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研究成果の概要（和文）：マウスにおいて多能性幹細胞と始原生殖細胞(PGC)の違いを生み出している遺伝子ネ
ットワークを明らかにし、その進化的普遍性の有無を代表的なモデル生物の解析により解明することを目的とし
て研究を行った。その結果、マウスES細胞でのMaxによる生殖細胞特異的遺伝子発現抑制のエピジェネティック
機構、PGCが多能性幹細胞に再プログラム化する際のDnd1の作用機構、多能性幹細胞とPGCでのエネルギー代謝の
違い、PGCが形成される際に働くヒストン修飾酵素の作用機構を明らかにした。一方、プラナリア、ニワトリ
胚、ゼブラフィッシュ胚では、Maxの生殖細胞遺伝子の発現抑制の関与は小さいと考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this research, we aimed to clarify gene networks regulating conversion 
between primordial germ cells (PGCs) and pluripotential stem cells (PSCs) and their possible 
evolutional conservation, and have reached five major conclusions. 1) Max cooperatively represses 
germ cell-specific genes with DNA methyltransferase (DNMTs) and histone H3K9 methyltransferase 
(SETDB1) in ES cells. 2) A RNA binding protein, DND1 represses conversion of PGCs into PSCs by 
maintaining the expression of H3K27 methyltransferase (Ezh2) via inhibiting a micro RNA. 3) PGCs and
 PSCs have distinct energy metabolic status. 4) A histone modifying enzyme gene identified by a 
siRNA screening is essential for PGC specification from epiblast via repressing somatic gene 
expression. 5) Max does not play a major role for repression of germ cell-specific genes in 
planarian, chick and zebrafish. 

研究分野： 発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 胎仔期の未分化な生殖細胞である始原生殖
細胞(PGC)では、多能性関連遺伝子を発現して
おり、またPGCは特定の増殖因子の存在下で多
能性幹細胞(EG 細胞)へ容易に変換すること
から、両者は類似した性質を持つと考えられ
る。しかし多能性幹細胞は様々な種類の細胞
に分化を開始できるのに対して、PGC は配偶
子にのみ分化する単能性の細胞で分化能には
明らかな違いがある。これらから、多能性幹
細胞とPGCの間には、直接の相互変換を阻害す
る機構が備わっている可能性が考えられ、そ
れにより胚発生過程の適切な時期に、適切な
数のPGC が形成されることが保証されている
と考えられる。このような考えの基に、これ
までにRNAiスクリーニングにより、Maxがマウ
スES細胞で生殖細胞特異的遺伝子の発現を抑
制していることを明らかにした。 
 一方、Dnd1 遺伝子変異により、胎仔精巣内
で 生殖細胞が多能性幹細胞へ変化し、様々な
分化組織からなる奇形腫を形成することが知
られており、Dnd1タンパク質の働きにより、
PGCの多能性幹細胞への変化が抑制されてい
ると考えられる。 
 マウスとは異なりニワトリやゼブラフィ
ッシュでは、母性因子の働きにより PGC が形
成されると考えられてきた。しかしニワトリ
およびゼブラフィッシュ初期胚細胞からも
ES 細胞と類似した多能性細胞が得られるこ
とが報告もされており、マウスと同様に多能
性幹細胞からPGCが形成される可能性も否定
できない。さらに扁形動物のプラナリアは、
多能性幹細胞であるネオブラストの働きに
より、高度な個体再生能力を持つ。そして、
この再生過程においてネオブラストは生殖
細胞へも分化する。しかし、ネオブラストか
らの生殖細胞形成を制御する分化機構の詳
細は明らかでない。 
 
２．研究の目的 
 以上のような背景を踏まえて本研究では、
これまでの研究で明らかになった分子を手が
かりに、マウスにおいて多能性幹細胞とPGC
の違いを生み出している遺伝子ネットワーク
を明らかにし、さらにそれが進化的にどこま
で普遍性があるかを、いくつかの代表的なモ
デル生物を比較解析することにより解明する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) マウスES細胞での、PGC特異的遺伝子の発
現抑制におけるMaxの作用機構 
 Maxと相互作用する可能性が考えられるエ
ピジェネティック因子との相互作用を、免疫
沈降実験により調べる。さらに候補として選
択したエピジェネティック因子遺伝子のES細
胞でのノックダウンにより、Maxと同様に生殖
細胞特異的遺伝子の発現が選択的に影響を受
けるかを調べる。 

