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研究成果の概要（和文）： 
ES細胞の分化系を用いて、ビスフェノールA（BPA）の存在下で、発現が変化する遺伝子を見いだ
した。当該遺伝子のプロモーター制御下で蛍光タンパク質(Venus)を発現するレポーターを構築
し、導入ES細胞株を樹立した。 
この ES 細胞を化学物質の存在下で培養すると、濃度依存的な蛍光強度の上昇が示され、レポー
ター導入 ES 細胞を用いて、化学物質の存在、濃度を評価するシステム基盤を構築することがで
きた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Germ cell related gene which expression was up-regulated by the exposure to bisphenol 
A(BPA) was identified. ES cell line which express venus under the control of this promoter 
was established. This ES cell line express venus in the presence of chemicals in a 
dose-dependent manner, suggesting validation system of environmental chemicals can be 
achieved using reporter ES cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年急増しているアレルギーや男性不妊
において,内分泌撹乱物質の関与が指摘され
ているが、ヒト等の哺乳類に対しては未だに
明確な結論は得られていない。一方で今日
我々の生活は衣食住の全てにおいて「明らか
な内分泌撹乱作用は認められない」と報告さ
れる化学物質に取り囲まれており、これらと
無縁に生活することはほとんど不可能に近
い。 

 魚貝類における生殖器分化への影響が実
験的に証明された、代表的な内分泌撹乱物質
であるビスフェノール Aやノニルフェノール
の哺乳類への影響評価は主にラットへの投
与実験や培養細胞が使用されてきた。しかし
生殖能への影響を評価するモデルとして多
産で繁殖能の高いげっ歯類や培養細胞の使
用が適しているとは言い難い。明確な結論が
得られない一因としてヒトの生殖能への影
響を評価する適切な実験系が存在しないと
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いう問題点が挙げられる。化学物質はサリド
マイドの例に見られる様に分化した機能細
胞より、未分化細胞、細胞の分化過程、器官
や形態形成過程に大きな影響を与える場合
がある。それ故、化学物質が細胞分化、形態
形成に与える影響を評価するには細胞分化
系を使用するのが適切である。報告者はこれ
までマウスおよびサル ES細胞の分化研究（神
経、心筋、骨、脂肪）を行ってきた。その経
験から ES 細胞の in vitro 分化系は、実験条
件の変化に鋭敏に反応するため化合物が直
接細胞分化に与える影響を調べるのに適し
ているという着想に至った。さらに本研究で
は分化を非侵襲に検出する方法としてレポ
ーターを組み合わせて使用する。特に
BAC(Bacterial artificial chromosome)クロ
ーンは 100kb以上に渡る長い制御領域をクロ
ーン化できるため、導入時に組込み部位の位
置効果を受けず、内在性遺伝子と同じ時空間
的な発現パターンを示すことが期待できる
という利点がある。そこで生殖細胞に特異的
に発現する分化マーカーVasa, Sox9遺伝子の
BAC クローンにレポーターとして蛍光蛋白
GFP,RFP 遺伝子を組込んだ BAC ベクターを作
製し、ES 細胞に導入する。この BAC 導入 ES
細胞を化学物質の存在下で生殖細胞に分化
させ、レポーターを発現する細胞数の変化を
指標として化合物が生殖細胞や性分化に与
える影響を容易にかつ定量的に評価するシ
ステムを構築するものである。 
 
２．研究の目的 
 魚貝類では内分泌撹乱物質が生殖能に影
響するという明確な実験結果が得られてい
る。一方で、ヒトに対する影響はアレルギー
や男性不妊への関与が指摘されているにも
関わらず、未だに明らかにされていない。こ
れは実験の再現性が乏しく、統一した結果が
得られないためである。しかし哺乳動物にお
いて、生殖細胞に影響するという実験結果が
得られている事も事実である。生殖細胞への
影響は、次世代に及ぶという人類にとって非
常に深刻な問題であるため、その正確な評価
と対策は急務である。明確な結論が得られな
い一因として、これまでヒトの生殖能への影
響を評価する適切な実験系がなかったとい
う問題点が挙げられる。本研究は、ES 細胞の
in vitro分化系を内分泌撹乱物質の評価に応
用し、化学物質が哺乳動物の生殖細胞および
性分化に直接与える影響を明らかにすると
いう観点から、これらの議論に終止符を打と
うとするものである。 
 すなわち生殖細胞特異的遺伝子のプロモ
ーター制御下で GFP,RFPをレポーターとして
発現するベクターを構築し、ES 細胞に導入す
る。この ES 細胞を化学物質の存在下で生殖
細胞に分化させた際、レポーターを発現する

