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緒 言 

 
本研究課題は、「多能性幹細胞から始原生殖細胞が形成され、精子と卵へと分化する際、生殖細胞系列の代謝状態は

どのように変化し、それが生殖細胞の発生・分化にどのように影響するのか？」という問いに端を発する。 
生殖細胞系列は、受精を介して個体発生全能性を再獲得し、生命の世代継承に必須の役割を果たす特殊な細胞系列で

ある。マウスの生殖細胞系列は、胚発生の初期過程で多能性幹細胞の一種であるエピブラストから始原生殖細胞

（primordial germ cell：PGC）として生じた後、性分化を経て雄では精子へ、雌では卵へと分化を進行する。近年、

多能性幹細胞の自己再生や再プログラム化［1，2］、マクロファージやT細胞の免疫応答［3，4］、がん細胞の増殖［5］
など様々な局面で、代謝調節が細胞機能を上流で制御する事例が報告されている。一方で、生殖細胞は取得できる細胞

数が限られるため、体系的な代謝特性解析が進んでいなかった。このような状況で我々は、マウス始原生殖細胞のメタ

ボローム・プロテオーム統合解析を行い、生殖細胞の代謝特性と細胞分化・機能との関連性の解明を試みた。その結果、

多能性幹細胞から始原生殖細胞への変化に伴って、酸化的リン酸化の上昇、解糖系の低下といったエネルギー代謝変換

が逐次的に起こり、始原生殖細胞の発生・分化に一部代謝系の撹乱が影響を与えることを見出した［6，7］。しかし、

どのような代謝化合物や代謝経路がどのような仕組みを介して生殖細胞の発生・分化に寄与するか、は未だ明らかにさ

れていない。 
そこで本研究では、「生殖細胞の発生・分化においてどのような代謝系がどのような役割を果たすかを包括的に解明

すること」を目的とする。そのために、培地組成の変化、阻害剤の添加、あるいは代謝関連因子の遺伝子操作とともに

始原生殖細胞の分化誘導培養を行い、始原生殖細胞の発生・分化への代謝調節の影響を包括的に検証する。これらによ

り分化誘導に影響が見られた代謝系に着目し、生体内での始原生殖細胞形成における主要制御因子の遺伝子操作の影響

を解析する。さらに、着目する代謝系を変化した始原生殖細胞のトランスクリプトーム解析を通して、分化制御に関わ

る分子メカニズムの解明に取り組む。 
 

方 法 

 
始原生殖細胞の形成、分化の過程で代謝状態を制御する因子として転写因子やエピゲノム関連因子が挙げられる。特

にヒストンのアセチル化やメチル化といったエピゲノム制御は、その基質であるアセチル-CoAやS−アデノシルメチオ

ニンといった化合物自体が代謝産物であること、これらの制御が代謝酵素遺伝子を含む広範な遺伝子発現に影響を与え

ることから、代謝調節と密接な関係にあると考えられる。したがって、本研究では、代謝調節・エピゲノム制御と生殖

細胞分化の関連性に特に焦点を当てて研究を進めた。 
1． 始原生殖細胞の分化誘導培養における代謝・エピゲノム関連因子の寄与の検証 
培地中に含まれる成分の濃度を変更した培地を用いる、あるいは特定の代謝経路・エピゲノム経路の促進剤・阻害剤

を添加する、代謝・エピゲノム関連因子を遺伝子操作した場合の、始原生殖細胞分化への影響を観察した。この系では、

始原生殖細胞に特異的に発現する転写因子 Blimp1 に Venus を付与したトランスジーンを持つ ES 細胞を用い、エピ

ブラスト様細胞を介した PGC 様細胞の分化誘導を行い、分化傾向を Venus 蛍光強度により判定した。この系を用い

て、Venus蛍光が有意に増加、あるいは低下する環境条件・遺伝子操作条件を探索した。 
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2． 生体内での始原生殖細胞分化における代謝・エピゲノム調節の寄与の検証 
1の解析で分化傾向が変化する条件について、生体内での同様の変化が始原生殖細胞分化に与える影響を検証するた

