関
与すると考えられる生殖細胞特異的な DNA 低メチル化領域を発見した。発生プログラム転換に
寄与する遺伝子の同定、機能解析を変異マウス等を利用して行い、Vps52 遺伝子が多能性胚細
胞から原始外胚葉への転換に必須の遺伝子であることを突き止めた。以上の研究遂行に必要な
新規技術の開発、幹細胞および遺伝子改変マウス等の研究リソースの開発を行ない、さらに、
これらの技術、研究リソースを活用した領域内の有機的連携研究を実施した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have analyzed gene expression profiles and DNA methylation profiles of cells belong to the cell 
lineage from pluripotent cells in the blastocyst to primordial germ cells to spermatogonia or oocytes in the 
mouse. We also investigated changes in X chromosome inactivation status of female cells in this lineage 
or changes in nuclear architecture during development of these cells. Through these analyses, we gained 
comprehensive understanding of genes functioning in this cell lineage, and identified developmental 
transition points in this lineage revealed by large scale changes in gene expression and epigenetic states. 
We also identified large DNA domains hypomethylated specifically in male germ cells possibly involved 
in expression regulation of genes contained in these domains. Using a spontaneous developmental mutant 
affecting one of developmental transitions in this lineage, we found that Vps52 is the essential gene 
required for growth and differentiation of primitive ectoderm. To achieve the research described above, 
we developed novel experimental technologies and research resources, which have facilitated active 
collaborations between research groups belong to this Priority Area. 
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類の初期胚に存在する多能性細胞から、
始原生殖細胞、配偶子に至る一連の細胞系譜
は、ゲノムの維持、再編、多様化、そして次
代への遺伝情報の伝達という生物学的に重
要な役割を担う。しかし、この細胞系譜にお
いてどのような遺伝子が機能し、これらの役
割を果たしているのか、その遺伝子発現の制
御はどのようになされているのか、あるいは
この細胞系譜に特徴的なゲノム修飾の消去、
再修飾の過程の実際、およびその過程に関与
する分子機構については、研究開始当初は殆
どが不明であった。ひとつの要因として、こ
の系列の細胞は胚体中で極くわずかしか存
在せず、そのために既存の技術では解析が困
難であった点が挙げられる。我々を含め本特
定領域の研究者により、新規技術や研究リソ
ースの開発が進められ、現在では 5年前に比
べ、この細胞系譜への理解は格段の進歩を遂
げたと言えよう。しかし、一連の細胞系譜を
同一研究プラットフォームで、包括的に解析
した例は未だなく、全体的な理解への第一段
階に近づいた、というのが現状であると考え
られる。 
 
２．研究の目的 
哺乳類の着床前胚に存在する内部細胞塊から、
原始外胚葉、始原生殖細胞、そして精子、卵
子という配偶子に至る細胞系譜の発生は、そ
の様々な局面でゲノムの脱プログラム化、再
プログラム化というサイクルを経て進行する。
この細胞系譜では、エピジェネテイックなゲ
ノム再編や減数分裂を通して、ゲノムの維持、
再編、多様化という生物学的に重要な現象が
生じており、これらの現象の解明は発生分化、
再生、老化という生物学の基本的命題に対す
る理解や生殖細胞、胚性幹細胞の特質解明、
さらにその操作技術の発展に貢献すると考え
られる。本研究では、この細胞系譜における
発生プログラム制御に関する包括的理解を目
指し、内部細胞塊、原始外胚葉などの胚性未
分化細胞、始原生殖細胞（PGC）の発生過程に
おける全遺伝子の発現プロファイル動態の解
析、その制御に関連するエピゲノム動態、ま
た、細胞核構造の変化やＸ染色体活性を指標
としたゲノム再プログラム化過程の解析を行
う。得られた知見を元にして、発生プログラ
ムの転換点を同定し、その転換点前後の分子
イベントの詳細な解析を行い､また関与する
遺伝子の機能解析を実施する。以上の目的達
成のために必要な新規技術、有用な研究リソ
ースを確立し、自らそれを用いるのみではな
く、領域内での共同研究等を通じて、この分