細胞数の変化でその影響を判断する事を目
的としている。 
具体的には BAC-Vasa-RFP(GFP)ベクターを導
入したマウスおよびサル ES 細胞を生殖細胞
へ分化させ、RFP(GFP)の発現をモニターする
ことにより、RFP(GFP)が生殖細胞への分化レ
ポーターとして使用可能なことを確認する。
次にこの分化系において合成化合物(ビスフ
ェノール Aやノニルフェノールおよびそれら
の誘導体)を添加し、これら化合物が
RFP(GFP)発現細胞（生殖細胞への分化）の出
現率に与える影響を調べる。この結果を配偶
子形成に対する新たな指標として、これら化
合物の危険度としての表示を試みる。同時に
化学物質影響をより鋭敏に検出できる遺伝
子の探索を行い、レポーターベクターを作製
し、感度の高いシステムの構築を目指す。 
 またビスフェノール Aの誘導体、ビスフェ
ノール A ジグリシジルエーテル(BADGE)は脂
肪細胞分化の鍵となる転写因子 PPARγのアン
タゴニストであることがわかっている。すな
わちこれらの化学物質は生殖細胞のみなら
ず様々な細胞分化に影響する可能性がある。
そこで、同様なレポーターシステムを脂肪細
胞、骨芽細胞への分化系においても構築する。
近年問題となっている肥満や骨粗鬆症に対
する環境化学物質の影響を解明し、肥満防止
薬の検索等の創薬分野へ応用可能な基盤技
術の構築を目指すものである。 
 
３．研究の方法 
（１）BAC-RFP ベクターの構築 
マウスおよびヒトの Vasa,遺伝子のジェノ
ミッククローンを BAC ライブラリーから単
離し、Red/ET Recombination system を使用
してエクソンに RFP（赤色蛍光蛋白）発現カ
セット、薬剤耐性遺伝子を組込む。ベクター
を制限酵素で直線化し、マウス ES 細胞に導
入する。 
（２）生殖細胞への in vitro 分化 
ES細胞を単独またはBMP4生産細胞と凝集さ
せ胚様体を形成させる。この状態で数日～1
週間浮遊培養を行い、RFP を発現する細胞が
出現することを蛍光顕微鏡で観察する。同時
に未分化マーカー遺伝子(Oct4, Nanog, 
Sox2)、生殖細胞関連遺伝子(Blimp1, Prdm14, 
Fragilis, Stella, Gcna1, Sycp3, Stra8, 
Vasa, Dazl Spo11,Tnp1 など)、精巣体細胞
マーカー(Fshr, Lhr, Star, Sox9)の経時的
発現を real time PCR を用いて調べその分化
段階を明らかにする。また Vasa,抗体および
他の始原生殖細胞マーカー(germ cell 
nuclear antigen 1, synaptonemal complex 
protein 3)抗体での染色を行い、real time 
PCR の結果と比較すると共に生殖細胞分化
を確認する。 
（３）ビスフェノール A(BPA)が生殖細胞分



化に与える影響 
確立した ES 細胞の分化系において様々な
濃度（1nM, 10nM,100nM,1µM,10µM, 100µM）
の BPA の存在下で、レポーター導入 ES 細胞
の生殖細胞への分化実験を行い、RFP 陽性
細胞出現数の変化を FACS 解析、および生殖
細胞マーカーの発現を real time PCR によ
り測定する。本実験によりレポーター導入
ES 細胞の分化を利用して、化学物質が生殖
細胞分化に与える影響を蛍光として検出で
きるかを明らかにする（図１）。 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
（４）再現性の高い評価系の構築 
EB 作成時の条件により生殖細胞関連遺伝子
の発現が大きく変動する可能性が考えられ
る。そこで再現性の高い均一な EB を作成す
るため、マイクロウェルプレートの使用を試
みる。数種のマイクロウェルを使用し、生殖
細胞関連遺伝子の発現をリアルタイム PCRで
解析し、再現性の高い評価系の構築を行う。 
 