めに、鍵となる遺伝子のノックアウト（KO）マウスを作出した。これらのマウスの始原生殖細胞の数や形態の変化を、

BLIMP1 などの始原生殖細胞マーカーの免疫染色により解析した。変化が観察された遺伝子については、どのような

仕組みにより始原生殖細胞の分化に影響を与えるかを、着目する条件で分化誘導したPGC様細胞のトランスクリプト

−ム解析（RNA-seq）により調べた。発現が変動した遺伝子の中で、観察された変化への関与が考えられる原因遺伝子

候補を in silico解析や文献調査で抽出した。 
3． 代謝・エピゲノム変化による始原生殖細胞分化制御の分子メカニズムの解析 

2で抽出した原因遺伝子を基に代謝・エピゲノム調節が始原生殖細胞の発生・分化に寄与する分子メカニズムの解明

に取り組んだ。原因遺伝子から考えられる作動仮説を提案し、ウエスタンブロットによるタンパク質解析、免疫沈降を

用いた因子間相互作用解析、免疫染色法を用いたタンパク質の量・局在状況の検証、クロマチン免疫沈降によるヒスト

ン化学修飾や因子の局在解析などを行った。 
 

結果および考察 

 

1．始原生殖細胞の分化誘導培養における代謝・エピゲノム関連因子の寄与の検証 
この研究の一環として行われたスクリーニングにより、始原生殖細胞の形成に関わるエピゲノム因子として、ヒスト

ン脱アセチル化酵素 HDAC3 とヒストンメチル化酵素 SETDB1 が特定された（図 1）。これらの遺伝子ノックダウン

は、培養下での多能性幹細胞からの始原生殖細胞形成を顕著に阻害した。また、解糖系を阻害する、グルコースを含ま

ない培地を使用するといった条件で始原生殖細胞の形成が阻害されることが分かっていたが、本研究でその下流の代謝

経路を調査したところ、ヘキソサミン経路を介したN-アセチルグルコサミン（GlcNAc）合成の阻害、およびタンパク

質のO-GlcNAc化修飾の阻害により同様の効果を得た。これらの結果から、ヒストンのアセチル化・メチル化制御およ

びヘキソサミン経路を介した GlcNAc 合成とタンパク質 O-GlcNAc 化修飾の制御が始原生殖細胞の形成において重要

な役割を果たすことが示唆された。 

 

 

図1．始原生殖細胞の形成を担う分子ネットワークとヒストン化学修飾因子 
WNT3 やBMP4 を介するシグナルが最上流として始原生殖細胞（PGC）の形成を担う。ヒストン

メチル化酵素SETDB1は、DPPA2、OTX2、UTF1などの遺伝子の発現抑制を介してBMP4シグ

ナル伝達を制御する。一方、HDAC3はBLIMP1と協調して体細胞遺伝子（Somatic genes）の抑

制を担い、間接的に始原生殖細胞関連遺伝子（PGC genes）の発現を制御する。Development, 145, 
pii: dev164160, 2018のFig.1より転載。 

 
 

2



上原記念生命科学財団研究報告集, 33（2019） 
 

2．生体内での始原生殖細胞分化における代謝・エピゲノム調節の寄与の検証 
Hdac3やSetdb1のノックアウトマウスの解析から、これらの因子を欠損するとマウス胎仔内で形成される始原生殖

細胞の数が顕著に低下することが見出された。また、タンパク質のO-GlcNAc化を触媒する酵素であるOGTの生殖細

胞特異的ノックアウトマウスを作製して始原生殖細胞形成へのO-GlcNAc化の影響の検証を進めた（進行中）。 
Hdac3やSetdb1をノックダウンした始原生殖細胞のトランスクリプトーム解析（RNA-seq）では、体細胞関連遺伝

