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研究成果の概要（和文）：本研究では、MuERV-L陽性細胞に含まれることが推定される「真の全能性細胞」を同
定することを目的として研究を行った。その結果、MuERV-L陽性細胞を効率よく誘導する培養条件を見出した。
また、アスコルビン酸はMuERV-L陽性細胞の誘導を促進し、インスリンは抑制することを明らかにした。遺伝子
発現解析や阻害剤を用いた実験から、MuERV-L陽性細胞への変換にはエネルギー代謝経路が解糖系から酸化的リ
ン酸化に変換されることが重要であることを明らかにした。さらに、MuERV-L陽性細胞の中には、全能性を有す
る卵子に特異的な構造であるLipid dropletを持つ亜集団が存在することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to identify "authentic totipotent cells" that are 
presumably existed in MuERV-L-positive cells. We found a culture condition that efficiently induced 
MuERV-L-positive cells. Ascorbic acid promoted the induction of MuERV-L-positive cells while insulin
 inhibited it. Gene expression analysis and experiments using inhibitors revealed that the 
conversion of the energy metabolic pathway from glycolytic to oxidative phosphorylation is critical 
for the transition from MuERV-L negative cells to MuERV-L-positive cells. Furthermore, we found a 
subpopulation of MuERV-L-positive cells with a lipid droplet, a structure specific to the totipotent
 oocytes.

研究分野：生殖細胞学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、全能性細胞を含むことが推定されるMuERV-L陽性のES細胞を効率よく誘導する方法を開発した。ま
た、MuERV-L陽性細胞では、遺伝子発現だけではなく、エネルギー代謝経路も全能性を有する初期の着床前胚に
近くなることを明らかにした。さらに、MuERV-L陽性細胞の中にLipid droplet（LD）を有する亜集団の存在を明
らかにした。今後、MuERV-Lの発現とLDをマーカーとして細胞集団の選択を行うことで、最終的にはES細胞やiPS
細胞よりも均一で分化能が保証された高品質な幹細胞が得られることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ES細胞は、胚盤胞期の将来胚体を形成する内部細胞塊から樹立された細胞であり、胎盤など
の胚体外組織への分化能を失った多能性細胞であると信じられてきた。しかし、最近 ES細胞に
は非常に低い割合で内在性のレトロウイルスであるMuERV-L (murine endogenous retrovirus 
with leucine tRNA primer)を発現する細胞集団が存在することが報告された。また、これらの
細胞集団は、初期の着床前胚に移植した場合に、内部細胞塊だけではなく、栄養外胚葉にも寄与
することから、全能性を有すると結論されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、全能性を有する初期の着床前胚に特異的に発現する遺伝子群を用いて、1個の細
胞が分裂を経て内部細胞塊と栄養外胚葉に寄与できる“真の全能性細胞”を同定・可視化するこ
とを目的とした。また、全能性を保持したまま増殖させることができる“全能性幹細胞”を樹立
し、細胞の全能性を規定する分子基盤を解明することをもう一つの目的とした。 
 
３．研究の方法 
 MuERV-L の発現を可視化するために、MuERV-L の発現を制御する LTR（Long terminal repeat）
の下流で tdTomato を発現するプラスミドを作製し、ES 細胞に遺伝子導入することにより、安定
細胞株を樹立した。この ES 細胞を、通常の ES 培地（GMEM+FCS+LIF）、FCS を KSR に置き換えた
培地（GMEM+KSR+LIF）、これらの培地に ES細胞を基底状態（naïve型）にすることが知られてい
る GSK と Erk の阻害剤（2i）を加えた培地（GMEM+FCS+LIF+2i、および GMEM+KSR+LIF+2i）、naïve
型の ES細胞用培地（N2B27+2i）を用いて 5日間培養し、FACS 解析により MuERV-L 陽性細胞の割
合を検討した。また、SSR には無機塩、微量元素、アミノ酸、ビタミン、および数種の生理活性
物質から構成されていることから、SSR の構成成分から各成分を含まない SSR を作成し、MuERV-
L の発現に及ぼす影響を検討した。さらに、KSR または SSR を用いて誘導した MuERV-L 陽性細胞
をソーティングし、RNA-seq および qRT-PCR により遺伝子発現パターンの検討を行った。また、
2-DG（2-Deoxy-d-glucose; 0.3–1 mM）または Rotenone（3-10 nM）を用いて、解糖系または酸
化的リン酸化を阻害し、MuERV-L 陽性細胞の誘導に与える影響を検討した。最後に、MuERV-L 陽
性細胞をソーティングし、走査型電子顕微鏡による観察を行った。 
 
