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研究成果の概要（和文）：始原生殖細胞はすべての卵子や精子のもとであり、発生過程の初期に体細胞系列から分岐す
る。本研究は始原生殖細胞の分化に必須な遺伝子を同定するために、1倍体ES細胞から始原生殖細胞を分化誘導する培
養系を用いて、機能的スクリーニングを行うものである。これまでに導入箇所で遺伝子の発現が阻害される機能的スク
リーニング用ベクターを構築し、それらを細胞内に導入し、ES細胞ライブラリーを作製した。これらの材料を基盤とし
て、現在機能的スクリーニングを行っている。

研究成果の概要（英文）：Primordial germ cells (PGCs) are origin of all germ cell lineage including sperm 
and egg. During embryogenesis PGCs are specified at an early developmental stage. This study aims to 
identify genes involved in PGC specification by using haploid embryonic stem cell lines, which are 
convenient for forward genetics to identify functional genes. Thus far, we have constructed a plasmid 
vector that interfere endogenous gene expression at the integrated genomic locus. By transfection of the 
plasmid vector to haploid ES cells, we have made a pool of ES cell lines in which multiple copies of the 
vectors are inserted in the genome. Based on the established materials, we are going to screen functional 
genes involved in PGC specification.

研究分野： 発生生物学

キーワード： 始原生殖細胞
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１．研究開始当初の背景 
始原生殖細胞(PGCs)はすべての卵子や精子
の源であり、発生の初期に体細胞系列から
分岐する。マウスの場合、胚齢 6 日目前後
の胚においてエピブラストから BMP4 によ
り PGCs が分化誘導される。分化誘導過程
の PGCs は Blimp1 や Prdm14 などの特異的
な遺伝子のはたらきにより生殖細胞系列と
しての決定を受ける。PGCs の発生に必須
な遺伝子群は、これまで逆遺伝学的な手法
により部分的に明らかにされてきたが、そ
の全貌解明には至っていない。これは初期
の PGCs の数がごく少量(50 個/胚)であるこ
とや、解析方法がノックアウトマウスに依
存していることから、遺伝子機能の解析に
多大な時間と労力を要するためである。こ
れらの技術的な障壁を取り除くために、本
研究代表者は ES 細胞や iPS 細胞などの多
能性幹細胞から PGCs を体外培養系で分化
誘導する方法を開発した。この培養条件下
における ES/iPS 細胞から PGCs への分化過
程は胚の分化過程をよく踏襲しており、得
られた PGCs は卵子や精子になる能力を有
していた。これらの研究の一方で、近年発
生工学的手法により一倍体の ES 細胞が樹
立された。一倍体細胞は理論上すべての遺
伝子がゲノム中に１コピーずつ存在してお
り、順遺伝学的解析に適した細胞と思われ
た。これらの背景により、体外培養におけ
るPGCsの分化誘導培養と一倍体ES細胞を
用いた順遺伝学的解析を組み合わせること
により、PGCs の運命決定に重要な遺伝子
を同定することが可能になるのではないか
と考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、上述するような新しい技
術を組み合わせることにより、PGCs の細
胞運命の決定に機能的な遺伝子を同定する
ことである。また、同定された個々の遺伝
子の機能解析を通して PGCs の分化機構に
ついて明らかにする。体外培養系によって
十分に得られる材料を用いて、PGCs の運
命決定を制御する遺伝子ネットワークを解
明する。 
 
３．研究の方法 
まずは PGCs への分化をモニターできるレ
ポ ー タ ー 遺 伝 子 Blimp1-mVenus と
Stella-ECFP をもつトランスジェニックマ
ウスから一倍体の ES 細胞を樹立する。得
られた一倍体 ES 細胞クローンについて
CGH(Comparative genomic hybridization) 解
析を行い、遺伝子の重複や欠落がなるべく
少ないものを選択する。選択された一倍体
ES 細胞クローンから PGCLCs を分化誘導
し、その効率が良いクローンを選択する。 
それと同時に一倍体 ES 細胞クローンに導
入するトラップベクターを構築する。トラ
ップベクターは一倍体 ES 細胞のゲノム

DNA への挿入が容易になる DNA トランス
ポゾン由来の PiggyBac 配列を２カ所もち、
その間にスプライスアクセプターとストッ
プ配列を配置し、さらに選択マーカーとし
て独立したプロモーターをもつハイグロマ
イシン耐性遺伝子を配置する。このトラッ
プベクターを大量に調整し、一倍体の ES
細胞へ導入する。この方法により、30-100
コピー程度のトラップベクターがゲノム
DNA に挿入されると予想される。 
 遺伝子の導入された一倍体 ES 細胞を、
培養液中にハイグロマイシンを加えること
により選択する。選択された ES 細胞のコ
ロニーをそれぞれ単離して培養する。それ
ぞれのトラップクローンを培養して増殖さ
せた後に凍結保存する。 
 凍結保存されたトラップクローンについ
て順次融解し、それぞれのクローンから
PGCs を誘導する。レポーター遺伝子の発
現を基準に、Blimp1-mVenus と Stella-ECFP
が双方とも陰性もしくは、Blimp1-mVenus
陽性 Stella-ECFP 陰性のトラップクローン
を選別する。PGCs が誘導されない ES 細胞
クローンについて、トラップベクターの挿
入部位を同定し遺伝子を同定し、その機能
を解析する。 
 
４．研究成果 
本研究ではまず PGCs への分化がモニターで
きる Blimp1-Venus, Stella-ECFP（BVSC）レ
ポーターマウスから一倍体 ES 細胞を樹立す
ることから始めた。しかしながら先行論文に
従い実験を行っても、安定的な BVSC 一倍体
ES 細胞の樹立は困難であった。恐らくこれに
はトランスジェニックマウスの遺伝的背景
に起因している可能性もある。実質的に研究
の遂行が困難であったために、次善策として
レポーターを持たないが、既に樹立されてい
る安定的一倍体 ES 細胞を用いて遺伝子スク
リーニングを行うこととした。PGCs への分化
はこれまでの研究代表者の条件検討により
Itgb3 と SSEA1（双方陽性が PGCs）を用いる
ことにした。次にとトラップベクターを作製
し、それらを一倍体 ES 細胞に導入した。ハ
イグロマイシン選択により、トラップベクタ
ーをもつ ES 細胞ライブラリーを作製した。
現在それぞれのクローンについて PGCs への
分化試験を行い、分化異常を示すクローンを
探索している。 
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