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研究成果の概要（和文）：我々はヒトに近い初期発生の様式をとるブタをモデルとして始原生殖細胞 
(Primordial germ cell: PGC) 分化メカニズムを解析する系を開発した。まず我々は新たにブタの胚からエピブ
ラスト幹細胞を樹立することに成功した。そこに生殖細胞特異的に蛍光を発する NANOS3-tdTomato レポーター
組み込み、in vitro PGC の分化誘導系を開発した。さらに同幹細胞を用いた核移植により、レポータークロー
ン胚および個体が作製できることを示した。以上よりブタ初期発生を in vitro と in vivo 双方から解析可能
なプラットフォームとして有用であると期待される。

研究成果の概要（英文）：We developed a system to analyze the mechanism of primordial germ cell (PGC)
 specification in pigs, a surrogate model for early human development. First, we successfully 
derived pig epiblast stem cells (EpiSCs). By using pig EpiSCs with an introduced germline-specific 
fluorescent NANOS3-tdTomato reporter, we optimized a culture condition that can induce PGCs in 
vitro. Additionally, the reporter EpiSCs can be used as donor cells for nuclear transfer, allowing 
us to generate NANOS3-tdTomato reporter pigs. This system will be a useful platform for analyzing 
early pig development both in vitro and in vivo.

研究分野：発生工学

キーワード： ブタ　始原生殖細胞　エピブラスト幹細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト PGC の分化メカニズムの理解は、不妊症の原因解明などに繋がると期待されるが、特に妊娠初期の着床後
ヒト胚を直接的に解析することは、倫理的にも解析が困難である。そのためヒト胚を代替するモデルとしてブタ
の利用が考えられてきた。しかしブタでは遺伝子操作に胎児線維芽細胞を用いた体細胞核移植が必要なため、そ
の遺伝子機能解析は容易でなかった。一方で我々が今回エピブラスト幹細胞の樹立に成功したことで、その in 
vitro での分化誘導による機能解析が可能となった。加えて同一の細胞を用いてクローン個体の作出も可能であ
ることを示せたことから、モデルとしてのブタの利用が加速できる期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

次世代に遺伝情報を伝えることのできる唯一の細胞である生殖細胞は、胚発生のごく

初期に生じる少数の細胞集団である PGC を起源とする。ヒト PGC の成立および発生

機構の解明は、不妊症の原因解明や、生殖腺を原発巣とする発癌のメカニズム解明に繋

がると期待されるが、特に妊娠初期の着床後ヒト胚を直接的に解析することは、倫理的・

実際的に解析が困難である。そのため、ヒト胚を代替するモデル動物の胚を用いた解析

が求められる。マウスは遺伝子改変の容易さから哺乳類の中ではモデル動物の筆頭であ

るが、ヒトと比べると胚発生初期の形態が大きく異なる。また研究代表者らの成果から、

マウス－ヒト間では PGC において、SOX17, SOX2 をはじめとしていくつかの転写因子

の発現および機能に決定的な違いがあるため、マウス以外のモデル動物にも注目すべき

であると考える (Kobayashi and Surani, Development (2018), 図 1)。 

そこで研究代表者らは近年、ヒト胚発生を理解するためのモデル動物の一つとして、

ブタに着目してきた。ブタは多胎の家畜であるため、胚を比較的安価に多く手に入るこ

とができるだけでなく、胚発生初期の形態、特に多能性を持つ未分化な“エピブラスト”

と呼ばれる組織はヒトと類似した形態的特徴を持つ。さらに研究代表者らは、PGC に

おける SOX17 の高発現および SOX2 の低発現も、ブタ－ヒト間で保存されているこ

とを見出した。ブタ初期胚の組織学的解析と体外培養系は、ヒト PGC が生じるタイミ

ングや場所、成立に必要なシグナルを類推するのにも大きな貢献を果たし、ブタ胚がヒ

ト胚を代替するモデルの一つとして有用であることを示してきた (Kobayashi et al., 

Nature (2017))。 

 

２．研究の目的 

本研究ではブタをモデルとして PGC の成立・維持の分子メカニズムに迫る。特に遺伝

子操作を施したブタのエピブラスト幹細胞の樹立とその幹細胞から作出するクローン

胚を用い、胚発生初期の PGC において、ブタ－ヒト間で発現が保存されている遺伝子

がどのような機能を果たしているかを明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

本研究では以下の 3 つの研究を行った。 

研究❶ ブタ初期胚からのエピブラスト幹細胞の樹立とその特性解析 

研究❷ ブタ PGC 純化のための PGC 特異的レポーターの作製 

研究❸ ブタ－ヒトに共通して PGC 特異的に発現する遺伝子の同定 

研究❹ で候補とした遺伝子の機能解析 

 

４．研究成果 

研究❶ ブタ初期胚からのエピブラスト幹細胞の樹立とその特性解析 

妊娠 10 日目前後のブタ子宮から、ブタ胚を回収し、胚から未分化なエピブラストを顕

微鏡下で単離後、フィーダー細胞上に播種し、エピブラスト幹細胞を樹立した。樹立さ

れた幹細胞株は未分化状態を保ったまま安定して長期培養できることを確認できた。ま

た長期培養後も安定した核型を維持し、特定の条件下では三胚葉それぞれの細胞系譜へ 



in vitro で分化誘導できた。さらに免疫不全マウスの腎被膜下へ移植することでテラト

ーマを形成した。このことから多能性幹細胞としての基準を満たしていると考えられる。

また共同研究によりエピブラスト幹細胞のトランスクリプトーム解析を行い、すでに報

告されているブタ初期胚の単一細胞トランスクリプトーム解析の結果 (Ramos-Ibeas et 

al.,Nat Commun (2018)) との比較解析から、樹立したエピブラスト幹細胞が胚発生にお

いて円盤型のエピブラストに近いプロファイルを示すことが明らかになった。 

 

