
埼玉医科大学・医学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２４０９

挑戦的萌芽研究

2017～2016

非生殖細胞である分化多能性幹細胞における異所性の減数分裂と胎生致死との関連

Exploration of the possibility of involvement of ectopic meiosis in lethal 
phenotype of Max knockout embryos

６０２０１９９３研究者番号：

奥田　晶彦（OKUDA, AKIHIKO）

研究期間：

１６Ｋ１５２２３

平成 年 月 日現在３０   ６ １８

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：生殖細胞は減数分裂を開始する際にPRC1.6複合体の機能を破綻させる必要があるが、
その分子メカニズムの解明と人工的なPRC1.6複合体の機能の抑制が異所性の減数分裂を惹起を引き起こすかにつ
いて解析した。その結果、PRC1.6複合体の機能を破綻させることが想定される生殖細胞特異的Mgaバリアントの
同定及びMaxノックアウト雄始原生殖細胞での減数分裂遺伝子発現上昇の結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Germ cells need to disrupt transcription repressing function of PRC1.6 to 
onset meiosis. In this study, I investigated the molecular bases of impairment of PRC1.6 function. I
 also tried to examine whether forced disruption of the function of PRC1.6 is accompanied with 
ectopic onset of meiosis. With these studies, I identified germ cell specific Mga variant which is 
supposed to disrupt the function of PRC1.6. Furthermore, I observed up-regulation in expression 
levels of meiosis-related genes in male primordial germ cells by homozygous knockout of Max gene. 

研究分野： 幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
分化多能性を持った着床前及びその直後

の胚の細胞では体細胞系列の細胞と生殖系
列の細胞では区別されておらず、胚の着床後
に起こる始原生殖細胞の誕生が、明確に精子
もしくは卵子産生の為の細胞として運命づ
けられた細胞である。但し、その始原生殖細
胞は精子・卵子形成に至るまで極めて複雑な
過程を経る必要がある。他の発生過程にはな
い精子・卵子形成過程における最も特異的な
現象は、通常の染色体の数を半分に減らす減
数分裂である。但し、生殖細胞といっても、
この減数分裂を開始するまでの過程におい
ては、通常の体細胞と同様に体細胞分裂を繰
り返すことで、その細胞数を増やす。但し、
生殖細胞がどのような分子メカニズムでも
って細胞分裂の様式を体細胞分裂から減数
分裂に切り替えているかについてはほとん
ど解明されていない。このような状況の中で
私たちの研究グループは、本研究を遂行する
に先立ち、この体細胞分裂からの減数分裂へ
の細胞分裂の様式の変換には専ら MYC 転写
因子のパートナー因子として知られている
MAX タンパク質が MYC とは無関係に減数
分裂に対する強力な抑制因子としての機能
を有することを見出し報告している。さらに
この報告では、生殖細胞とはある程度遺伝子
発現パターンに類似性は認められるものの、
生殖細胞とは全く関係のない ES 細胞も生殖
細胞と同様に減数分裂を開始する製剤能力
を有し、但し、ES 細胞では MAX に依存し
た減数分裂抑制機能が解除されることはな
いので、減数分裂が開始することはないこと
を証明している。さらには、その論文では、
MAX 依存的な減数分裂に対する抑制機能は、
6 種類存在することが知られてい る
Polycomb Repressive Complex 1(PRC1)の
中の最も非典型的なPRC1複合体と称される
PRC1.6 複合体の中の 1 つのサブユニットと
しての機能を反映していることを報告した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、一つには、生殖細胞が減数分
裂を開始する際の MAX をサブユニットして
含む PRC1.6 複合体の減数分裂に対する抑制
からの解除の分子メカニズムの解明及び
2000 年に既に報告されている Max 遺伝子ノ
ックアウトマウスの胎生致死というフェノ
タイプにどれだけ異所性の減数分裂が関わ
っているかについて探った。さらには、雄・
雌で減数分裂の時期が異なることはよく知
られた事実であるが、そこに MAX がどのよ
うに関係しているかについても解明するこ
とを目的に研究を行った。 
 
３．研究の方法 
PRC1.6 複合体を構成する 13 個のサブユニ

ットの中で、MAX タンパク質等、6 種類存在
する PRC1.6 複合体特異的なサブユニットを
コードする遺伝子の生殖細胞特異的バリア

ントについて公開されているデータベース
を基に同定し、そのバリアント産生の減数分
裂開始に及ぼす影響について検討する。 
既存のMax遺伝子ノックアウトマウスの胎

児期における雄の始原生殖細胞における Max
遺伝子のノックアウトに伴って本来は起こ
らない減数分裂が開始するか否かを検討す
る。逆に本来減数分裂を起こす雌の始原生殖
細胞でのMax遺伝子の過剰発現が及ぼす影響
について検討する。 
Max ノックアウトマウス（ヘテロ）の掛け

