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緒　言

　多細胞生物を構成する細胞は、生殖細胞と体細胞の２つに大きく大別することができ、生殖細胞のみが次世代を再生
産することができる‘分化全能性’と呼ばれる特殊な能力を保持している。興味深いことに、卵･精子の起源である始
原生殖細胞は、生体内では卵もしくは精子のみに分化する単分化能を持った細胞であるが、体外に取り出し特定の培養
条件で培養することで多能性幹細胞である ES 細胞と同様の性質を持った EG 細胞へ脱分化することができる（潜在的
多能性）１）。また始原生殖細胞による多能性の潜在化が破綻すると胚細胞腫とよばれる癌が発症することも知られてい
る。したがって、始原生殖細胞による多能性獲得とその潜在化機構を解明することは、基礎生物学分野のみならず再生
医学及び生殖医学分野においても極めて重要な命題である。本研究では、生殖系列の成立に重要な転写制御因子
PRDM14 の機能解析を通して、始原生殖細胞による多能性獲得を制御する遺伝子カスケードとエピゲノム制御機構の
解明を行った。

方法および結果

　マウス ES 細胞はサイトカインである Leukemia inhibitory factor（LIF）を添加することで未分化性を保った状態で
増殖することが可能である（自己複製活性）。我々は以前、ES 細胞へ PRDM14 を誘導的に発現させることで、多能性
関連遺伝子領域においてメチルシトシンの酸化及び塩基除去修復経路を介した能動的脱メチル化反応が誘導されるこ
とを報告していた２）。そこで、まず PRDM14 の高発現が ES 細胞の LIF 非依存的な自己複製活性を誘導できるか否か
の検証を行った３）。具体的には、野生型 ES 細胞及び PRDM14 高発現 ES 細胞を LIF 非添加の培養条件へ移行後、ES
細胞の未分化性の指標となるアルカリフォスファターゼ染色を行った。その結果、野生型 ES 細胞がアルカリフォスフ
ァターゼ活性を消失し分化したのに対して、PRDM14 高発現 ES 細胞はアルカリフォスファターゼ活性を維持してい
た（図 1A）。次に LIF 除去後における経時的な遺伝子発現変化を qRT-PCR を用いて解析し、野生型 ES 細胞及び
PRDM14 高発現 ES 細胞での比較を行った。その結果、野生型 ES 細胞では分化マーカーの発現上昇及び多能性関連遺
伝子の発現減少が観察されたのに対して、PRDM14 高発現 ES 細胞では分化マーカーの発現上昇は観察されず、また
多能性関連遺伝子の発現も維持されていた（図 1B）。そこで、LIF 非存在下で長期間培養した PRDM14 高発現 ES 細
胞をヌードマウスの皮下へ移植し多分化能を検証したところ、３胚葉への分化が観察された（図 1C）。これらの結果よ
り、PRDM14 を ES 細胞へ高発現することで LIF のシグナル非依存的に多能性制御に関わる転写因子ネットワークが
安定することが明らかとなった。
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図 1． PRDM14 による LIF 非依存的な ES 細胞の未分化性維持
（A）LIF 除去前及び除去後の野生型 ES 細胞及び PRDM14 高発現 ES 細胞のアルカリフォスファターゼ染色。
Scale bar: 50μm. PRDM14 を高発現することで LIF 非存在下においても ES 細胞の未分化性が維持されてい
る。（B）LIF 除去後における多能性関連遺伝子及び分化マーカーの発現変化（qRT-PCR 法）。Error Bar: SD.

（C）PRDM14 高発現 ES 細胞を LIF 非添加培地で長期間培養し、ヌードマウスの皮下に移植後 HE 染色及び免
疫蛍光染色を行った。 Scale bar: 1 mm.

