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研究成果の概要（和文）：本研究では、これまでの我々のマウスES細胞での研究で明らかになった、生殖細胞特異的な
遺伝子の発現が多能性幹細胞で抑制される分子機構について、動物種を越えて保存されている可能性を検討することを
目的とした。そのために、マウスES細胞で生殖細胞特異的遺伝子の発現を抑制するMax, Brg1について、プラナリアお
よびニワトリ胚でノックダウン(KD)を行い、生殖細胞特異的遺伝子の発現変化を調べた。その結果、どちらの場合も、
Max-KDによって一部の生殖細胞特異的遺伝子のみの発現が上昇し、マウスES細胞とはMax, Brg1の役割が、やや異なる
と考えられた。

研究成果の概要（英文）：We previously found that knock-down of transcription factors, Max and Brg1 in 
mouse embryonic stem cells (ESCs) by RNA interference (RNAi) resulted in global induction of germ 
cell-specific genes. In this study, we attempted to examine whether Max and Brg1 also play a similar role 
on pluripotential stem cells in diverse organisms such as chick and planaria. We found that Max- or 
Brg1-knockdown (KD) in mature planaria containing pluripotential neoblast cells resulted in up-regulation 
of some germ cell-specific genes. We also found increased expression of some germ cell-specific genes by 
Max-KD in pluripotential blastoderm cells derived from early chick embryos. The results indicate that Max 
and Brg1 are involved in repression of germ cell-specific genes in planaria and chick, but they repress 
only a part of germ cell-specific genes. Therefore functions of Max and Brg1 may be somewhat different 
among mouse ESCs, planaria and chick pluripotential stem cells.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
胚に存在する未分化な生殖細胞である始原
生殖細胞（PGC）は、ES 細胞などの多能性幹
細胞の維持に必須な Oct3/4 や Nanog 等の遺
伝子を発現しており、これらの細胞は類似し
た性質を持つと考えられる。しかし多能性幹
細胞は様々な種類の細胞に直接分化を開始
できるのに対して、PGC は配偶子にのみ分化
する単能性の細胞であり、両者の分化能には
明らかな違いがある。また多能性幹細胞が
PGC へ自発的に変化することはない。マウス
胚発生過程では、着床前の胚盤胞に存在して
いる多能性幹細胞からなる内部細胞塊は着
床後、エピブラストへと分化した後、エピブ
ラスト細胞の一部がBMPシグナルの作用を受
けて PGC の形成が起こる。また培養した ES
細胞でも、エピブラストに類似した細胞への
誘導を介してPGC形成を再現できることが報
告されている（Hayashi, K. et al. Cell 146, 
519-532, 2011）。これらのことから内部細胞
塊や ES 細胞には、PGC へ直接変化することを
阻害する機構が備わっている可能性が考え
られる。 
 本研究課題応募者等はこれまでに RNAi ス
クリーニングにより、ES 細胞が PGC へ変化す
ることを阻害している転写制御因子として
Max, Mga, L3mbtl2, Brg1, Atf7ip を同定し
た(Maeda, I. et al., Nature Communications 
4, 1754, 2013 )。このうち Max について詳
しい解析を行い、ES 細胞において Max をノッ
クダウンすると生殖細胞特異的遺伝子がゲ
ノムワイドに発現誘導されること、また Max
とヒストンメチル化酵素 G9 および GLP から
なる複合体が、生殖細胞特異的遺伝子のプロ
モーター領域に結合し、ヒストン H3K9 をメ
チル化することによりそれら遺伝子の ES 細
胞での発現を抑制していることを明らかに
した。 
 
２．研究の目的 
 以上のような背景を踏まえて本研究では、
多能性幹細胞が生殖細胞へ分化することを
抑制している同様なメカニズムが動物種を
越えて働いている可能性について、無脊椎動
物のプラナリア、およびニワトリ胚を用いて
調べることを目的とする。すなわちマウス ES
細胞で生殖細胞遺伝子の発現を抑制する Max, 
Brg1 について、プラナリアとニワトリのホモ
ログ遺伝子を同定・クローニングし、それら
がマウス ES 細胞においてと同様に、プラナ
リアの成体内に存在する多能性幹細胞のネ
オブラストや、ニワトリ初期胚の多能性幹細
胞でも、生殖細胞遺伝子の発現抑制に働いて
いるかどうかを、RNAi により調べ、さらに生
殖細胞遺伝子の発現誘導が起こった細胞が、
生殖細胞として機能するかを明らかにする。
この本研究では、多能性幹細胞が PGC へ直接
変換しうるという新たな視点で、それを抑制
するメカニズムの一部が、動物種を越えて広
く保存されている可能性を検証しようとす

