
九州大学学術情報リポジトリ
Kyushu University Institutional Repository

哺乳類の始原生殖細胞研究の最前線

林, 克彦
九州大学大学院医学研究院ヒトゲノム幹細胞医学分野

https://doi.org/10.15017/1477815

出版情報：福岡醫學雜誌. 105 (10), pp.196-203, 2014-10-25. 福岡医学会
バージョン：
権利関係：



福岡医誌 105(10)：196―203，2014

哺乳類の始原生殖細胞研究の最前線

九州大学大学院医学研究院 ヒトゲノム幹細胞医学分野

林 克 彦

はじめに

生殖細胞は次世代の個体を作る唯一の細胞系列であり，様々な特異的な分化過程を経たのちに卵子や精

子となる．体細胞系列では発生・分化の進行にともない細胞の分化可塑性が減少するが，生殖細胞系列で

は最終分化産物である卵子と精子が受精することにより，胎盤を含んだ全ての細胞系列に分化できる（全

能性をもつ）受精卵となる．生殖細胞系列の分化過程の異常は配偶子欠失など不妊症の原因となるほか，

次世代の個体の発生・発育障害の原因ともなる．このように生物学的・医学的に重要な意味をもつ生殖細

胞はどのようにして発生してくるのであろうか？本稿では近年の分子生物学的解析により徐々に明らかに

なりつつある生殖細胞系列の分化の実態，特にすべての生殖細胞系列の源である始原生殖細胞の分化メカ

ニズムについて紹介する．また我々が開発した生殖細胞系列の発生過程を体外培養で再構築する分化誘導

系についても紹介する．

1．生殖細胞系列サイクルのはじまり

卵子や精子を最終分化産物と考えるとこれらの生殖細胞系列のはじまりは始原生殖細胞（Primordial

Germ Cells:PGCs）にまでさかのぼる（図 1)1)2)．PGCsの分化は胚発生の早い時期に起こり，マウスでは

胚齢 6 日目前後，ヒトでは 2週目であると考えられている．この時期の胚は卵割を経て形成された胚盤胞

が子宮に着床してから間もない原腸陷入期前後の発生段階にあたる．原腸陷入時の胚において多能性細胞

集団エピブラストは周囲の組織からのシグナルにより様々な細胞系列に分化するが，PGCsも同時期にエ

ピブラストから誘導される（詳細は後述）．分化当初は胚の後局に位置している PGCsは発生の進行に伴

い，将来の卵巣もしくは精巣となる生殖巣に遊走する．分化初期の PGCsは機能的な雌雄差を認めないが，

生殖巣において周囲の体細胞から性特異的なシグナルを受けることにより，雌雄それぞれの分化過程には

いる．すなわち雌では直ちに減数分裂の前期に入り卵母細胞としての分化を始め，雄では増殖を繰り返し

た後に GI 期で細胞分裂を停止し，出生後に精子幹細胞となる．その後，成体においておもに性ホルモン

の制御下で雌雄に応じて著しく形状と機能の異なる配偶子を形成する（図 1）．

2．PGCsの初期分化における遺伝子発現制御とエピゲノム再編成

遺伝的な解析から，マウスでは PGCsを誘導するシグナルは隣接する胚体外外胚葉から分泌される

BMP4であり，そのシグナルは Smad1 や Smad5 によりエピブラストの細胞内に伝達される（図 2）．興味

深いことに細胞標識の実験から PGCsになるエピブラストの予定胚領域は最も近位（つまり胚体外外胚葉

に近い領域）であることが明らかになっている3)．この領域は BMP4のシグナルが最も強い領域であり，

BMP4の量的なシグナルが PGCsの細胞運命を決定していることを示唆している．実際に BMP4ヘテロ

欠損胚（BMP4 +/-）では分化初期の PGCsの数が半減し，BMP4ホモ欠損胚（BMP4-/-）では PGCsの分

化は認められない4)．Smad1 や Smad5 はこの BMP4のシグナルを伝達する分子であるが，Smad1ホモ欠

損胚（Smad1-/-)5)，Smad5ホモ欠損胚（Smad5-/-)6)に加えて Smad1/5ダブルへテロ欠損体胚（Smad1

+/-，Smad5 +/-）の胚でも PGCsの顕著な分化障害が認められる7)．このことは BMP4シグナルの量依

林 克 彦196

Katsuhiko HAYASHI

Division of Developmental Stem Cell Biology, Department of Stem Cell Biology of Medicine, Faculty of Medical Sciences, Kyushu University
Current Advances in Mammalian Germ Cell Research