　次に PRDM14 による ES 細胞の未分化性維持における能動的脱メチル化反応の役割を解明するために、PRDM14 高
発現 ES 細胞においてメチルシトシンの酸化酵素である TET1/TET2 のノックダウンを行い、LIF 非依存的な自己複
製活性の検証を行った。その結果、PRDM14 による分化マーカーの発現抑制は維持されていたが、多能性関連遺伝子
の発現維持が破綻し、アルカリフォスファターゼ活性が消失した（図 2A-C）。また、この条件における多能性関連遺伝
子領域の DNA のメチル化状態を、野生型 ES 細胞と Tet1/Tet2 ノックダウン ES 細胞で比較した。野生型 ES 細胞に
PRDM14 を発現させ LIF を除去して培養したところ、多能性関連遺伝子領域のメチル化レベルの上昇は起こらなかっ
たが、Tet1/Tet2 ノックダウン ES 細胞の場合メチル化レベルが上昇することが明らかとなった（図 2D）。メチルシト
シンは、TET タンパク質によってカルボキシルシトシンまで酸化された後に、塩基除去修復によって未修飾のシトシ
ンに置き換わることで脱メチル化されることが報告されている４）。そこで、塩基除去修復経路に関わる分子である
APE1（エンドヌクレアーゼ）及び PARP（ポリ ADP リボシル基転移酵素）に対する阻害を投与し同様の実験を行っ
た結果、Tet1/Tet2 ノックダウン ES 細胞とほぼ同様の表現型が観察された（図 2E）。
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図 2． PRDM14 による LIF 非依存的な ES 細胞の未分化性維持における TET 及び塩基除去修復経路の役割
（A）野生型 ES 及び Tet1/Tet2 ノックダウン ES 細胞に PRDM14 を発現させ、LIF 除去前及び除去後のアルカ
リフォスファターゼ染色。Scale bar: 50μm. PRDM14 による ES 細胞の未分化性維持活性が Tet1/Tet2 のノッ
クダウンで抑制されている。（B, C）野生型 ES 細胞及び Tet1/Tet2 ノックダウン ES 細胞に PRDM14 を発現さ
せ、LIF 除去後における多能性関連遺伝子及び分化マーカーの発現変化（qRT-PCR 法）。Error Bar: SD.（D）

（B, C）の条件における多能性関連遺伝子 Nanog、Tcl1 領域のメチル化解析（GlucMS-qPCR 法）。Error Bar: SD.
（E）PRDM14 誘導後（+ドキシサイクリン（Dox））塩基除去修復阻害剤（3-AB 及び CRT）を添加し、LIF 除
去 6 日間後のアルカリフォスファターゼ染色。Scale bar: 50μm.

　これらの結果から、PRDM14 は TET－塩基除去修復経路を介した能動的脱メチル化反応を促進することで、LIF を
除去することにより付加される多能性関連遺伝子領域のメチル化を脱メチル化し、ES 細胞の未分化性を維持している
と考えられる。
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考　察

　マウス始原生殖細胞は、多能性関連遺伝子（Nanog、Sox2 及び Klf2）の発現が消失したエピブラストに PRDM14 が
発現することで形成される。ES 細胞では外的シグナルである LIF の働きによって多能性を制御する転写因子ネット
ワークが安定化されているが、始原生殖細胞では LIF シグナル非依存的にこのネットワークが維持されていることが
報告されている５）。本研究成果から始原生殖細胞では PRDM14 が LIF 非依存的、すなわち内在的な多能性関連遺伝子
の発現維持に寄与している可能性を示唆している。一方、マウスと異なりヒト ES 細胞及び始原生殖細胞の前駆細胞で
あるエピブラストにおいて PRDM14 の発現は高く保たれており、興味深いことにマウスで観察されるような始原生殖
細胞特異的な発現上昇は起こらない。このことは、PRDM14 の機能が生殖細胞の形質を獲得するために働いていると
いうよりも、むしろ多能性の獲得及び維持の方に大きく寄与している可能性を示唆しており、今回の我々の研究成果を
裏付けている。また、始原生殖細胞の分化不全で発症する胚細胞腫において、PRDM14 の一塩基多型が観察されるこ
とも報告されている。したがって、始原生殖細胞が生殖細胞として正常に分化するためには、PRDM14 の発現減少に
伴う多能性関連遺伝子の発現抑制が必要な可能性も考えられる。今後、生理条件下における PRDM14 の発現制御機構
及びその破綻機構を解明し、胚細胞腫の発症との関係を詳細に解析する必要がある。
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