野全体の研究を加速、発展させることを目指
す。 
３．研究の方法 
１）多能性細胞・生殖細胞系列における全遺
伝子発現プロファイルの取得 
当該細胞系譜のみを胚体から単離し、これを
材料に、全遺伝子の発現プロファイルを各発
生ステージに関して取得した。具体的には、
受精後3.5日の胚盤胞内の内部細胞塊から、原
始外胚葉、始原生殖細胞、生後の精原細胞、
卵母細胞にいたるまで、一日ごとにサンプリ
ングした。サンプリングのために、この細胞
系譜に特異的に発現するOct4-GFP, 
BlimpI-mRFP, Mvh-mRFP, Mvh-Venus等のレポ
ータートランスジェニックマウス系統を作製
し、利用した。細胞単離は、FACS、あるいは
用手的に実施した。遺伝子発現プロファイル
は、マイクロアレイ法を用いて取得した。 
２）多能性細胞・生殖細胞系列におけるDNA
メチル化プロファイルの取得 
上記のサンプリング時にRNAのみではなく、同
一サンプルよりゲノムDNAを単離した。これを
材料に、独自に開発した微量DNAメチル化解析
技術（modified nanoHELP, R2-Seq)を用いて、
各細胞サンプルについて、DNAメチル化プロフ
ァイルの取得を行った。 
３）DNAメチル化解析から明らかとなった生殖
細胞特異的低DNAメチル化ゲノム領域の解析 
上記のDNAメチル化解析結果を元に、生殖細胞
特異的遺伝子発現に関与すると思われる低
DNAメチル化領域を情報科学の手法を用いて
検索・同定し、そのゲノム構造、エピゲノム
解析を実施した。 
４）多能性胚細胞の分化・増殖に関与する遺
伝子の機能解析 
内部細胞塊中の多能性胚細胞は、着床後の卵
筒期胚では、原始外胚葉、あるいは胚体外胚
葉と呼ばれる上皮様細胞組織へと分化する。
この過程では、大規模な遺伝子発現、エピジ
ェネティック状態の変動が生じていると考え
られているが、この分化過程に必須な遺伝子
に関しては不明な点が殆どである。そこで、
この過程に異常を呈する自然突然変異体の責
任遺伝子をポジショナルクローニングの手法
を用いて同定し、さらにその胚発生における
機能解析、多能性幹細胞分化における役割に
関する解析を実施した。 
５）新規幹細胞リソースの確立 
多能性胚細胞・生殖細胞で特異的に発現する
レポータートランスジェニックマウス系統
を確立し、それらの系統から各種幹細胞（ES、
EG、GS、EpiSC）を複数樹立した。 
 



４．研究成果 
１）多能性細胞・生殖細胞系列における全遺
伝子発現プロファイルの取得 
 
未分化胚性細胞から生殖細胞へいたる細胞群
は全能性、ゲノムの再プログラム化能を有す
る唯一の細胞系譜であり、この細胞系譜の特
質解明は基礎生物学の分野のみではなく、幹
細胞の操作などの応用的な波及効果を持つと
考えられる。細胞の特質はそこに発現する遺
伝子によって規定されると考えられるので、
この細胞系列の各発生ステージに おける遺
伝子発現プロファイルを詳細に解析すること
を 計画した。生殖隆起に到達した始原生殖細
胞(primordial germ cell: PGC)について３つ
の発生ステージで発現プロファイルを取得し、
さらにPGC と類似した生物学的形質 を持つ
と考えられる ES 細胞、EG 細胞、GS 細胞、
お よひ� ES 細胞から派生した in vitro 
PGC などの幹細胞から発現プロファイルを得
て比較解析を行った。その結果、調べた細胞
群は、 ES 細胞に代表されるグループと PGC 
および GS 細胞が含まれる2つのグループに
大別されることがわかった。 また各種幹細胞、
PGC に共通して発現し、体細胞では発現が見
られない遺伝子群、および ES、PGC それぞれ 
のグループに特異的に発現するシグネチャー
(signature) 遺伝子の同定に初めて成功した
（Miseら, 2008）。 これらの結果を踏まえ、
さらに内部細胞塊から、原始外胚葉、始原生
殖細胞、生後の精原細胞、卵母細胞にいたる
当該細胞系譜の全発生ステージより、一日ご
とにサンプリングし、遺伝子発現プロファイ
ルを取得した。主成分分析によりPGCにおける
遺伝子発現プロファイルの比較を行ったとこ
ろ、7.5日胚に初めて出現するPGCとその後の
8.5日胚、9.5日胚から得られたPGCでは、ステ
ージが比較的近いにもかかわらず、多くの遺
伝子に発現変動が認められた。これらのステ
ージは、ゲノムのDNAメチル化、ヒストン修飾
が大規模に変動する時期に相当しており、そ
の影響で多くの遺伝子発現が変動していると
推測された。その後、10.5日から12.5日まで
のステージでは雌雄のPGCとも比較的相互に
類似したプロファイルを示した。しかし、そ
の後、雌雄の配偶子形成に伴い、数千単位の
遺伝子において著しい発現変動が認められた。
雌PGCでは減数分裂に関与する遺伝子群が新
たに発現するが、有糸分裂が停止した状態に
ある雄性生殖細胞においても予想に反し、多
くの新規遺伝子発現が認められた。このよう
に、遺伝子発現プロファイルの比較から、大
規模な発現変動を示すステージが、生殖系列
の発生過程で複数存在することが明らかとな
った（Ikeda, Shiura, Abeら、投稿準備中）。 
  