存的な PGC分化はリガンド，シグナル分子双方によって制御されていることを示しており，この点におい

て Smad1 と Smad5 の機能的差異は少ないものと考えられる．Smad1 や Smad5 の標的遺伝子の同定は

PGCsの運命決定の分子メカニズムを知る上で重要であるが，これまでのところ不明な点が多い．その大

きな要因としてはエピブラストや分化初期の PGCs には数量的な制限があり，解析の方法が限られている

ことにある．我々はこの実験的制約を解消するために，体外培養において PGCs の初期分化過程を再現す

る方法を開発した（後述）．

BMP4により分化が誘導された PGCsは生殖細胞系列特異的な遺伝子発現プログラムを実行する（図 2）．

そのプログラムは大きく 2 つに分けられ，ひとつは Hox 遺伝子群などの体細胞遺伝子発現プログラムの

停止，もうひとつは多能性細胞プログラムの再起動である．前者のプログラムにおいて中心的な働きをす

る転写因子は，活性化 B細胞を形質細胞に転換させる機能で有名な Blimp1(Prdm1)である．Blimp1 は

PGCsで最も早期に発現する遺伝子のひとつである．マウスの Blimp1ホモ欠損胚（Blimp1-/-）では

PGCsの分化が極めて初期過程において阻害されており8)，Blimp1 を欠損した PGCsでは体細胞遺伝子の

脱抑制が認められる9)．つまり Blimp1 は PGCsにおいては体細胞遺伝子発現プログラムを抑制すること

により PGCsの正常な分化を助けていると考えられる．Blimp1 は PGCsや形質細胞の分化のほか，皮膚

や小腸の幹細胞の運命決定にも重要であることが知られており10)~13)，それぞれの細胞系列において同じ

遺伝子が細胞運命を決定していることは興味深い．

分化初期の PGCsでは胚齢 7日目までにエピブラストで一旦発現が抑制される多能性細胞特異的遺伝子

Nanogや Prdm14が再発現する9)．原腸陷入以降にこれらの多能性細胞特異的な遺伝子の発現を認めるも

のは全ての細胞系列の中で PGCsのみである．これらの遺伝子の PGCsにおける機能については遺伝子欠

損動物を用いた解析から徐々に明らかにされつつある14)15)．いずれの遺伝子欠損胚においても PGCsの

発生は阻害されるが，その原因についてはまだ不明な点が多い．しかし様々な先行研究から Nanogや

Prdm14の PGCsの分化における役割のひとつは後述するようなエピゲノムリプログラミングの制御にあ

ると考えられる16)17)．

エピゲノムは DNAやヒストンなどの化学的修飾により規定されるゲノム情報の総称であり，DNA配

列を変化させることなくゲノムの機能に差異をつくる本質である．クローン動物の作出でわかるとおり体

細胞の核が全能性を獲得するのは，まさしくエピゲノムの再編によるものである．発生の分化過程におい

て PGCsは内因性のリプログラミング因子を駆使してエピゲノムの再編を行っており，実際に PGCsのゲ

ノム DNAやヒストンの化学的修飾には著しい変化が認められる（図 2）．例えばエピブラストのゲノム

DNAにおいて 70％以上の CpG 配列がメチル化されているのに対し，PGCs ではその割合が徐々に減り，

胚齢 13日目では 10％前後まで低下する18)．また遺伝子発現やゲノムの安定性に関係するヒストンメチル

化のうち，ヒストン H3の 9番目のリジンのジメチル化（H3K9me2）がゲノムの広範囲で減少するととも

に，ヒストン H3の 27番目のリジンのトリメチル化（H3K27me3）が亢進する19)．しかしながら PGCsに

見られるエピゲノムの再編が受精卵での全能性の獲得に具体的にどのように寄与しているのかについては，

不明な点が多い．興味深いことに前述した Prdm14を欠損する PGCsでは H3K9me2 のメチル化の減少が

認められない．また Prdm14は DNAメチル化を付加する酵素である Dnmt3aや Dnmt3bの発現を抑える

ことから，DNAのメチル化レベルの低下に貢献しているものと考えられる．また Nanogを欠損させた

PGCsは胚齢 11 日から 12 日にかけて消失する14)．これに加えて Nanogは ICMや iPS 細胞におこるエピ

ゲノムの再編に関与していることが示唆されており16)，PGCsにおいても同様の機能があると考えられる．

エピゲノムの再編現象の詳細な解析やその制御メカニズムの解明は受精卵の全能性を理解する上で重要で

あると考えられているが，上述した PGCsの運命を決定するシグナルに関する研究と同様に，数量的な制

限により得られる知見が限られている．

3．PGCsの分化過程を体外で再現する試み

実験的に利用できる胚内の PGCsの数量的な制約を克服するために，ES 細胞などの多能性幹細胞から
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全能性をもつ受精卵から卵割を経て形成された胚盤胞は将来胎仔になる多能性細胞を含む内部細胞塊（ICM）をもつ．

ICM内の多能性細胞は着床後にエピブラストとなり周囲の組織からのシグナルに応じて原腸陷入を引き起こす．始原生殖
細胞（PGCs）は胚体外外胚葉からのシグナルに応じて分化する．PGCsはその後，将来の卵巣もしくは精巣である生殖巣に
移動したのちに，性に応じて卵子または精子に分化する．



