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緒緒  言言  
 
生殖細胞系譜は次世代に遺伝情報を伝達し、生物進化の連続性を担う基幹的役割を担うことから、その系譜分化の機

構究明は進化生物学・発生学上の重要課題とされてきた。近年、マウス多能性幹細胞から生殖系列細胞を誘導し産仔形

成能をもつ機能的配偶子が作出されたという成果（Hayashi et al, Cell 2011、Hayashi et al, Science 2012、Hikabe  
et al, Nature 2016）は、「多能性幹細胞からの in vitroでの配偶子形成」という革新的生殖技術に繋がり、ヒトES／
iPS細胞についても in vitro配偶子形成研究の新領域を拓いた。しかし、マウス（齧歯類）と霊長類の生殖発生の機序

には明確な進化的隔差があり、ヒト生殖医療への応用を踏まえた場合、実験的検証を可能とする非ヒト霊長類の細胞を

用いた培養系の開発が求められていた。そこで本研究では、当該研究期間において、小型霊長類であるコモンマーモセ

ットの多能性幹細胞を用いた実験系を駆使し、霊長類における培養下での機能的配偶子形成に向け、各種レポーター系

の樹立に取り組んだ。 
 

方方  法法  

11．． 遺遺伝伝子子改改変変  
マーモセット ES 細胞のノックイン型遺伝子改変に関しては、以前報告者らが開発した方法［1］を用いて行った。

具体的には、マーモセットES細胞株CMES40［2］にリポフェクション法によってCas9/gRNAベクターとレポータ

ー遺伝子ノックイン用のベクターを同時に導入し、薬剤選別によって相同組換え体を得たのちに、Cre 処理によって 

（2 箇所の loxP で挟まれた）薬剤耐性カセットの除去処理を行った。報告者らは昨年までに発表した研究において、

生殖細胞系列に特異的に発現する遺伝子（BLIMP1、STELLA、VASA）のレポーターを導入したマーモセットES細

胞株の樹立に成功しており［3，4］、またそれらのレポーター細胞株を用いて、霊長類特異的な遺伝子発現パターンを

示す始原生殖細胞様細胞（Primordial germ cell-like cells：PGCLCs）の誘導にも成功している［5］。本研究において

は、誘導したPGCLCs の培養下における、雌側（卵子形成）への更なる成熟及び減数分裂を促すため、マウス多能性

幹細胞を用いた実験系において必要であった［6］胎児由来生殖巣体細胞（Gonadal somatic cells：GSCs）の誘導系の

確立を目指し、マーモセットES細胞においても下図のように3種類のレポーター株 （Cell line ①、②、③）の作出

を目指した（図1）。 
22．． 遺遺伝伝型型解解析析  
マーモセットES細胞の遺伝型解析は、報告者らの既報［1］に基づき、ゲノムPCR法によって行った。具体的には、

細胞をLysis bufferによってovernightで溶解し、その後フェノール・クロロホルム処理の後にエタノール沈殿法によ

ってDNAを精製、Tris-EDTA bufferに懸濁した。その後、NCBIのBLASTを用いて各遺伝子に特異的なプライマー

を設計し、PrimeStarMAX （タカラバイオ）を用いてPCR反応を行い、1％アガロースゲルに泳動した。 
33．． ノノッッククイインンベベククタターーのの設設計計、、作作製製  
レポーター遺伝子ノックイン用のベクターに関しては、野生型CMES40株のゲノムDNAを増幅し、任意の相同配

列を2A配列（自己切断型ペプチド配列）とレポーター遺伝子に連結できるように設計した。具体的には、相同組換え

によって各遺伝子の最終コドンに 2A 配列の先頭が来るような設計を行った。本研究では図 1 に示す概念図を参考に、
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T-tdTomato、FOXF1-tdTomato、GATA4-eCFP、OSR1-EGFP、SF1-hCD271及びSF1-tdTomato、FOXL2-emiRFP670
及び FOXL2-EGFP のノックインベクター各種、および各遺伝子の最終コドン近傍を標的とした gRNA を発現する

Cas9/gRNAベクターを、過去の研究［1］を参考に新たに作製した。 
44．． ママーーモモセセッットト胎胎児児のの採採取取  
マーモセット胎児の採取は、事前に動物実験計画を理化学研究所脳神経科学研究センターの動物実験委員会に提出し、

その承認を受けた上で実施した。妊娠した雌個体をイソフルラン及びケタミンによって麻酔処置を行い、帝王切開によ

って各ステージの胎児を採取した。 

 
図1．本研究におけるレポーター導入遺伝子と発生過程における発現様式 

EPI：Epiblast（胚盤葉上層、エピブラスト）、IM：intermediate mesoderm
（中間中胚葉）、CE：coelomic epithelium（体腔上皮）、Gonad（生殖巣）、