る点に特色がある。 
 
３．研究の方法 
 マウス ES 細胞で生殖細胞遺伝子の発現を
抑 制 し て い る Max, Mga, L3mbtl2 ，
Brg1,Atf7ip, GLP および G9a に関して、プラ
ナリアのネオブラストとニワトリ多能性幹
細胞での機能を調べるために、まずそれらの
ホモログ遺伝子の同定とクローニングを行
う。次にプラナリア個体およびニワトリの初
期胚多能性幹細胞で、RNAi によるノックダウ
ンを行い、それら遺伝子がプラナリアとニワ
トリの多能性細胞でも生殖細胞遺伝子の発
現抑制に機能しているかを明らかにする。ま
ずプラナリアの場合は、in vitroで合成した、
標的遺伝子に対応する二本鎖RNAを餌に混ぜ
て投与し、一定期間、飼育後、いくつかの生
殖細胞特異的遺伝子の発現を定量的 RT-PCR、
および in situ ハイブリダイゼーション法に
より調べる。またノックダウン後、身体を切
断し、一定期間、再生させた後に同様に遺伝
子の発現解析を行う。一方、ニワトリの場合
は、初期胚多能性幹細胞であるブラストダー
ム細胞を初代培養し、モルフォリノ、または
shRNA 発現ベクターを導入後、一定期間培養
後に、代表的な生殖細胞特異的遺伝子の発現
を定量的 RT-PCR、および免疫染色により調べ
る。 
 
４．研究成果 
プラナリアでは、ホモログが見つかった Max, 
Brg1 について、まずそれらの発現を調べたと
ころ、Max は全身的に、また Brg1 は神経組織
で強い発現が見られた。次に Max のノックダ
ウン(KD)を行った。週 1回の二本鎖 RNA 投与
で43日間、または3日おきに投与で14日間、
あるいは 7 日間、毎日投与後、体を切断し、
後部断片を 7日間、再生させた後に生殖細胞
特異的遺伝子の発現変化を調べた。その結果、
調べた6種類の生殖細胞特異的遺伝子のうち、
２種類の遺伝子の発現が、上記のいずれの条
件でも KD に依存して有意な発現上昇を示す
ことがわかった。また Brg1-KD では、同様な
実験により、同じ６種類の遺伝子の中で
Max-KD の場合とは異なる３種類の遺伝子の
発現が有意に上昇した。これらの結果から、
プラナリアではマウスES細胞とは異なりMax, 
Brg1 は一部の生殖細胞特異的遺伝子の発現
抑制に係わっていると考えられた。またニワ
トリでは、初期胚の多能性幹細胞であるブラ
ストダーム細胞を培養し、モルフォリノの導
入により Max-KD を試みたが、モルフォリノ
の導入効率が悪く、KD がうまくいかなかった。
そこでshRNA発現ベクターを導入することを
試み、その場合は Max-KD が効率良く起こる
ことを確認した。さらにこの条件で Max-KD
を行うと、調べた３種類の生殖細胞特異的遺
伝子の中で１つの遺伝子は有意に発現上昇、
２番目の遺伝子は上昇傾向、残りの１遺伝子
は減少傾向を示すことがわかり、ニワトリに



おいても Max-KD の効果がマウス ES細胞とは
異なると考えられた。一方、有意に発現上昇
した１遺伝子についてタンパクレベルでの
発現を免疫染色により調べたところ、発現細
胞数が有意に増加することが明らかになり、
Max-KD を行うと、多能性幹細胞から、より多
くの生殖細胞が形成される可能性が示唆さ
れた。これらの結果から、プラナリア、ニワ
トリのいずれの場合も、マウス ES 細胞とは
異なり、Max が生殖細胞特異的遺伝子を包括
的に抑制している訳ではないが、一部の遺伝
子の発現抑制には係わっていることがわか
った。今後、ノックダウンにより実際に生殖
細胞数の増加などが見られるのかを調べて
いく必要がある。 
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