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研究成果の概要（和文）：加齢モデルのES細胞では、Wntシグナル関連遺伝子の発現低下が認められWnt-β-Cateninシ
グナルの機能低下を見出した。そこで、β-Catenin遺伝子を欠いた胚からES細胞の作製を行った。β-Catenin遺伝子欠
損ES細胞樹立に成功し、その分化特性解析から分化多能性が欠落することを見出した。副次的に、β-Catenin遺伝子欠
損ES細胞は混合型悪性胚細胞腫瘍の発症機序を説明できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed embryonic stem (ES) cells derived from aging mice model. It was found 
that some genes of Wnt-beta-Catenin signaling were relatively lower expression compared with control ES ce
lls. Then, we successfully derived ES-like cells from beta-Catenin defected embryos. The ES cells showed s
everely impaired in pluripotential differentiation under loss of Beta-Catenin, although can maintain self-
renewal ability. Additionally, we found mixed germ cell tumor was generated from the beta-Catenin defected
 cells in vivo. Taken together, beta-Catenin functions pleiotropically in differentiation and tumorigenesi
s in mouse embryo derived stem cells.
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１．研究開始当初の背景 
(1)社会的背景 生物には寿命があり、哺乳動
物は、その寿命内でも次世代へつなぐ生殖期
間は限られている。現在わが国は、出生率（合
計特殊出生率）が 1.32（2006 年）と依然非
常に低い値である。一方で、不妊症治療特に
生殖補助医療（ART）享受による出生児数は
総出生児数の 1%を超え着実に増加している。
社会のライフスタイル変化に伴い女性の妊
娠・出産時年齢が上昇してきた昨今、ART は
いかなる生殖年齢層にも有効ではないこと
が明らかとなっている。加齢による生殖機能
の不可逆的低下に早急に対応する必要が出
てきた。まず、確かな基礎実験に裏打ちされ
たエビデンスを国民に提供する必要がある。 
(2)生物学的背景 加齢とともに卵子の機能
は低下する。米国の卵子ドナーを利用した
ART 享受による出生率のデータが明らかに示
している。加齢と卵子ドナーを利用すると年
齢に関係なく高い出産率が得られることか
ら女性 30 歳以降の妊娠率低下は、加齢によ
る卵子の質の低下と強く関連していること
が示唆されている。女性は限られた生殖期間
があり、つまり“生殖寿命”は卵子の質の低
下でもある。 
(3)卵細胞の質評価法の限界 個体の加齢に
伴う卵子の質低下は,ミトコンドリア機能低
下に代表される細胞質の機能低下が胚発生
低下の大きな要因とされている(Linnane AW, 
et al. Mutat Res;1992.)。ミトコンドリア
機能低下による代謝活力減少だけでは個体
への発生率低下の十分な説明ができない。未
熟卵に精子を受精させても発生は進まず、ク
ローン動物作成でも未熟卵へ体細胞を移植
しても発生は進展しないことなどから初期
胚発生には卵細胞質の成熟は必須である。そ
れでは生殖適齢と加齢個体からの成熟卵子 
(第二減数分裂中期卵) の質に差異を与えて
いるものは何であるのか。卵子の質とは何で
あるのか。精子との受精により個体発生能を
獲得すること、つまり卵子の本質は全能性を
持つことにほかならない。私たちはこれまで
卵子の質を評価するシステムを持ち合わせ
ておらず、加齢の卵子全能性に及ぼす影響に
関するエビデンスを得ることは非常に困難
であった。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、実験動物（マウス）を用いた

卵子加齢モデルを策定し、生殖適齢マウスよ
り得られた卵子と生殖限界期マウスの卵子
（加齢卵子とする）とでマイクロアレイ遺伝
子発現解析を行った(Hamatani T, Akutsu H, 
et al. Hum Mol Genet；2004)。既知の知見
を裏付けるように、加齢卵子ではミトコンド
リア機能に関連する遺伝子発現の低下や酸
化ストレスに関与する遺伝子群の発現の変
動が認められた。卵子の加齢に関して、初め
て網羅的に遺伝子発現の変化をとらえるこ
とができた。加えて、今まで報告がなかった

きわめて重要な遺伝子発現の変化があるこ
とがわかった。 
(1) マウス加齢モデル系を構築し、加齢マウ
ス由来の卵細胞を用いて胚性幹（ES）細胞を
樹立する。生殖適齢マウス由来の ES 細胞と
特性解析の比較検討を行う。 
(2) 卵子の質の本質である全能性に関係す
るβ-Catenin 遺伝子に着目し、分化多能性に
与える影響を明らかにするために、β
-Catenin 遺伝子欠損胚から ES 細胞樹立検証
を行う。 
(3) 少子化と晩婚化が社会の課題となる中、
生殖医療において女性の加齢と生殖医療の
課題を科学的側面で抽出する。 
 
３．研究の方法 
(1) 78〜80 週齢のマウス（C57BL/6）を対象
とし、過排卵により卵子を採取し、生殖適齢
雄マウス（129/sv）の精子を用い ICSI 法に
より受精卵を得て発生した胚盤胞から ES 細
胞を樹立する（加齢 ES 細胞）。本研究では、
加齢 ES 細胞の DNA マイクロアレイによる網
羅的遺伝子発現結果をもとにしたバイオイ
ンフォマティックス解析、発現に有意差のあ
る遺伝子群に対して細胞活動での機能分類
解析を行った。 
(2) (1)の解析から Wnt シグナル関連遺伝子
の発現低下が認められたため、Wnt-β
-Catenin シグナルに注目した。β-Catenin
遺伝子を精子及び卵子発生過程で組織特異
的に欠損させた系を用いて、β-Catenin 遺伝
子欠損受精卵の胚盤胞への初期胚発生とそ
の評価として ES 細胞の作製を行った。樹立
した細胞に対して幹細胞特性解析を行った。 
(3) 生殖医療における加齢の課題を抽出し
総説としてまとめ専門誌へ報告をする。 
 