研究❷ PGC 特異的レポーターを持つブタエピブラスト幹細胞の樹立 

(1) NANOS3-tdTomato レポーターを持つエピブラスト幹細胞の樹立 

研究❶ で樹立したエピブラスト幹細胞を用いて、ブタ PGC を特異的に可視化・純化

するため、種を越えて PGC で高い発現が認められる遺伝子である NANOS3 の 3’末端

に T2A-tdTomato をノックインする NANOS3-tdTomato レポーター株の作製を行った。

薬剤耐性遺伝子を含むターゲティングベクターと CRISPR/Cas9 システムの導入によ

る効率的な遺伝子相同組み換えが可能となり、目的細胞株が得られた。 

(2) NANOS3-tdTomato を指標とした in vitro PGC 分化誘導 

研究❷-(1)で作製した NANOS3-tdTomato レポーターをもつブタのエピブラスト幹細胞

を用いて、tdTomato の発現を指標に in vitro PGC の分化誘導の条件検討を行った。我々

は最近ウサギにおいてエピブラスト幹細胞からの in vitro PGC 分化誘導に成功してい

る (Kobayashi et al., Cell Rep (2021)) のに加え、最近新たに培養方法を見出したラットの

エピブラスト幹細胞からも機能的な  in vitro PGC の分化誘導系を開発している 

(Iwatsuki et al., Cell Rep Methods (2023))。いずれのエピブラスト幹細胞もブタのエピブラ

スト幹細胞に近い特徴を持つことから、これらの分化誘導系を元にブタへ応用し最適化

を図った。その結果ブタのエピブラスト幹細胞からも NANOS3-tdTomato 陽性細胞を分

化誘導することに成功した。 

(3) NANOS3-tdTomato クローン胚の作製 

研究❷-(1)で作製した NANOS3-tdTomato ブタエピブラスト幹細胞の核をドナーとし、

ブタ未受精卵へ体細胞核移植を行い、エピブラスト幹細胞の遺伝子型を持ったクローン

胚作製を行った。ドナー細胞核として、細胞周期などの最適な条件を予備実験により検

討した後、in vitro で胚盤胞形成率の評価、さら

には子宮移植後の胚発生能評価を行った。クロ

ーン胚の解析は、顕著な数の PGC が生殖巣で見

られる胎生 26-30 日目に行い、生殖巣における

NANOS3-tdTomato の発現を蛍光観察した。その

結果、期待していた通り NANOS3-tTomato の発

現は生殖巣のみで認められ、免疫染色による始

原生殖細胞マーカー発現の確認により、それら

レポーターが始原生殖細胞特異的に発現してい

ることを明らかにした。以上、エピブラスト幹

細胞の樹立およびそれらの遺伝子改変およびそ

れを元にしたクローン胎児の作製までを論文と

し て 報 告 し た  (Kinoshita, Kobayashi et al., 

Development (2021), 図 1)。 

図 1 ブタエピブラスト幹細胞と
それ由来のクローン胎児作製 



 

研究❸ ブタ－ヒトに共通して PGC 特異的に発現する遺伝子の同定 

研究❷-(3) で作製したクローンブタ胚について、さらに作製された個体およびそれら由

来の胎児における NANOS3-tdTomato 発現の解析を進めた。発生に伴う遺伝子発現変化

を考慮して複数ステージ (E15, 29, 42) のブタ胎児の解析を行い、各段階で tdTomato 陽

性細胞が始原生殖細胞特異的に見られることを明らかにした。また NANOS3-tdTomato 

レポーターの発現が新生児および成熟オス豚精巣において精子幹細胞特異的に認めら

れることを明らかにし、それらのトランスクリプトームも先のデータセットに追加し、

現在、ヒトで報告されている PGC および精子幹細胞に特異的に発現する遺伝子群の発

現との比較解析を行っている。 

 

研究❹ で候補とした遺伝子の機能解析 

研究❷-(2)で誘導に成功した NANOS3-tdTomato ブタエピブラスト幹細胞を用いて、

tdTomato の発現を指標に純化した in vitro PGC のトランスクリプトーム解析を行った。

その結果、研究❷-(3) および ❸ で取得した in vivo PGC との比較解析により、in vitro 

PGC は発生のごく初期の in vivo PGC に近い特徴を持つことが明らかになった。また

免疫染色の結果から NANOS3 陽性細胞がいくつかの生殖細胞マーカーを不均一に発

現していることを明らかにしたため、それら生殖細胞マーカーのうちヒトでも高い発現

が認められ生殖細胞の分化に重要な  SOX17 遺伝子に着目し、新たに  SOX17-

H2BVenus レポーターを追加したダブルレポーター細胞を樹立した。これを用いて分化

誘導系を見直し更なる最適化を進めたところ、一部はより発生段階の進んだ in vitro 

PGC となることが明らかになった。当初の予想よりも in vitro PGC の分化誘導系開発

により時間を要したため、ノックアウトによる遺伝子の機能解析までは至らなかったが、

in vitro の分化誘導系とエピブラスト幹細胞を用いたクローン胚作出のプラットフォー

ムを作り上げることができた。 
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