PGCsを分化誘導する体外培養系を構築する必要があった．これまでにも多能性幹細胞から PGCsを分化

誘導する試みは報告されているが20)~24)，これらは主に ES 細胞の未分化性を維持する LIF などを培養液

中から除くことにより様々な細胞に分化した中から PGC様の細胞を単離する方法であった．これらの方

法はいずれも効率が低く，さらには得られた PGCsに由来する健常な新生仔の産生には至っていない．体

外培養での分化過程における遺伝子発現やエピゲノム再編の正確性は，得られる PGCsの機能性に反映す

ると考えられる．このため健常な産仔が得られるか否かについては体外で分化誘導した PGCsを評価する

上で重要な指標である．我々は胚内の PGCsの分化過程をできるだけ正確に再現するために PGC特異的

遺伝子 Blimp1 および Stellaの発現制御領域の下流に蛍光タンパク質 Venusおよび ECFP をコードする

遺伝子をそれぞれ組み込んだレポーター遺伝子（Blimp1-mVenusと Stella-ECFP：BVSC）をもつマウス

から樹立したES細胞を用いて分化培養系を構築した．

マウスの ES 細胞は胚齢 3.5 日目の胚盤胞由来であるため，胚齢 6 日目前後の PGCsの細胞運命の決定

までには約 3日を要するはずである．その間にまずエピブラストに分化させた後に BMP4の刺激により

PGCs に分化させる培養系を構築しなければならない．我々はこれまでの多能性細胞に関する研究か

ら25)26)，ES細胞をエピブラストに近い状態の細胞に分化させるためには ActivinとFGFのシグナルが重

要であることを想定していた．そこで BVSC-ES 細胞を Activin Aと bFGFを含む培地で培養した．種々

の条件検討の結果，培養開始後 2 日目に胚内のエピブラストと非常によく似た遺伝子発現パターンをもつ

エピブラスト様細胞（Epiblast-like cells: EpiLCs）を分化誘導する培養方法を確立した．この EpiLCsは

BMP4 依存的に 2 日以内に Blimp1-mVenus を，4 日以内に Stella-ECFP を発現し，PGC 様細胞

（PGC-like cells: PGCLCs）へ分化することが明らかになった（図 3)27)．PGCLCsは胚内の PGCsと良く似

た遺伝子発現パターンをもち，さらには免疫染色によるエピゲノムの観察の結果，胚内の PGCsと同じよ

うに DNAのメチル化の減少，H3K9me2 の減少と H3K27me3の亢進が認められた．これらのことから，

ES 細胞-EpiLCs-PGCLCsの細胞系譜は，胚内における ICM-エピブラスト-PGCsの分化過程を正確に再

現しているものと考えられた（図 3）．

4．PGCLCsの配偶子への分化能

上述したように体外で分化誘導した PGCLCsを評価するためには，機能的な配偶子への分化能を検討

する必要がある．胚の PGCsは精巣の精細管に移植すると個体発生能をもつ精子に分化する報告に基づ

き28)，我々は雄の ES細胞から分化誘導した PGCLCs（誘導培養 6 日目）を自身の精子形成細胞をもたな

い c-kit 変異（W/Wv）マウスの精細管内に移植することにより，機能的な精子への分化能を評価した（図