２）多能性細胞・生殖細胞系列におけるDNA
メチル化プロファイルの取得 
方法に記したように、遺伝子発現解析のみな
らずDNAメチル化の解析を行うこととした。し
かし、胚性細胞、始原生殖細胞より得られる
DNA量は非常に限られたものであり、既存の技
術では解析不能であった。そこで、従来のゲ
ノムマイクロアレイを用いた方法に改良を加
え、各実験ステップの効率化、至適化を行い、
極微量（>0.5 ng)のゲノムDNAのメチル化解析
を可能とする新技術を確立した。この方法を
用いて10.5日、13.5日、17.5日胚より単離し
たPGC、およびES細胞等の幹細胞ゲノムのDNA
メチル化プロファイルを取得した。網羅的な
DNAのメチル化解析から、解析した細胞それぞ
れの特徴を抽出し、分類することが可能とな
った。また、PGCの発生過程で、DNA脱メチル
化がグローバルに進行することが知られてい
たが、ゲノムのどの領域がどのようなタイミ
ングで脱メチル化を受けるか、などの詳細は
全く不明であった。本研究により、PGCゲノム
はすでに10.5日の段階で広範囲に低メチル化
状態にあることを見出した（Ikedaら、投稿中）。
さらに、検出法をマイクロアレイから超並列
シーケンサーを用いた微量DNAメチル化解析
技術の開発を行った。各発生ステージから得
られた材料を用いて約50種のDNAメチル化解
析用ライブラリーを作製し、実際に配列解析
を行った結果、10.5日以前のステージでPGC
ゲノムの大規模な脱メチル化が生じているこ
とを明らかとした（Numataら、投稿準備中）。 
 
３）DNAメチル化解析から明らかとなった生殖
細胞特異的低DNAメチル化ゲノム領域の解析 
 以上のDNAメチル化解析の結果、細胞タイプ
特異的なメチル化パターンを示す配列を多数
同定したが、その中に生殖細胞特異的に低メ
チル化状態にあり、体細胞や多能性幹細胞で
は高メチル化状態にある配列を見出した。そ
の多くは､Ｘ染色体上に集中しており、染色体
上で比較的大きなクラスターとして存在して
いることを初めて明らかにし、この領域を
LoD(Large Hypomethylated Domain)と呼ぶこ
ととした。LoDは分節的重複 (segmental 
duplication)を示す染色体領域と重なること
が多く、プロモーター以外の遺伝子本体、遺
伝子間領域も含め低メチル化状態にあった。
LoDには生殖細胞特異的な発現を示す遺伝子
が多く含まれており、低メチル化状態と遺伝
子発現との間に正の相関が認められた。この
LoDには癌・精巣抗原（cancer testis antigen）
遺伝子群も存在しており、この特徴的なエピ
ゲノム状態が生殖細胞や癌細胞における特異
的遺伝子発現の基礎となっている可能性が示
された（Ikedaら、投稿中）。 
 



４）多能性胚細胞の分化・増殖に関与する遺
伝子の機能解析 
 多能性胚細胞である原始外胚葉からPGCが
形成される過程では、ゲノムワイドなエピジ
ェネティック変動が起きることが知られてい
るが、内部細胞塊から原始外胚葉が発生する
過程においてもゲノム再プログラム化と連動
した大規模な遺伝子発現の変化が生じると考
えられている。この重要な発生転換過程がど
のような制御を受けて進行するかを解明する
ためには、この過程に異常を示す突然変異体
の解析が有効になると考えられる。tw5変異は
マウス17番染色体のt-コンプレックスにマッ
プされる胚性致死変異である。tw5ホモ胚は受
精後6.5日に致死となるが、胚体外組織は比較
的正常であるのに対し、原始外胚葉が殆ど欠
損するという劇的な表現型を示す。我々はポ
ジショナルクローニングの手法を用いて責任
遺伝子がVps52というメンブレントラフィッ
クに関与する遺伝子であることを発見した。
コンディショナルノックアウトマウスなどを
利用したその後の解析から、Vps52遺伝子は、
原始外胚葉自体で働くのではなく、胚体外組
織で機能し、細胞間相互作用を介して多能性
胚細胞の増殖・分化を制御する哺乳類初期発
生に必須な遺伝子であることを突き止めた
（Sugimotoら、2012）。 

 
５）新規幹細胞リソースの確立 
多能性胚細胞・生殖細胞で特異的に発現する
蛍光レポータートランスジェニックマウス系
統を確立し、それらの系統から各種幹細胞（ES、
EG、GS、EpiSC）を複数樹立した。これらのマ
ウス、細胞リソースは領域内の共同研究に有
効に利用され、複数の論文として発表された
（例えば、Imamuraら、2010；Maedaら、2013)。
GS細胞は、雄性PGCに類似した遺伝子発現プロ
ファイル、およびDNAメチル化プロファイルを
持つ（Miseら、2008；Ikedaら、投稿中）こと
から、PGCにおける遺伝子発現とそのエピジェ
ネティック制御の解析のための有効なモデル
系と考えられる。生殖細胞特異的発現を示す
MvhプロモーターによりVenus蛍光レポーター
を発現するトランスジェニックマウスから新
規GS細胞を樹立した。特性解析の結果、この
細胞株は、始原的なステージにある精原細胞
に類似した性質を示し、造精能も有していた。
生殖細胞特異的レポーターを発現するGS細胞
株の樹立は、世界初であり今後の生殖細胞研
究への活用が期待される（Shiuraら、2013）。 
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