４．研究成果 
(1) ES 細胞の DNAマイクロアレイによる網羅
的遺伝子発現解析を行ったところ、対象グル
ープと明確にグループ分けされることが主
成分分析により示された。バイオインフォマ
ティックス解析により対象グループに比し
細胞外マトリックス及び細胞間接着系に関
連する遺伝子群の発現が有意に低下してい
ることを見出した。細胞活動での機能分類で
は、“cell adhesion”、や“biological 
adhesion”などの細胞接着の低下が示唆さ
れ 、 細 胞 成 分 に 関 す る 機 能 分 類 で は
“extracellular”に関する機能低下が示さ
れた。細胞外基質に関与する遺伝子の発現低
下により加齢 ES 細胞では接着性に機能低下
がおきていることが示唆された。遺伝子発現
に有意差のあった遺伝子群から細胞接着及
び細胞外基質に関連する遺伝子を抽出し、リ
アルタイム定量 RT-PCR 法解析を行った。
Pcdhb20（protocadherin alpha 20）、Spon2
（ spondin 2, extracellular matrix 
protein）、Pcdhb6（protocadherin alpha 6）
や Nrp1（neuropilin 1）は遺伝子発現量が加



齢 ES 細胞で有意に低下していることが確認
された。加齢モデルを構築し、卵細胞への影
響を観察する実験システムは個体あるいは
それより得られるサンプルの希少性よりこ
れまで世界的にも十分な解析システムが構
築されず、知見が得られてもバリデートする
システムを構築することは極めて重要であ
る。本研究では、胚盤胞期胚から樹立される
ES 細胞を加齢化モデルとして多分化能性へ
寄与する性質を体外培養系で探る実験系を
構築した。加齢 ES 細胞の遺伝子発現で有意
差のある遺伝子群の機能分類を試みた結果
細胞の接着系の機能が低下していることが
示唆された。 
(2) すでに報告のあるノックアウト実験で
は、着床後すぐに胚性致死となるが、β
-Catenin 遺伝子欠損受精卵は胚盤胞まで発
生することを確認した。次に、β-Catenin 遺
伝子欠損胚盤胞から ES 細胞樹立を行い作製
に成功した。次に、卵子の質の本質である全
能性、その代替として分化多能性に与える影
響を明らかにするために、胚盤胞から ES 細
胞樹立を行った。胚盤胞の内部細胞塊の必須
な性質とて分化多能性があり、β-Catenin 遺
伝子欠損と分化多能性獲得の評価として ES
細胞樹立検証の結果、ES 様細胞の樹立に成功
した。次に、このβ-Catenin 遺伝子欠損－ES
細胞の細胞特性を行った。細胞増殖能は野生
型及びヘテロ型の ES 細胞同様の増殖能を持
ち、自己複製能を持つことが明らかとなった。
しかし、分化多能性の解析から、β-Catenin
遺伝子欠損－ES 細胞は外胚葉・内胚葉・中胚
葉の各正常分化組織へ分化することがなく、
明らかに分化多能性が欠落していた。これま
で、加齢 ES 細胞の特徴として細胞接着系の
遺伝子発現が低下していることを明らかに
してきたが、このβ-Catenin 遺伝子欠損－ES
細胞はα-Catenin や E-Cadherin などのタン
パク質の発現に異常は認められなかった。し
かし、γ-Catenin（Plakoglobin）は定性的
な解析ではあるが、免疫組織染色で明らかに
発現が上昇しており、β-Catenin の機能不全
を補完していることが示唆された（図 1）。 

β-Catenin 遺伝子欠損－ES 細胞についてそ
の特性をまとめた。①未分化能：Oct3/4、
Nanog、 Sox2 などの未分化マーカー発現では、
蛍光免疫染色法と定量的PCR法とも対象のES
細胞との間で差は認められなかった。未分化
マーカーの減弱は認められなかった。② 自
己複製能：β-Catenin 遺伝子欠損－ES 細胞
と野生型 ES 細胞の増殖能に有意な差は認め
らなかった。β-catenin はマウス ES 細胞の

自己複製能および未分化性維持には必須で
はないことが示唆された。分化多能性につい
て検討した。③in vitroでの分化多能性解析
では、胚様体作製 6 日目と 14 日目いずれも
β-Catenin 遺伝子欠損－ES 細胞由来胚様体
において顕著に分化マーカーの減弱が示さ
れた。免疫不全マウス皮下移植による in vivo
での多分化能解析ではβ-Catenin 遺伝子欠
損－ES 細胞の腫瘍組織は分化組織は認めら
れなかった。キメラ形成能試験では、キメラ
産仔を得ることはできなかった。さらに、β
-Catenin 遺伝子欠損－ES 細胞由来の腫瘍組
織を組織学的に解析した結果、混合性悪性胚
細胞腫瘍（セミノーマ, 胎児性癌, 絨毛癌）
であることを見出した（図 2）。一方、野生
型 ES 細胞由来の奇形種は三胚葉への分化が
認められ、また、キメラ個体を得ることがで
きた。β-Catenin 遺伝子欠損－ES 細胞にみ

られた分化異常は β-catenin を再導入する
ことで回復できた。これらの結果から、
β-catenin は ES 細胞の分化運命決定と組織
の恒常性維持に必須であることが示唆され
た。 
(3) 加齢と卵細胞の質低下は様々な関連要
素が指摘されているものの、本質的な機序へ
のアプローチする手段が見出せていない。今
後の生殖医療研究では、加齢に関連する基礎
的研究が重要な課題であると思われる。 
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