4）．その結果，移植後 10週目の精細管に PGCLC由来の精子の形成を認めた27)．それらの精子は顕微授

精により卵子細胞質内に導入すると受精反応を示し，得られた受精卵は健常な新生仔に発生した．これら

の個体は通常のマウスと同じように成長し，雌雄ともに野生型のマウスとの交配により妊孕性が確認され

た．以上のことから雄の PGCLCsは機能的な精子にまで分化できることが証明された．

次に雌のES細胞から分化誘導した PGCLCsの卵子への分化能を評価した．雄とは異なり生殖細胞の卵

巣への移植はそれほど確立された実験系はない．我々は先行研究29)30)を参考に PGCLCsを単独ではなく，

卵子形成を補助する胚齢 12 日目の雌の生殖巣（将来の卵巣）の体細胞と共に免疫不全マウスの卵巣囊内に

移植した（図 4）．その結果，移植後約 1ヶ月目の卵巣には多数の PGCLC由来の卵母細胞が確認された．

これらの卵母細胞は体外成熟培養により受精可能な卵子にまで分化し，野生型の雄の精子と体外受精させ

た受精卵は健常な新生仔に発生した31)．このことから雌の ES 細胞から分化誘導した PGCLCsは機能的

な卵子に分化する能力をもつことが証明された．

5．iPS細胞からの PGCLCsの分化誘導と配偶子形成

上述した分化誘導系はレポーター遺伝子の発現を指標に PGCLCsを単離するが，レポーター遺伝子を

もっていないES細胞や iPS 細胞には適用できない．我々は PGCLCsの細胞表面に特異的に発現する内因
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図 3 体外培養によるES細胞からの PGCsの分化誘導系
（A）（上段）ES細胞を ActivinAと bFGFの存在化で培養するとエピブラスト様細胞（EPiLCs）に，BMP4等と培養する
と PGC様細胞（PGCLCs）に分化する．（中段）それぞれの細胞の形態を示す．PGCLCsは Blimp1-mVenus（BV）の発現を
蛍光顕微鏡下で観察したもの．（下段）PGCLCs への分化を示すFACS解析．レポーター遺伝子 BVと SCは PGCLCsに分
化した細胞に発現する．（B）ES細胞から PGCLCsまでの分化過程の遺伝子発現の変化を胚の PGCsの分化過程のものと比
較した主成分分析．エピブラストから PGCLCsの分化は胚のエピブラストから PGCs への分化をよく踏襲している．

再構成卵巣

卵巣被膜下への移植 未成熟卵

雌の胎仔
（胚齢12日目)

成熟卵子

 （MII 卵）

雌生殖巣
の体細胞

新生仔

精巣への移植

新生仔
顕微授精

精子

8-10 週

4 週

（GV 卵）

体外受精

PGCLC

PGCLC 雌

雄

図 4 PGCLCsの移植による配偶子への分化
雄の PGCLCsを精巣に移植することにより精子が得られる．またその精子は卵子へ注入することにより個体発生能をも

つ受精卵を構成した．雌の PGCLCsは胚齢 12 日目の雌の生殖巣の体細胞と共に免疫不全マウスの卵巣囊内に移植すると，
移植された体内においてGV卵まで分化し，その後体外培養により受精可能な成熟卵子まで分化する．これらの卵子も野生
型の精子と受精させることにより個体発生能をもつ受精卵となる．



