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１ 研究課題名： 

単一細胞での網羅的遺伝子発現解析によるマウス生殖細胞決定機構の解明 

 

２ 研究者氏名： 

  斎藤 通紀 

 

３ 研究のねらい： 

本研究のねらいは大きく２つに分けられる。第一のねらいは、人類を含む多細胞生物を構成す

る細胞群の中で、唯一その全遺伝情報を次世代に継承させる細胞系譜である生殖細胞系列が形

成される分子機構を明らかにし、その過程を試験管内で再構成する基盤を築くこと、第二のねら

いは、その目的を達成するために必要と考えられる、単一細胞に発現する全遺伝子を定量的に

捉える技術を開発すること、である。 

現個体の恒常性を維持する体細胞群とは対照的に、生殖細胞は、次の世代を多様にかつ誤り

なく構成する機能を担う。この機能を遂行するため、生殖細胞には大きく分けて３つのユニークか

つ本質的な能力、１）ゲノム／細胞の潜在的全能性の再獲得・維持機構、２）ゲノムの後成遺伝学

的情報の再編集能、及び３）減数分裂及びそれに伴う特異的代謝能、が備わっている。本研究者

は生殖細胞の持つこうした特性獲得機構をその出発点から理解すべく、哺乳類における生殖細

胞形成機構の研究を推進してきた。本研究ではこれまでの研究を更に発展させ、生殖細胞形成

に関わる分子群の全貌とその関係性を明らかにすることを目的とし、またその目的達成のために

必要な単一細胞cDNAマイクロアレイ法の開発を行った。単一細胞cDNAマイクロアレイ法の開発

は、生体に存在するいかなる細胞のいかなる時点でのゲノムワイドな遺伝子発現プロファイルを

も検証することが基本的には可能となることを意味し、今後生物学全般における様々な応用も期

待される。 

 

４ 研究成果： 

1) 生殖細胞形成過程における Blimp1 の役割の解明 

 我々は、決定直後（発生(E)7.5 日目）のマウス単一始原生殖細胞(Primordial Germ Cells;PGCs) 

(stella 遺伝子発現陽性細胞)cDNA とそれらと近接する体細胞（胚体外中胚葉細胞）cDNA で発

現する遺伝子群を比較することにより、Blimp1 と呼ばれる遺伝子が PGC 特異的に発現すること

を見出した 7)。Blimp1 はその N 末に PR ドメイン（ヒストンメチルトランスフェラーゼ活性を有する

SET ドメインに似た構造）、その C 末に５つの Zn フィンガーを有する転写制御因子で、これまで

の研究から、B 細胞が、イムノグロブリンを分泌する形質細胞に最終分化する過程で機能するマ

スター因子として知られていた。我々は in situ hybridization 法により、Blimp1 が PGC 特異的に

発現することを確認し、その発現を real time で観察可能とすべく、Blimp1 の発現制御領域下に

形質膜に標的化した EGFP を発現するトランスジェニックマウスを作成した。これらの実験の結

果、Blimp1 は E6.25〜E6.5 の一部の胚体外胚葉細胞でその発現を開始し、それらの細胞はすべ

て PGC へと分化することが示唆された。これまで生殖細胞系列の細胞は E7.5 においてアルカリ

フォスファターゼ活性陽性 stella 遺伝子発現陽性の細胞として同定される PGC がその起源であ

ると考えられてきたが、我々の実験結果はこれまでの定説を覆し、それよりも１日以上前に運命

決定された Blimp1 陽性生殖前駆細胞が存在することを示唆するものとなった。 

 さらに Cambridge 大学、Rockefeller 大学との共同研究により、Blimp1 は PGC 形成に必須の因

子であること、Blimp1 を発現する初期の細胞は確かにすべて PGC に分化することが遺伝学的

実験により明らかとなった。また Blimp1 欠損細胞から単一細胞 cDNA を作成しその構成を解析

した結果、野生型の成熟した PGC（Blimp1 陽性 stella 陽性細胞）ではほぼ例外なく認められる

Hoxb1遺伝子の発現抑制が、Blimp1欠損細胞では異常になっていることが明らかとなり、Blimp1

が PGC の遺伝子プログラム規定する重要な因子であることが示された。 

 Blimp1 はその後の発生過程では、内胚葉、体節中胚葉、肢芽後部中胚葉、毛包、血管など幅
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広い領域で非常に動的な発現を示し、それぞれの組織分化に重要な役割を果たしていることが