４．研究成果 
 MuERV-L 陽性細胞を効率よく誘導で
きる培養条件を検討した結果、FCS の代
わりKSR（Knockout Serum Replacement）
を用い、5日間培地交換せずに培養する
ことにより、MuERV-L 陽性細胞の割合が
大幅に増加すること（0.1％から最大
20％）、FCS を含む培地を用いた場合に
は、培地交換せずに培養しても MuERV-
陽性細胞は誘導されないこと、2i の添
加は MuERV-L 陽性細胞の誘導に対して
抑制的に働くこと（図 1）、KSR で誘導さ
れた MuERV-L 陽性細胞は、FCS を含む培
地に交換した場合には速やかに MuERV-
L 陰性細胞に変化すること、KSR を含む
培地で培地交換せずに 2 日間培養すれ
ば、3日目から培地を交換しても 5日目
には MuERV-L 陽性細胞の割合が大幅に
増加すること、を明らかにした。 
 次に、KSR に含まれる MuERV-L 陽性細
胞の誘導に関与する成分を特定するこ
とから開始した。KSR は成分が非公開で
あったため、KSR の類似品であり、成分
が公開されている SSR（StemSure Serum 
Replacement）を用いて MuERV-L 陽性細
胞が誘導できるかどうかを検討した。そ
の結果、SSR を用いた場合にも、KSR と
同様に MuERV-L 陽性細胞が効率よく誘
導されることを明らかにした。次に、SSR
の構成成分からチアミン、アスコルビン
酸、またはインシュリンを含まない SSR
を作成し、MuERV-L の発現に及ぼす影響
を検討した。その結果、アスコルビン酸



を含まない SSR において MuERV-L 陽性
細胞の割合が顕著に減少することが示
された（図 2）。また、インシュリンを含
まない SSR においては、MuERV-L 陽性細
胞の割合が増加することが示された（図
2）。さらに、SSR からインスリンを除く
と MuERV-L 陽性細胞が顕著に増加し、通
常の SSR の半分の量加えた場合にはさ
らに増加し、1.5 倍量加えた場合では顕
著に減少することが示された（図 3）。
これらのことから、アスコルビン酸は
MuERV-L 陽性細胞の誘導を促進し、イン
シュリンは抑制的に働くことが明らか
となった。 
MuERV-L 陽性細胞の遺伝子発現を網
羅的に解析するために、MuERV-L 陽性細
胞をソーティングし、RNA-seq を行っ
た。その結果、FCS で培養した場合と比
較して、KSR または SSR で培養した場合
には、遺伝子発現が大きく変動してい
ることが示された。また、KSR と SSR で
は非常に近い遺伝子発現パターンを示
すことが明らかとなった（図 4）。さら
に、MuERV-L 陽性細胞において解糖系に
関連する遺伝子発現が顕著に低下して
いるのに対して、TCA 回路や酸化的リン
酸化に関与する遺伝子の発現にはほと
んど変化が認められないことが示され
た。そこで、2DG（2-Deoxy-D-glucose）
を用いて解糖系を阻害した場合には
MuERV-L 陽性細胞の割合は増加する傾
向にあるのに対して（図 5 上）、
Rotenoneを用いて酸化的リン酸化を阻
害した場合には、MuERV-L陽性細胞への
変換が顕著に阻害されることが明らか
となった（図 5下）。これらのことから、
MuERV-L 陽性細胞への変換にはエネル
ギー代謝経路が解糖系から酸化的リン
酸化へ変換されることが重要であるこ
とが示唆された。 
次に、MuERV-L 陽性細胞の組織学的特
徴を明らかにするために、電子顕微鏡
による観察を行った（図 6）。その結果、
ES細胞では電子密度が低く内膜の薄い
ミトコンドリアが観察されたが、
MuERV-L陽性細胞では、電子密度の高く
内膜が分厚いミトコンドリアが観察さ
れた（図 6、矢印）。一般に、内膜が分
厚いミトコンドリアほど活発にエネル
ギーを産出することが知られているた
め、MuERV-L 陽性細胞では、ミトコンド
リアで活発にエネルギーが産生されて
いることが示唆された。また、約 4 割
の MuERV-L 陽性細胞では、卵細胞に特
異的な LD (Lipid droplet)を有するこ
とが示された（図 6、矢頭）。 
本研究では、KSR または SSR を用い
て MuERV-L 陽性細胞を効率よく誘導で
きること、アスコルビン酸は MuERV-L



陽性細胞の誘導を促進し、インシュリ
ンは抑制的に働くことを明らかにし
た。遺伝子発現解析からは、MuERV-L 陽
性細胞では、解糖系に関与する遺伝子
の発現が著しく低下するのに対して、
酸化的リン酸化に関与する遺伝子の発
現はほとんど変化していないことが明
らかとなった。また、解糖系を阻害した
場合には MuERV-L 陽性細胞の割合は増
加する傾向にあるのに対して、酸化的
リン酸化を阻害した場合には、MuERV-L
陽性細胞への変換が顕著に阻害される
ことが明らかとなった。さらに、MuERV-
L 陽性細胞では、ES 細胞と比較して電
子密度の高く内膜が分厚いミトコンド
リアが観察された。これらのことから、MuERV-L 陽性細胞の誘導には、エネルギー代謝経路が解
糖系から酸化的リン酸化へと変換されることが重要であることを明らかにした。電子顕微鏡観
察から、約 4割の細胞が全能性を有する卵細胞に特異的な LD構造を持つことを明らかにした。
今後、LD が全能性のマーカーとなるかどうかについて検討する予定である。 
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６．研究組織

マウス受精卵における精子ゲノムの再構築にMettl23が重要であることを発見 
http://www.nagahama-i-bio.ac.jp/research/ 
rDNAのプロモーター領域が低メチル化状態に維持されていることを発見 
http://www.nagahama-i-bio.ac.jp/research/
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