性のタンパク質の同定と抗体による標識を試みた．先行研究により報告されている PGCsの細胞表面に発

現するタンパク質に対する抗体を PGCLCsと反応させたところ，β3 インテグリン（Itgb3）とステージ特

異的胚抗原 1（SSEA1）を両方発現する細胞分画にほぼすべての PGCLCsが濃縮されていることをFACS

解析により明らかにした．遺伝子発現解析の結果，レポーター遺伝子をもつ BVSC-ES 細胞から単離され

た Blimp1-mVenus陽性の PGCLCsとレポーター遺伝子を持たない ES 細胞から単離された Itgb3陽性／

SSEA1陽性細胞はほぼ同等の遺伝子発現パターンをもつことが明らかとなった．

この知見をもとに胎仔（雄）の繊維芽細胞由来の iPS 細胞（20D-17）から PGCLCsを誘導したのちに，

Itgb3陽性／ SSEA1陽性細胞の分画を単離し，W/Wv マウスの精巣の精細管内に移植した．その結果，

iPS 細胞から分化誘導した PGCLC由来の精子の形成が認められ，得られた精子を顕微授精により卵子に

導入したところ，受精卵が得られた．これらの受精卵は仮親の卵管への移植により新生仔にまで発生し

た27)．これらのことは Itgb3，SSEA1 は機能的な PGCLCsを単離するための十分な細胞表面抗原となる

こと，および本分化誘導系は iPS 細胞にも適用が可能であることを示している．

6．PGCLCsの分化誘導培養系を用いた生殖細胞研究の新展開

⑴ 生殖細胞系列が分岐する分子メカニズムに迫る

PGCLCsの分化誘導系の確立により，胚あたり数百個しかないエピブラストや 50個程度しかない分化

初期の PGCsと同等の細胞を 106個程度調整することが可能となった．このことは遺伝学的な解析に依存

してきた現状を打破して，技術的には生化学的な手法などにより PGCsの分化メカニズムを解明すること

を可能にした．また培養の開始点が ES/iPS 細胞であるために，遺伝子改変が容易であり，遺伝子欠損に

よる解析を迅速に行えることや誘導的強制発現系による遺伝子機能の解明も飛躍的に進むことが期待され

る．冒頭で述べたシグナル分子 Smad1 や Smad5，転写因子 Blimp1 や Prdm14の標的遺伝子については

今後ChIP解析などで明らかとなってくるであろう．実際に我々は Smad1 を標的として ChIP解析を行っ

た結果，Smad1 は Blimp1 や Prdm14の発現制御領域には直接結合しないことから，BMP4のシグナルは

これらの転写因子の発現には 2次的に関わっていることが示唆されている32)．一方，誘導的強制発現系を

用いた実験系により，Prdm14のみを EpiLCsに発現させると機能的な PGCLCsに分化することが明らか

となった33)．このことにより Prdm14は PGCLCsの分化に十分な役割を持つことが証明され，今後の研

究において Prdm14を中心とした機能解析により PGC分化の遺伝子ネットワークが明らかになると考え

られる．

⑵ 全能性を規定するエピゲノムの実態に迫る

上述したように PGCsは特徴的なエピゲノム修飾をもつが，その生物学的意義は明らかではない．さら

には特にヒストン修飾に関してはこれまでのところ免疫染色による観察が主な情報源であり，実際にヒス

トン修飾が PGCsのゲノムのどのような位置に付いているかは不明である．これには各ヒストン修飾に対

して特異的な抗体により ChIP を行う必要がある．分化誘導系により得られた十分な数の PGCLCsを使用

することにより詳細なエピゲノムマップが描かれれば，生殖細胞系列の全能性を理解するための貴重な

データとなると考えられる．

⑶ iPS細胞を用いた不妊症の病態解明

突然変異による配偶子欠損を呈する動物については，その系統を維持することが困難であり十分な解析

が行われない．PGCLCsの分化誘導系では iPS 細胞から機能的な生殖細胞系列を分化させることが可能な

ため，突然変異体から iPS 細胞を樹立することにより系統の遺伝情報の維持と生殖細胞系列での詳細な解

析が可能となる．このことは機能的に未知の遺伝子の同定につながると考えられ，将来的にヒトの不妊原

因の同定などにも大きく貢献すると考えられる．
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⑷ ヒト生殖細胞系列への応用

マウス ES/iPS 細胞から機能的な PGCLCsを分化誘導する方法はヒトへ応用できる可能性をもつ．ヒト

ES/iPS 細胞から生殖細胞系列を分化させることが可能となれば，ヒト生殖細胞の発生・分化のメカニズム

の解明にもつながり，配偶子の欠損に起因する不妊症の原因究明にも貢献する．無論，倫理的・法的な問

題や安全性の確認など，まだまだ慎重な議論をすることが前提だが，技術的な側面からヒトへの応用にお

ける問題を議論すると，マウスとヒトの ES/iPS 細胞では性質的相違があること，ヒト PGCsの分化様式

が未解明であること，体外で作製された生殖細胞系列の機能的評価が困難であること，などがあげられる．

マウスとヒトの ES/iPS 細胞では性質的相違については，最近になってヒト ES/iPS 細胞の性質がマウス

の ES/iPS 細胞のものに近くなる培養法が次々に報告されている34)~36)．ヒト PGCsの分化様式や機能的

評価などについてはサルなどの類縁の動物などを用いることにより徐々に様々なことが明らかにされるで

あろう．マウスでの研究が発端になって，このような応用研究が発展していくことを期待する．
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