(2) PGC の多能性幹細胞への変化の制御に関
わる分子経路の解明 
 生殖細胞の多能性幹細胞への変化を抑制す
るDnd1の下流遺伝子候補について、ヒストン
修飾に係わる因子に注目して、Dnd1制御下に
あるかを調べる。さらに候補となった遺伝子
の機能を、PGCが多能性幹細胞に変化する際の
ノックダウン実験などにより検証する。 
(3) PGCと多能性幹細胞の代謝状態の解析 
 PGCと多能性幹細胞の相違を代謝状態から
調べるために、マウス13.5日胚のPGCと生殖巣
体細胞、およびES細胞を材料に、メタボロー
ムおよびプロテオーム解析を行う。 
(4)エピブラストからPGCが形成される際に働
くヒストン修飾関連因子の同定と作用機構 
 ヒストン修飾に関わる因子について、ES細
胞からPGCを分化誘導する培養系でノックダ
ウンを行い、PGC形成に影響する遺伝子をスク
リーニングする。さらにPGC形成における作用
機構を、候補因子をノックダウンしたPGCのト
ランスクリプトーム解析などにより明らかに
する。 
(5) プラナリア、ニワトリ胚、ゼブラフィッ
シュ胚でのMaxの機能 
 Maxがプラナリアのネオブラスト、およびニ
ワトリ、ゼブラフィッシュの初期胚の多能性
幹細胞で、生殖細胞特異的遺伝子の発現を抑
制しているかを、ノックダウン実験などによ
り調べる。 
 
４．研究成果 
(1) マウスES細胞での、PGC特異的遺伝子の発
現抑制におけるMaxの作用機構 
 マウス ES 細胞で、Max が DNA メチル化酵素
(Dnmt)、およびヒストン H3K9 トリメチル化
酵素(SETDB1)と相互作用し、DNA のメチル化
またはヒストンH3K9トリメチル化を介して、
一部の生殖細胞特異的遺伝子発現を抑制し
ていることを明らかにした。 
(2) PGC の多能性幹細胞への変化の制御に関
わる分子経路の解明 
 Dnd1 が、マイクロ RNA(miR26a)を阻害する
ことにより、ヒストン H3K27 メチル化酵素遺
伝子の発現を維持し、さらに、それにより細
胞増殖を抑制するサイクリンD遺伝子の発現
を保つことにより、PGC からの奇形腫形成を
抑制することを明らかにした。 
(3) PGCと多能性幹細胞の代謝状態の解析 
 プロテオーム･メタボロームの統合比較解
析により、マウス13.5日胚のPGCでは、ES細胞
と比べて解糖系が抑制され、酸化的リン酸化
は、ES 細胞、生殖巣体細胞と比較して促進さ
れていることがわかった。さらに培養系への
阻害剤添加実験により、PGCが多能性幹細胞へ
再プログラム化される際には、解糖系活性が
必要であることがわかった。 
(4) エピブラストからPGCが形成する際に働
くヒストン修飾関連因子の同定と、作用機構 
 エピブラスト細胞からPGCが形成される過
程を制御するヒストン修飾関連遺伝子の



RNAi スクリーニングを行い、２つの有力候補
遺伝子を得た。 
(5) プラナリアでのMaxの機能 
 プラナリアでMaxのノックダウン(KD)を行
ったところ、一部の生殖細胞特異的遺伝子の
発現の上昇が見られたが、その程度は小さか
った。しかし当初、予想しなかった結果とし
て、Maxが無性生殖により増える際に起こす個
体の分裂を促進する働きがあることがわかっ
た。 
(6) ニワトリ胚でのMaxの機構 
 ニワトリ初期胚のブラストダーム細胞を培
養して得た多能性幹細胞様の細胞でMax-KDを
行ったところ、一部の生殖細胞特異的遺伝子
の、わずかな発現上昇が見られるにとどまっ
た。 
(7) ゼブラフィッシュ胚でのMaxの機能 
 ゼブラフィッシュ初期胚から樹立した ES
細胞で Max-KD を行ったところ、いくつかの
生殖細胞特異的遺伝子が上昇傾向を示した
が、その程度はやはり小さかった。またゲノ
ム編集により作成したMax欠損胚を解析した
結果、生殖細胞特異的遺伝子の発現上昇は認
められず、逆に PGC 数の減少が見られ、Max
が PGCの維持に働いている可能性が示唆され
た。これらの結果から、プラナリア、ニワト
リ、ゼブラフィッシュともに、Max は生殖細
胞特異的発現抑制には関与せず、別の機能を
持つと考えられた。 
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