Theca（卵胞膜細胞）、Follicle（卵胞細胞）。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

 
11．． TT--ttddTToommaattooレレポポーータターー細細胞胞のの作作出出  
図1のように、GSCsはエピブラスト→中間中胚葉→体腔上皮→生殖巣といった分化過程を辿って得られ、最終的に

は PGCLCs との共存によって卵胞細胞もしくは卵胞膜細胞に分化し、卵子の成熟や減数分裂、貯蔵といった極めて重

要な役割を担う。本研究においては、まず初期の中胚葉分化を可視化するためにT（Brachyury）遺伝子に赤色蛍光タ

ンパク遺伝子 tdTomatoをノックインしたCell line ①を作出した（図2）。 
22．． FFOOXXFF11--ttddTToommaattoo、、GGAATTAA44--eeCCFFPP、、OOSSRR11--EEGGFFPPレレポポーータターー細細胞胞のの作作出出  
次に、図1で示すCell line ②の作出を試みた。3度のノックイン株の選別及びCre処理によって3重組換え体の作

出に成功した（図3）。なお、当初計画していたSF1およびFOXL2のレポーター株作出（Cell line ②の最終目標およ

び Cell line ③の作出）に関しては、一昨年度に公開された最新版のマーモセットゲノム情報（cj1700; 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_009663435.1/）を参考にノックインベクターの作製し直しなどを行った

影響で、今年度の進捗としてはノックインベクターの作出（SF1-hCD271 及び SF1-tdTomato、FOXL2-emiRFP670
及びFOXL2-EGFP）および当該遺伝子座用のCas9/gRNAベクターの構築までに留まった。今後も、引き続きノック

インおよびCre処理によってレポーター株の作出を進めていきたい。 
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図2．T-tdTomatoレポーター細胞の作出 
上図はマーモセットT遺伝子座におけるノックインおよびカセット除去処理の概要を示しており、下図では

カセット除去処理後のゲノムPCR方法による各クローンの遺伝型解析を行い、このうちクローン4番（#4）
では両アリルに tdTomato が導入され、かつ PGK-NeoR（ネオマイシンおよび G418 への耐性遺伝子発現  
カセット）が除去されていることが確認できた。Black boxes：endogenous exons。 
 

図3．3重組換え体の作出 
上図に各遺伝子座におけるノックイン及び Cre 処理後の遺伝子導入状態を示した。下図では、3 重組換え体の

ES細胞株（F/G/O #5）のゲノムPCRの結果を示した。それぞれ、FOXF1-tdTomatoホモ組換え体、GATA4-
eCFPヘテロ組換え体、OSR1-EGFPホモ組換え体と判断された。Black boxes：endogenous exons、gray boxes：
3’UTRs。 

 

33．． ママーーモモセセッットト胎胎児児ののササンンププリリンンググ  
理化学研究所脳神経科学研究センターのマーモセット・コロニーにおいてマーモセットの自然交配および、正常発生

における胎児GSCsの遺伝子発現様式を解析し、培養下で誘導したGSCsの対象とするため、GSCsが発生・増殖する

と考えられるE70（図4）、およびその後生殖細胞と共に成熟していくと考えられるE87（図5）、E100（図6）、E120    

（図7）の各ステージにおいて胎児を採取し、そのうち生殖巣と思われる領域をシングルセル化して、現在10x Genomics
社の chromium を用いてシングルセル cDNA ライブラリを作製、および RNA-seq 解析を行っている。ちなみに、   

マーモセットの正常の妊娠期間は145日とされ、ヒトの280日と比べ約半分とされている。 
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図4．E70マーモセット胚の採取および雌雄判定 
上図は SRY 遺伝子（Y 染色体）による雌雄判定の結果を示す。下図は     
それぞれ今回サンプリングを行った生殖巣と思われる領域。 

 

図5．E87マーモセット胚の採取および雌雄判定 
上図は SRY 遺伝子（Y 染色体）による雌雄判定の結果を示す。下図は     
それぞれ今回サンプリングを行った生殖巣と思われる領域。 
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図6．E100マーモセット胚の採取および雌雄判定 
上図は SRY 遺伝子（Y 染色体）による雌雄判定の結果を示す。下図は      
それぞれ今回サンプリングを行った生殖巣と思われる領域。 

 
図7．E120マーモセット胚の採取および雌雄判定 

それぞれ今回サンプリングを行った生殖巣と思われる領域。このステージ

では tubuleの有無によって雌雄判定が顕微鏡下で可能である。 
 

44．． そそのの他他のの成成果果  
上述の成果の他に、以前から取り組んでいた、様々な動物種からの「外来遺伝子の完全に除去された」高品質な多能

性幹細胞の樹立に取り組み、今年度中に論文発表を行った［7～10］。 
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