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研究成果の概要（和文）：哺乳類の受精卵は、卵割を経て内部細胞塊（ICM）と栄養外胚葉（TE）からなる胚盤
胞を形成する。マウスでは、TE系譜への運命決定因子が多数同定されているが、ヒト着床前胚における運命決定
機構についてはよく分かっていない。本研究では、ヒトTE系譜への運命決定に関わる因子を同定するため、未分
化なヒト栄養膜幹細胞（TS細胞）で高発現する転写因子を同定し、体細胞もしくはES/iPS細胞に導入した。その
結果、ES/iPS細胞にGATA2、GATA3もしくはTFAP2Aの導入することで、人工TS細胞（iTS細胞）を誘導することに
成功した。

研究成果の概要（英文）：A mammalian zygote undergoes cleavage divisions to form a blastocyst that is
 composed of inner cell mass (ICM) and trophectoderm (TE). In mice, many transcription factors 
including CDX2 and EOMES have been identified as essential for the specification of the TE lineage. 
However, little is known about how the TE lineage is specified in human preimplantation embryos. 
This study aimed to identify factors involved in this process. To this end, we identified 
transcription factors specifically expressed in undifferentiated human TS cells. Although it turned 
out to be difficult to derive induced TS (iTS) cells from somatic cells with these transcription 
factors, we successfully converted human ES/iPS cells into iTS cells by overexpressing GATA2, GATA3,
 or TFAP2A. These transcription factors may be involved in the regulation of early lineage 
specification in humans.

研究分野： 分子生物学

キーワード： ヒト胎盤　胎盤トロフォブラスト幹（TS)細胞　エピジェネティクス　ダイレクトリプログラミング

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトiTS細胞の誘導に有効であったGATA2、GATA3、TFAP2Aは、マウスの胎盤発生においても重要な役割を担うこ
とが報告されている。一方、CDX2やEOMESを用いてヒトiTS細胞を誘導することはできない。よって、TE系譜への
運命決定機構は、ヒトとマウスの間で一部保存されていることが明らかとなった。ヒト着床前胚における細胞運
命決定機構の理解は、不妊や流産の原因の解明や、安全な生殖補助医療の提供などに役立つと期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 哺乳類の受精卵は、卵割を経て内部細胞塊（ICM）と栄養外胚葉（TE）からなる胚盤胞を形
成する。ICM からは胚性幹細胞（ES 細胞）を、TE からは胎盤への分化能を持つ栄養膜幹細
胞（TS 細胞）を樹立することが出来る。 

 
(2) マウスでは、TE 系譜への運命決定因子として、CDX2 や EOMES など多数の転写因子が同
定されている。一方、ヒト着床前胚における細胞運命決定機構については不明な点が多く残さ
れている。 

 
(3) 研究代表者らは、世界で初めてヒト TS 細胞を樹立することに成功した（Okae et al., Cell 

Stem Cell 2018）。ヒト TS 細胞は胎盤を構成する全ての栄養膜細胞への分化能を維持したま
ま、半永久的に培養可能であり、ヒト胎盤の発生や分化を研究するための優れたモデルとなる。 

 
２．研究の目的 
上述のように、ヒト着床前胚における細胞運命決定機構については不明な点が多く残されて

いる。本研究では、研究代表者らが樹立したヒト TS 細胞の培養技術を活用し、ヒト TE 系譜へ
の運命決定に関わる転写因子を同定することを目的とした。特に、同定した転写因子の導入によ
り、体細胞もしくは ES/iPS 細胞から人工 TS 細胞（iTS 細胞）を誘導することを最終目標とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1) レンチウイルスを用いた遺伝子導入 
ドキシサイクリン依存的に遺伝子の発現を誘導することが可能なレンチウイルスベクターを

作製し（Takahashi et al., PNAS 2019）、このベクターに目的遺伝子をクローニングした。パッ
ケージング細胞を用いてレンチウイルスを作製し、クロンテック社の Lenti-X Concentrator を
用いてウイルス液を 100 倍に濃縮して実験に使用した。 
 
(2) ヒト ES/iPS 細胞の培養 
ヒト ES/iPS 細胞は国立成育医療研究センターおよび理研バイオリソースセンターより提供

を受けた。ヒト ES/iPS 細胞は富士フイルム社の hPSC 培地を用いて維持した。 
 
(3) ヒト TS 細胞におけるゲノム編集 
ヒト TS 細胞は GSK3, ROCK, HDAC, TGF-beta の阻害剤と EGF を含む培地で培養した

（Okae et al., Cell Stem Cell 2018）。Cas9 およびガイド RNA を発現するレンチウイルスベク
ターを作製し、ヒト TS 細胞に導入することでゲノム編集を行った。ゲノム編集後の細胞をクロ
ーニングし、抽出したゲノム DNA を用いて標的領域を PCR で増幅した後、T7 アッセイおよび
ダイレクトシークエンシングによって変異の導入を確認した。 
 
