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研究成果の概要（和文）：胎盤組織へと分化する胚体外組織(TE)は、胚盤胞期にCdx2の発現亢進により胚体組織より分
化し細胞運命が決定する。本研究では、1）胎盤幹(TS)細胞を用いてCdx2遺伝子プロモーター領域のDNAメチル化とヒス
トン修飾について解析を行った。その結果、Cdx2遺伝子のプロモーター領域のDNAメチル化は低メチル化状態であるこ
と、ヒストン修飾も活性型である事が判明した。2）Cdx2遺伝子のノックダウン効果が認められたTS細胞株を用い、形
態変化と細胞周期について解析した結果、増殖能の低下とG1アレストが認められた。この事実よりTS細胞の分化・維持
にはCdx2遺伝子が重要な役割をする事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The increased expression of Cdx2, and more differentiated embryonic body tissue to
 the blastocyst stage, extra-embryonic tissue to differentiate into placental tissue (TE) determines the c
ell fate. In this study, using 1) placental stem (TS) cells, and subjected to analysis for histone modific
ation and DNA methylation of Cdx2 gene promoter region. As a result, the DNA methylation of the promoter r
egion of the gene Cdx2 be low methylation status, that histone modifications are also active was found. As
 a result of using a TS cell line knockdown 2) of the Cdx2 gene was observed, were analyzed for cell cycle
 and morphological changes, G1 arrest was observed and reduced growth potential. From this fact, the diffe
rentiation and maintenance of TS cells, that Cdx2 gene plays an important role has been suggested.
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１．研究開始当初の背景 
胎盤は母体と胎児間で栄養交換を司る器

官であり、受精後、胚盤胞では、胚体細胞系

列（内部細胞塊 : ICM）と胚体外細胞系列（栄
養外胚葉 : TE）の最初に分化（細胞運命決定）
が起こる。両者は、同じゲノム配列を持つに

も関わらず、全く異なる細胞系譜を辿る。こ

れには、エピジェネティックな修飾機構の存

在が予想される。前者の未分化幹細胞は胎児

性幹細胞（ES細胞）、後者はトロホブラスト
幹細胞（TS細胞）として、自己複製能を維持
し、胎児、胎盤構成細胞への分化が可能な細

胞として知られている。 
ES細胞、TS細胞の未分化維持と細胞運命
決定には、それぞれ Oct3/4と Cdx2が必須の
蛋白として知られている（Rossant. Nature 
Review 2007）。また、ES細胞に Cdx2を過剰
発現させると、TS 様細胞に変換することも
報告され、両者の発現量比で、分化の方向性

を決定しているという仮説がたてられてい

る（Niwa. Cell 2005）。しかし、どのような
分子機構で、発現制御が行なわれているのか

は未だ明らかではない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、TS 細胞を用い、Cdx2 遺伝
子のエピジェネティックな分子機構と分子

間相互作用について解析する。また、分化

に伴う Cdx2 遺伝子の機能について、細胞
特性、分子特性の変化を明らにする。さら

に、ヒト未分化胎盤絨毛細胞に、CDX2 を
遺伝子導入し、ヒト TS 細胞株を樹立し、
検証する事を目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）胚体外細胞系列分化への Cdx2 遺伝子