（５）化学物質に鋭敏に反応する遺伝子探索 
生殖細胞関連遺伝子の発現解析の過程にお
いて、これまで注目してきた Vasa 遺伝子よ
りも反応性の高い遺伝子の抽出を試みる。 
 
（６）化学物質高感受性遺伝子のプロモータ
ーを使用した検出ベクターの構築 
化学物質高感受性遺伝子のプロモーター配
列を PCR で取得し、その制御下で検出感度の
高い蛍光タンパク質 Venusを発現するベクタ
ーを構築する。さらに当該ベクターを ES 細
胞に導入し、環境化学物質の存在で蛍光を発
する再現性の高い評価系の構築を行うと共
に環境化学物質が生殖細胞分化に与える影
響を明らかにする。さらに Venus 発現細胞を
FACS により単離し、他の生殖細胞マーカーの
発現をリアルタイム PCR,蛍光染色、分化培養
による生殖細胞への分化を調べる。 
 
（７）BPA などの環境化学物質が生殖細胞分
化に与える影響 
様々な濃度（1nM, 10nM,100nM,1µM,10µM, 

50µM） の BPA の存在下で、新たに作製した
高感度レポーター導入 ES 細胞の生殖細胞へ
の分化実験を行い、Venus 陽性細胞出現数の
変化を FACS 解析、および生殖細胞マーカー
の発現を real time PCR により測定する。本
実験によりレポーター導入 ES 細胞の分化を
利用して、化学物質の影響を評価するシステ
ムが機能するか否かを明らかにする。 
これが可能であれば化学物質が生殖細胞分
化に与える影響を定量的に解析し、危険度
としての数値化を試みる。 
 
４．研究成果 
（１）ヒトVasa遺伝子を含むBACクロー
ンにRed/ET Recombination systemを使用し
てエクソンにRFP（赤色蛍光蛋白）発現カセ
ット、薬剤耐性遺伝子を組込んだ。このベク
ターを制限酵素で直線化し、マウス、および
サルES細胞への導入を行い、薬剤耐性クロー
ンを複数選抜した。それぞれからジェノミッ
クDNAを調整し、RFPの組み込みを指標として
調べた結果、BACベクターが組み込まれた
ES細胞株を数クローン得た。 
これらを用い、生殖細胞への分化実験を行っ
た。生殖細胞マーカーVasaはマウスおよびサ
ルES細胞において既に発現が認められるこ
とがわかった。マウスES細胞においてRFP発
現細胞は１つのコロニーにモザイク状で存
在するよりもコロニー全体が一様にRFPを発
現している場合が多かった。この結果は一旦
RFPを発現するとその発現が維持されるため
と考えられた。 
単独またはBMP4生産細胞と凝集させ胚様体
を形成させてRFPの発現をモニターした結果、
マウスES細胞では明らかなRFPの発現が認め
られた。 
 しかしマウスES細胞の分化系は非常に環境
の影響を受けやすく、鋭敏であるため、逆に
再現性に問題があることが明らかとなった。
特に環境化学物質存在下において、EB作成時
の条件により、Vasaの発現が大きく変動し、
そのコントロールが困難な場合が認められた
。その結果、Vasaをレポーター遺伝子に置き
換えたとき、実験間の変動がレポーター遺伝
子発現の変化を打ち消してしまう場合が認め
られた。 
 そこで、再現性のある分化条件を検討した
結果、マイクロウェルプレートを使用して均
一な大きさのEBを形成させることが重要であ
ることがわかった。 
 
一方サル ES 細胞株では少数の細胞に RFP
の発現は認められるものの、分化に伴い明確
な発現増加は認められなかった。BMP4 生産細
胞との共存下で分化実験を行った場合でも、
蛍光を発現する細胞の顕著な増加は認めら
れなかった。そこでサル ES 細胞の生殖細胞