合わせにより 4分の 1の確率で生ずる Maxノ
ックアウトマウス（ホモ）の初期杯で減数分
裂関連遺伝子の発現の上昇が見られるか否
かを検討する。 
 
４．研究成果 
PRC1.6 複合体を構成するサブユニットの

中で、PRC1.6 特異的サブユニットである
L3mbtl2、Mga、Max 遺伝子の精巣特異的なバ
リアントの有無について公開されているデ
ータベースを検索した。その結果、Mga をコ
ードする遺伝子の第 18 番目のイントロンの
一部が精巣特異的なエキソンとなっている
バリアントが存在することが示唆された。 

 
そのデータをもとに、精巣由来の RNA から新
規エキソンを含む領域をクローニングし、そ 
の配列を決定した。その結果、このエキソン
は 145 基からなり、かつすべてのフレームに
おいて終始コドンを含むため、新規エキソン
の下流に存在する6エキソンに含まれる遺伝
情報は無意味なものになっていることが分
かった（図 1）。このことは、新規 Mga バリア
ントがコードするタンパク質は、MAX 

 
タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 に 必 須 な
basic-helix-loop-helix leucine zipper ド
メインを欠いていることを意味する。同定し
たMgaバリアントの精巣特異的発現パターン
を確認するため様々な組織からのRNA由来の



cDNA を鋳型として、その新規エキソンを含む
領域について PCR を行った。その結果、予想
通り、脳、肺、脾臓等様々な組織で新規エキ
ソンを含む転写産物の発現が確認されたの
は精巣のみであることが確認された。なお、
興味深いことには、ES 細胞においても、Mga
バリアントの発現が確認された（図 2）。 
 次に精巣特異的発現を示すMgaバリアント
の精巣の中での発現パターンを明らかにす
る為に RNA Scope 法を用いた RNA In Situ ハ
イブリダイゼーションを行った。その結果、
通常のMgaは精巣全体での発現が確認された
が、新規 Mga バリアントについては、精細管
の中の生殖細胞でのみ発現が認められ、精細
管と精細管の間に存在する間質細胞では全
く発現が認められなかった。さらに詳細な解
析を行ったところ、新規 Mga バリアントの発
現は、生殖細胞の中でも減数分裂時期にある
細胞にかなり特異的に発現していることが
確認された。さらには、生殖細胞としては成
熟した精子しか存在しない精巣上体では、新
規 Mga バリアントの発現は、全く認められな
いことが分かった。MGA タンパク質と MAX タ
ンパク質からなる二量体は、PRC1.6 複合体の
中の骨格に相当するものであるので、生殖細
胞が、減数分裂期に MAX とは相互作用できな
い MGAタンパク質をコードする Mgaバリアン
トを産生することは、生殖細胞の減数分裂の
開始に大いに関わっていることを強く示唆
している。 
 胎生期にある雄の始原生殖細胞における 
Max 遺伝子のホモ欠失が雄の始原生殖細胞に
おける減数分裂を惹起するかの研究につい
てはMaxコンディショナルノックアウトマウ
スと Oct3/4 遺伝子プロモーターによって
CRE/ERT2 融合タンパク質をコードする cDNA
を発現するトランスジェニックマウスとの
掛け合わせ及びタモキシフェン投与により、
Max 遺伝子を始原生殖細胞特異的に欠失 

 
させた。その結果、Sycp3 タンパク質に対す
る抗体を用いた免疫染色実験では、減数分裂
時期に特徴的なシナプトネマ複合体の形成
こそ見られなかったが遺伝子解析では、雄の
野生型の始原生殖細胞よりもMax遺伝子ノッ
クアウト雄始原生殖細胞の方が、Ddx4 などの
減数分裂関連遺伝子の発現が高いことが確
認された。一方、雌の始原生殖細胞での MAX
遺伝子の過剰発現では、減数分裂関連遺伝子

の発現レベル及びシナプトネマ複合体の形
成のいずれに対しても検知できる変化が見
られなかったが、生殖隆起の横幅が広がって
いるといった、雄化を思わせる変化が見られ
た（図 3）。 
 Max 遺伝子ノックアウトマウス（ヘテロ）
間での掛け合わせでのMax遺伝子ノックアウ
トマウス（ホモ）での異所性の減数分裂につ
いてはそれを示唆するデータを得ることが
できなかった。そのデータについては初期胚
での Max 遺伝子のノックアウトでは ES 細胞
とは違って異所性の減数分裂は起こらない
ことを示しているのかあるいはその変化が
微妙なため検出限界以下であるのか結論は
つけれなかった。 
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