の分子機構の解明 

①TS 細胞と ES 細胞の発現量の解析： 

C57/B6, ICR 系マウスより樹立した TS 細胞

と ES 細胞より、RNA 抽出。cDNA 合成後、リ

アルタイム PCR 法を用いて、Cdx2 遺伝子の

発現量を解析した。 

②Cdx2 遺伝子のエピゲノム解析 (DNA メチ

ル化とヒストン修飾)： 

Cdx2 遺伝子発現調節領域（プロモーター領

域）の DNA メチル化とヒストン修飾について

解析し、TS 細胞と ES 細胞の Cdx2 遺伝子発

現量との相関を調べた。 

・DNAメチル化の解析：各細胞のDNAを用い、

DNA メチル化解析を行った。TS 細胞から抽

出した DNA は Bisulphite 処理後 PCR を行

い（Bisulphite-PCR 法）、クローニングベ

クターを用いシークエンスする。少なくと

も 10 個のクローンについて解析し、PCR 領

域内の全てのメチル化部位について解析を

行った。 

・ヒストン修飾の解析：ヒストン修飾の解析

には Chip-PCR 法（クロマチン免疫沈降法）

を用いた。同細胞核より蛋白質-DNA 複合体

を抽出。超音波ソニケーターで粉砕後、活

性型修飾の解析には、抗ヒストン H3-K(リ

ジン)9 と H3-K14 のアセチル化および抗

H3-K4 のジメチル化抗体を利用。一方、不

活化型には抗ヒストン H3-K9 ジメチル化お

よび抗 H3-K27 のトリメチル化抗体を利用。

それぞれ免疫沈降後、PCR によりヒストン

修飾の有無について解析を行った。 

（２）TS 細胞における Cdx2 遺伝子の機能解

析と分子間相互作用 

①siRNA強制発現用ベクターの作製と細胞の

樹立： 

Cdx2遺伝子のノックダウン用のsiRNAを複数

設計し、強制発現用ベクター（pcDNA）にクロ

ーニングし、TS細胞にトランスフェクション

した。Cdx2蛋白の減弱（消失）はウェスタン

ブロッティングによって確認。ノックダウン

効率は、リアルタイム PCR によって測定し、

抑制効果に差を認める細胞株を用いた。 

②Cdx2ノックダウンTS細胞株における分子

間相互作用： 

Cdx2 遺伝子を永続性にノックダウンした TS

細胞株を樹立し、RNA を抽出。TS 特異的未分

化遺伝子マーカー（Eomes, Id2, ErrB）と

ES特異的マーカー (Oct3/4)の遺伝子発現量

を比較した。同様に、ノックダウン TS 細胞

株を分化誘導し、TS 特異的分化遺伝子マー

カー（4311,mash2,Pl-1）の発現量の比較と

巨細胞の出現の有無を確認。 

（３）TS 細胞における Oct3/4 遺伝子と Cdx2

遺伝子の分子間相互作用 

①Oct3/4強制発現用ベクターの作製とTS細

胞への遺伝子導入： 



Oct3/4 遺伝子 cDNA を RT-PCR で合成し、強

制発現用ベクター（pcDNA）にクローニング。

Electropolation 法を用い、TS 細胞株にトラ

ンスフェクションし強制発現細胞株を樹立。

Oct3/4 蛋白の発現はウェスタンブロッティ

ングによって確認。 

②Oct3/4 強制発現 TS 細胞株の細胞特性: 

複数の発現量の異なるOct3/4強制発現TS細

胞株の細胞形態変化とコロニー形成能につ

いて観察。また、TS 特異的未分化遺伝子マ

ーカー（Eomes, Id2, ErrB）の発現量を解析。 

③Cdx2遺伝子の発現およびエピゲノム解析: 

同様に、複数の Oct3/4 強制発現 TS 細胞株を

用い、Cdx2 遺伝子の発現およびエピゲノム

解析を行なった。 

（４）ヒト TS 細胞の樹立と検証 

ヒト TS 細胞の分離：  

インフォームドコンセントを得て初期胎盤

絨毛組織より酵素処理および濃度勾配法を

用いて栄養膜細胞を分離した後、Hoechst 染

色し FACS で約１％に存在する SP(side 

population)細胞を分離した。ヒト TS 細胞樹

立：CDX2遺伝子を導入したヒト絨毛細胞は、

マウス TS 細胞と同様の条件で培養。境界明

瞭な上皮様細胞をトリプシン処理し単離培

養。TS 細胞であることは、形態学的および

ERRβ,CDX2, OCT3/4 遺伝子等の RT-PCR 法に

よる発現解析により確認。 

 

４．研究成果 

（１）胚体外細胞系列分化への Cdx2 遺伝子

の分子機構の解明 

TS 細胞を用いて、Cdx2 遺伝子プロモーター領

域の DNA メチル化とヒストン修飾について解析

を行なった。DNAメチル化の解析は Bisulphite

処理後 PCR を行い（Bisulphite-PCR 法）、クロ

ーニングベクターを用いシークエンス。少なく

とも10個のクローンについて解析し、PCR領域

内の全てのメチル化部位について解析した。ヒ

ストン修飾の解析では、同細胞核より蛋白質

-DNA複合体を抽出。超音波ソニケーターで粉砕

後、活性型修飾の解析には、抗ヒストンH3-K(リ

ジン)9 と H3-K14 のアセチル化および抗 H3-K4

のジメチル化抗体を利用。一方、不活化型には

抗ヒストンH3-K9ジメチル化および抗H3-K27の

トリメチル化抗体を利用。それぞれ免疫沈降後、

PCR によりヒストン修飾の有無について解析し

た。その結果、Cdx2 遺伝子のプロモーター領

域の DNA メチル化を解析したところ、低メチ

ル化状態であることが明らかとなった。同様

に、ヒストン修飾も活性型で有意な変化を認

めた。胎児性幹細胞（ES）でも解析したが、

高メチル化状態を維持していた。この結果は

メチル化阻害剤を添加して、再確認した。こ

れらの結果より、ES と TS の分化過程には、

Cdx2遺伝子のエピジェネティックな分子機構

が作用する事が示唆された。 

（２）TS 細胞における Cdx2 遺伝子の機能解

析と分子間相互作用 

TS 細胞における Cdx2 遺伝子の機能と分子間

相互作用について解析した。そのため、一過

性および永続性に、遺伝子発現を抑制する

Cdx2 遺伝子のノックダウンTS細胞とOct3/4

遺伝子強制発現 TS 細胞株を樹立し、細胞特

性や未分化 TS マーカー遺伝子に与える影響

について分子間相互作用を明らかにした。ま

ず、ノックダウン効果（40％）が認められた

TS 細胞株を用い、形態変化と細胞周期につい

て解析した結果、増殖能の低下と G1 アレス

トが認められた。永続性ノックダウン TS 細胞

株では、TS特異的未分化遺伝子マーカー（Eomes, 

Id2, ErrB）の発現低下が認められた。 

（３）TS 細胞における Oct3/4 遺伝子と Cdx2

遺伝子の分子間相互作用 

Oct3/4 強制発現用ベクターを作製し、TS 細

胞へ遺伝子導入した。Oct3/4 蛋白の発現はウ

ェスタンブロッティングによって確認した。

しかし、TS 細胞株の細胞形態変化とコロニー

形成能に変化はみられなかった。この事実よ

り、TS 細胞の維持には、Oct3/4 の発現だけ

でなく、他の転写因子も働く事が示唆された。 

（４）ヒト TS 細胞の樹立と検証 

TS 細胞細胞群は表面抗原マーカーCD44,CD54

陽性、CD45,CD29 弱陽性、CD31,AC133 陰性で

TS 細胞の特性を示した。また、マウス TS 細

胞と比較し、TS 細胞特異的発現のみられる

Id2 の発現が著しく亢進していることが判明

した。しかし、長期培養では増殖が確認され

なかった事から、ヒト TS 細胞の培養至適条

件が、マウスと異なる事が示唆された。 
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