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研究成果の概要（和文）：私たちはマウス初期胚より，構造上深い関連性を有する新規転写因子EGAM1ホメオタンパク
質群（3種）を発見した。本研究では，EGAM1ホメオタンパク質群が有するそれぞれの機能について解明した。加えて，
当該タンパク質群の構造と機能の関連について解明した。その結果，EGAM1ホメオタンパク質群は胚発生の初期に形成
される前駆細胞群（胎仔前駆細胞・胎盤前駆細胞・卵黄嚢前駆細胞）の形成のみならず，心筋分化に例示される終末分
化にも影響することが明らかになった。またEGAM1ホメオタンパク質群は，核に局在することにより転写因子として細
胞機能を制御すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Recently, we found the structurally related homeoproteins in both preimplantation 
mouse embryos and mouse ES cells. To identify roles of EGAM1 homeoproteins on embryogenesis, mouse ES 
cells stably expressing respective EGAM1 homeoproteins were generated. Upon exogenous expression in mouse 
ES cells, these homeoproteins can act as positive or negative regulators of differentiation, cell growth, 
and induction of gene expression involved in specific cellular functions of differentiated cell types. 
EGAM1 homeoproteins not only affect the generation of progenitor cells that arise during early 
embryogenesis, but also the progression of terminal differentiation, such as cardiomyogenesis, in mouse 
ES cells. Because EGAM1 homeoproteins are localized to the nuclei of mouse ES cells, it is probable that 
these proteins act as transcription factors. These results suggest that EGAM1 homeoproteins are crucial 
for progression of embryogenesis.

研究分野：動物分子生殖生理学
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 マウス胚において，最初の細胞分化は受

精 3 日後の桑実胚で開始し，4 日後の胚盤

胞では内部細胞塊（胎仔前駆細胞）と栄養

外胚葉（胎盤前駆細胞）が形成される。5

日後には，内部細胞塊から原始内胚葉（卵

黄嚢前駆細胞）が分化する。胚の正常な着

床と妊娠維持には，胎仔と胚体外組織（胎盤と卵黄

嚢）の形成を担う転写因子群が重要である。これま

でに内部細胞塊を培養して得た ES 細胞を

用い，細胞分化に関与する重要な転写因子

（OCT4，NANOG など）が発見された。しか

し，それぞれの胚葉や組織の形成は複雑な

過程を経ることは判っているが，それぞれ

の素過程を担う転写因子や，転写因子の活

性を調節する補助因子の多くは不明であ

る。	
 

	
 そこで私たちは，最初の細胞分化が開始

する桑実胚そのものから新規転写因子を

同定することを考案した。その結果，構造

上深い関連性を有する新規転写因子 EGAM1

ホメオタンパク質群（3 種）を発見した

(Saito，Kobayashi	
 et	
 al.,	
 Biol	
 Reprod	
 

2010)。マウス胚盤胞から樹立される幹細

胞（ES 細胞，胎盤幹細胞，卵黄嚢幹細胞）

では，3 種の mRNA は三種三様の独特な発現

パターンを示すことがわかり，当該タンパ

ク質群とそれぞれの幹細胞がもつ特性と

の関連が示唆された。全く予期せぬことに，

EGAM1 は目で強く発現すること，分娩直前

の胎盤で EGAM1C 発現量が急激に高まり，

妊娠の維持や泌乳を調節する胎盤性ホル

モン遺伝子群の発現が促進されることを

発見した（ Saito， Kobayashi	
 et	
 al.,	
 

Reproduction	
 2011）。しかし，EGAM1 ホメ

オタンパク質群が有するそれぞれの機能

については，その多くが不明であった。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 EGAM1 ホメオタンパク質群が有するそれ

ぞれの機能について解明する。加えて，当

該タンパク質群の構造と機能の関連につい

て解明する。これにより，子宮への家畜胚や

ヒト胚の着床の安定化，その後の流産防止や不妊治

療へと展開するための基盤を固める。	
 

	
 
３．研究の方法	
 

（1）マウス胚の発生過程で形成される未分

化細胞のモデル細胞として，マウス ES 細胞

を選択した。EGAM1 ホメオタンパク質群そ

れぞれを個別に，恒常的に発現するマウス

ES 細胞を開発し，ES 細胞の未分化状態の維

持，細胞分化，また，これらに関連する遺

伝子発現，タンパク質発現について解析し

た。	
 

（2）開発した遺伝子組換えマウス ES 細胞

を用い，EGAM1ホメオタンパク質群により発現量が

変動するmRNAをDNAマイクロアレイ法により網羅的

に同定し，当該タンパク質群の直接的な標的遺伝子

（候補）のカタログを作成した。	
 

（3）EGAM1ホメオタンパク質群の特性を明らかにす

るために，細胞内における当該タンパク質群の局在

部位について検証した。	
 

（4）マウス胚の発生におけるEGAM1 ホメオタンパ

ク質群の機能を明らかにするために，アンチセンス

モルフォリノオリゴを使った標的mRNA発現のノック

ダウンマウス胚を作製するための基盤技術を開発し

た。	
 

（5）EGAM1ホメオタンパク質群と結合する転写因子

群を探索するために，GSTプルダウン法を適用した。	
 

	
 
４．研究成果	
 

（1）EGAM1 は，原始内胚葉への分化を促進

することが明らかになった。未分化状態の

維持培養において，EGAM1N および EGAM1C

ともに，マウス ES 細胞の未分化状態を安定

化した。また，細胞増殖を促進すると共に，

細胞死を抑制した。レチノイン酸分化誘導

においては，EGAM1NおよびEGAM1Cともに，

分化を抑制した。さらに，EGAM1N および

EGAM1C ともに，胚発生の初期段階のみならず，心

筋分化に例示される終末分化にも影響することを示



 

 

した。	
 

（2）当該タンパク質群を強制発現させたマウスES

細胞株を樹立し，それぞれから調製したcDNA，およ

び対照ES細胞から調製したcDNAを用いてマイクロ

アレイ分析に供した。その結果，mRNA 発現量が変化

する多数の遺伝子を同定することに成功した。	
 

（3）EGAM1ホメオタンパク質群は核に局在すること，

C 末端側のホメオドメイン内に核移行シグナルが存

在すること，核移行には適切なタンパク質コンフォ

メーションの維持が重要であることを明らかにした。

すなわち，EGAM1ホメオタンパク質群は核に局在する

ことにより，転写因子として細胞機能を制御すると

考えられる。	
 

（4）FITC標識モルフォリノオリゴと遺伝子導入試

薬Endo-Porterをマウス初期胚と保温したところ，3

時間以内に効率的に細胞内に取り込まれることが判

明した。この技術を応用して，遺伝子破壊法により

胚発生において既にその重要性が確立している Oct4

遺伝子の発現阻害を試みた。アンチセンスOct4モル

フォリノオリゴをマウス初期胚に導入したところ

OCT4 タンパク質産生が大きく減弱し，その結果とし

て胚発生が阻害されることが判明した。この表現型

は，既に報告されているOct4遺伝子破壊胚の表現型

によく一致する。すなわち，アンチセンスモルフォ

リノオリゴ法による遺伝子ノックダウン技術により，

遺伝子破壊法と比較して格段に簡便に，胚発生にお

ける EGAM1 ホメオタンパク質群の機能を解明できる

見通しが立った。	
 

（5）EGAM1ホメオタンパク質群と結合する転写因子

群を探索するために，GST融合EGAM1ホメオタンパク

質群と結合する多能性維持転写因子を探索した。そ

の結果，OCT4・NANOG・SOX2をその候補として見出す

ことができた。	
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