図１ レポーターES 細胞を用いた化学物質
評価システム 
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ビスフェノール A 
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分化過程を把握するため、Vasa をはじめ
とする分化に伴う様々な生殖細胞マーカー
の発現をリアルタイム PCR により解析した。
その結果、生殖細胞分化は進行し、Vasa の発
現上昇が認められるものの RFPの発現として
は反映されない事が明らかとなった。 
 
（２）以上の実験からVasaレポーターでは環
境化学物質の影響評価において十分な感度が
得られないという結果が得られた。 
そこでリアルタイム PCR により、Vasa 遺伝子
より生殖細胞分化過程において変動の大き
い関連遺伝子の探索を行った。Prdm14 はコン
トロール EB において継時的に発現が減少し
ているが、BPA 処理した EB では発現の減少は
見られなかった。一方で、Oct4 や Blimp1 は
コントロールと差は認められなかった。BPA
は生殖細胞マーカーの発現に対して影響を
与える遺伝子が認められた。特に、分化培養
7 日目においてコントロールに比べ、BPA 処
理で発現が増加する遺伝が認められた（図
２）。一方 Vasa 及び Piwil2 は顕著な発現変
化は見られなかった。BPA はライディッヒ細
胞マーカーである Star の発現変化を起こさ
なかったが、セルトリ細胞マーカーである
Sox9 は分化培養 7、10 日目で BPA が発現を増
加させないことが確認された。減数分裂マー
カーの Spo11 や精細胞マーカーの Tnp1 は ES
細胞及び EB で検出されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の解析により、BPAの存在下において、
Vasa 遺伝子よりも鋭敏に発現が変化する生
殖細胞関連遺伝子を見いだすことができた。
BPA存在下で分化させると、この遺伝子の発現
は約10-20倍上昇した。一方でこの発現上昇は
BPA濃度が50µMという比較的高い濃度でのみ
認められた。さらにBPAはこの遺伝子の発現を
制御する遺伝子群の発現にも影響することも
明らかとなった。マイクロウェルプレートを
使用し、環境化学物質（BPA）の存在下でES
細胞を分化させた際、これらの遺伝子はVasa
遺伝子よりBPAに対し、鋭敏にかつ再現性良く
反応した。 
 
 すなわちこれまで注目してきたVasa遺伝子
よりも反応性の高い遺伝子を見いだすことが
できたとともに再現性の良いES細胞分化シス
テムの構築を行うことができた。次に、検出
感度を上げるため、これらの化学物質高感受
性遺伝子のプロモーター配列をPCRで取得し、

その制御下で高感度の蛍光タンパク質Venus
を発現するベクターの構築を行った。 
 このベクターをマウスES細胞へ導入して得
られたレポーター導入株は、未分化状態では
蛍光を発せず、化学物質存在下においてのみ
再現性良くVenusを発現した。 
 そこでこのレポーター導入ES細胞株を化学
物質（レチノイン酸）の存在下で培養後、蛍
光観察に加え、FACSによるVenusの発現解析を
行った。その結果、化学物質の濃度依存的に
蛍光強度が上昇し、化学物質の存在、および
その濃度を推定することが可能であることが
示された（図３）。すなわち当初の目的であっ
たES細胞を化学物質のセンサーとして使用し
、蛍光強度により化学物質を評価するシステ
ムが構築できた。 
 

 
 
 
 
 
 さらに本評価系でノニルフェノール(NP)の
検出を試したところ、蛍光強度を上昇させる
ことが示された。この結果は、NPが生殖細胞
分化に影響する可能性を示唆すると共に、本
評価系でNPの存在を検出することが可能であ
ることを示すものである。遺伝子発現は10µM 
NPで認められたこと等からRARの関与が示唆
された。一方で、さらなる検出感度の改善が
今後の課題として示された。 
 以上、本研究により、レポーターを導入し
た ES 細胞を用いて、化学物質の存在、濃度
を評価するシステム基盤を構築することが
できた。 
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