子の発現上昇と生殖細胞関連遺伝子の発現低下が見られたことから、これらのエピゲノム関連因子が、遺伝子発現の制

御を介して生殖細胞への分化を促進していることが示唆された。また、グルコースを含まない培地で誘導した始原生殖

細胞のトランスクリプトーム解析から、Wntシグナル経路の遺伝子発現低下、多能性遺伝子発現の上昇を見出した。れ

らの遺伝子の発現変動はタンパク質の O-GlcNAc 化を抑制した場合も同様であり、タンパク質の O-GlcNAc 化制御が

特定の遺伝子群の発現制御に特異的に寄与していることが示唆された（図2）。 
 

 
図2．ヘキソサミン経路阻害、O-GlcNAC化阻害による始原生殖細胞の遺伝子発現変動 

ヘキソサミン経路阻害剤、O-GlcNAc 化阻害剤の添加により、始原生殖細胞におけるWnt3 の発現

低下、Wnt経路下流遺伝子（Hoxb1、T、Blimp1）の発現低下、および多能性遺伝子（Sox2）、Stella
の発現上昇といったグルコース枯渇時と同傾向の変動を示した。グラフは各コントロール細胞に対

する発現変動値の平均値±標準誤差（n = 3）により示す。統計解析はスチューデントの t検定によ

り行った。*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001。 
 

3．代謝・エピゲノム変化による始原生殖細胞分化制御の分子メカニズムの解析 
免疫沈降法により始原生殖細胞の形成を制御するBLIMP1とHDAC3との相互作用が明らかになった。また、クロ

マチン免疫沈降法（ChIP）により HDAC3 は体細胞関連遺伝子のヒストン H3/H4 の脱アセチル化を直接的に制御す

ることが分かった。これらの体細胞遺伝子の過剰発現により生殖細胞関連遺伝子の発現が抑制されたことから、HDAC3
による体細胞関連遺伝子の抑制が生殖細胞関連遺伝子の発現制御に寄与していることが示唆された［8］。また、

SETDB1 はヒストンH3K9 のトリメチル化を介して始原生殖細胞の形成に必要なBMP シグナリングを阻害する遺伝

子の発現抑制を介して始原生殖細胞の形成を助けていることが明らかになった（図1）［9，10］。 
さらに、始原生殖細胞の形成を制御する O-GlcNAc 化の標的タンパク質の探索を進めた。Wnt シグナルを制御する

beta-cateninはO-GlcNAc化により核局在が促進され、遺伝子発現の制御に関わることから、始原生殖細胞内でのbeta-
cateninの局在を免疫染色により検証したところ、O-GlcNAc化の阻害によりbeta-cateninの核局在は顕著に阻害され

た（図3）。この結果から、始原生殖細胞の形成におけるO-GlcNAc化の機能の一部は、beta-cateninの制御によるWnt
シグナルの活性化に依っていることが示唆された。 
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これらの解析から、始原生殖細胞の形成に寄与する新規エピゲノム・代謝関連因子を複数同定し、うち Hdac3 と

Setdb1 に関しては分子メカニズムを明らかにして論文発表に至った。O-GlcNAc 化による始原生殖細胞形成の制御メ

カニズム、またさらなる始原生殖細胞の形成を制御する代謝関連因子の探索を引き続き進める。 
 

 
 

図3．O-GlcNAc化阻害による始原生殖細胞におけるbeta-catenin局在の変化 
培地中で分化誘導した始原生殖細胞では、beta-cateninは核内にも局在が見られる。一方、O-GlcNAc
化阻害剤を添加すると、細胞質特異的な強い局在が見られた（左図）。細胞全体のbeta-cateninの平

均蛍光強度で核内のbeta-cateninの平均蛍光強度を相対化した値は、O-GlcNAc化阻害剤添加によ

って有意に低下していた。グラフは control と O-GlcNAc 化阻害剤添加した各細胞群における相対

蛍光強度の平均値±標準誤差により示す。統計解析はスチューデントの t検定により行った。 
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