４．研究成果 
(1) 体細胞を用いた iTS 細胞の誘導 

まず、未分化なヒト TS 細胞、ヒト TS
細胞から分化誘導した合胞体栄養膜細
胞、ヒト TS 細胞から分化誘導した絨毛
外栄養膜細胞、ヒト線維芽細胞、妊娠初
期および後期のヒト胎盤より単離した
栄養膜細胞の RNA-seq 解析を行った。
遺伝子の発現比較を行い、未分化なヒト
TS細胞で高発現する 17の転写因子を同
定した。これらの転写因子に加え、マウ
ス iTS 細胞の誘導に必要な GATA3、
TFAP2C、MYC をレンチウイルスベク
ターに組み込み、ヒト線維芽細胞に導入
した。リアルタイム PCR を用いて、導
入した転写因子の発現量がヒト TS 細胞
と同等レベルであることを確認した（図
1）。この細胞をヒト TS 細胞用の培地で
一か月程度培養して形態観察を行ったが、TS 細胞様のコロニーは得られなかった。続いて、ド
ナー細胞としてケラチノサイトを使用し、転写因子の数を 31 に増やすなどして同様の実験を繰
り返したが、iTS 細胞は得られなかった。 
 
(2) ヒト ES/iPS 細胞を用いた iTS 細胞の誘導 
 マウスでは、CDX2 や EOMES の導入により、多能性幹細胞から iTS 細胞を誘導できること
が報告されている（Niwa et al., Cell 2005 など）。そこで、ヒト ES/iPS 細胞に TS 細胞で特異

図 1. 導入した転写因子の発現解析 
20 転写因子を導入した線維芽細胞（20F-NHDF）にお
ける遺伝子発現量をリアルタイム PCR により解析し
た。大部分の遺伝子の発現が、コントロールであるヒ
ト TS 細胞と同等レベルまで上昇した。 



的に発現する転写因子を一つずつ導入し、TS 細胞用の培地で培養を行った。その結果、GATA2、
GATA3、TFAP2A の導入により、iTS 細胞を誘導することに成功した。得られた iTS 細胞では、
多能性マーカーである OCT4 や SOX2 の発現が大幅に減少するとともに、ヒト TS 細胞のマー
カーである ITGA6 や TP63 の発現が強く誘導されていた。一方、CDX2 を ES/iPS 細胞に導入
しても iTS 細胞は得られなかった。 
 
(3) ヒト TS 細胞における転写因子の機能解析 
  GATA2、GATA3、TFAP2A についてそれぞれ
ガイド RNA を設計し、Cas9 発現ベクターととも
にヒト TS 細胞に導入した（図 2）。T7 アッセイ、
ダイレクトシークエンシング、免疫染色を行い、い
ずれの遺伝子についても 50%以上の効率で変異が
導入されたことを確認した。しかし、クローニング
したノックアウト細胞の表現型の解析を行ったが、
顕著な異常は認められなかった。マウス TS 細胞で
は、GATA2 と GATA3 の機能が一部重複している
ことが知られており（Home et al., Development 
2017）、ヒト TS 細胞でも両遺伝子をノックアウト
することで表現型が現れる可能性がある。TFAP2A
についても、構造的に類似した TFAP2C がヒト TS
細胞において発現しており、両者の機能が重複して
いる可能性が考えられる。 
 
(4) CDX2 を高発現するヒト TS 細胞の誘導 

当初の計画では想定していなかった成果として、CDX2 を高発現するヒト TS 細胞の誘導に成
功した。マウスでは、CDX2 が着床前および着床後の未分化な栄養膜細胞で発現し、胎盤の発生
や TS 細胞の維持に必須であることが報告されている
（Strumpf et al., Development 2005）。ヒトでも CDX2 は
着床前の栄養膜細胞で発現することが知られているが、着床
後の栄養膜細胞や TS 細胞では発現していない（Okae et al., 
Cell Stem Cell 2018）。試験管内で培養したヒト着床期胚の
遺伝子発現データと比較すると、ヒト TS 細胞は着床直後
（受精後 8-10 日目）の栄養膜細胞と最もよく似た遺伝子発
現パターンを持つことが分かっている（Castel et al., Cell 
Rep 2020）。着床前の栄養膜細胞の特徴を有するヒト TS 細
胞を誘導するため、培地にさまざまな増殖因子や小分子化合
物を添加し、CDX2 の発現量を免疫染色およびリアルタイム
PCR によって解析した。その結果、小分子化合物 X の添加
により、一部の細胞で CDX2 の発現が誘導されることを見
出した（図 3）。CDX2 陽性細胞の割合は 30%程度と高くは
ないが、今後さらに検討を行い、培養条件の最適化を進めて
いく予定である。 

図 2. GATA3 のノックアウト 
ヒト TS 細胞に GATA3 とコントロール用
のガイド RNA を導入し、GATA3 の免疫染
色を行った。%は GATA3 陽性率を示す。 

図 3. CDX2 陽性ヒト TS 細胞 
化合物 X の添加により、一部の細
胞で CDX2 の発現が誘導される。 
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