示されつつある。PGC を含む様々な細胞分化過程における Blimp1 の機能に共通の要素がある

のか、その生化学的機能の解析が今後の課題となる。また PGC 形成における Blimp1 の機能、

PGC において Blimp1 が発現誘導される機序をより正確に理解することも重要であろう。 

 

2) マウス生殖細胞形成過程に伴う定量的遺伝子発現動態 

 マウス生殖細胞系列はBlimp1陽性の数個から十数個の細胞を起源とし徐々にその数を増し、

E7.5 において約４０個のアルカリフォスファターゼ陽性 stella 遺伝子発現陽性の細胞集団(PGCs)

を形成する。これら PGC はその後１細胞毎に移動を開始し、発生過程の後腸を経由して腸間膜、

そして生殖原器へと移入する。また PGC は移動の過程でそのゲノムワイドな後成遺伝学的修飾

を変換することがわかっており、この過程も１細胞毎に進行する。従って、PGC の形成機構、そ

の内部でのゲノム再編機構を正確に理解するためには、１細胞内でおこる遺伝子発現の変化を

捉える実験系が必須となる。単一細胞 cDNA マイクロアレイ法の開発に先立ち、これまで用いて

きた単一細胞cDNA増幅法を改変し、我々は簡便かつ定量的に単一細胞からcDNAを増幅する

方法を確立し[３）の項参照]、その方法を用いて CD1 マウスにおける E6.75、E7.25、E7.75、E8.25

の PGC 及び E6.75、E7.25、E7.75 の近隣体細胞（胚体外中胚葉）から単一細胞 cDNA を増幅、

それら細胞における PGC 形成に重要な関連を示すと考えられる遺伝子発現を定量的

PCR(Quantitative PCR;Q-PCR)にて解析した。 

 その結果、Blimp1 陽性の生殖前駆細胞から stella 陽性の PGC が成立する過程では非常に動

的な遺伝子発現の変動が起こることがわかった。具体的には Blimp1 陽性となった生殖系列細

胞は、多能性を司るマスター因子の一つである Sox2 の発現を再獲得し、生殖系列に特異的な

発現を示す遺伝子(fragilis, stella, Blimp1 に加えて Nanos3, Dnd1, Kit, 新規に同定された Prdm14 

etc)の発現を段階毎に活性化するとともに、体細胞系列の特異化に関わる遺伝子(Hoxb1, 

Hoxa1, T, Fgf8, Snai1, etc)発現を時期依存的に抑制する。さらに PGC の成立過程では、その過

程に関わりうるシグナル伝達分子(Smad1, Smad3, Smad5, Bmpr1a, Acvr2b etc)の発現や、ゲノ

ムの後成遺伝学的修飾に関わる因子(Dnmt3b, Glp)の発現も動的に変化することが明らかとな

った。これらの結果は、この過程に関わる遺伝子の機能解析の基盤を築くとともに、この過程を

将来的に試験管内で再構築する際の良い指標と成る。さらに単一細胞マイクロアレイ解析を含

むより包含性の高い解析を行うことにより、生殖細胞系列形成過程に伴うシグナルと転写制御

因子の階層的関わりが明らかになることが期待される。 

 

3) 単一細胞 cDNA マイクロアレイ法の開発 

 生殖細胞形成・分化過程に関わるゲノムワイドな遺伝子発現を単一細胞レベルで解析するた

めに、我々は単一細胞 cDNA マイクロアレイ技術の開発を目指した。単一細胞 cDNA マイクロア

レイ法の開発は、生殖細胞形成過程の研究にとどまらず、単一細胞レベルでの解像度を必要と

する様々な生物学的問題（成体の体性幹細胞の研究、神経細胞の多様性の研究、発生生物学

に関する多くの課題等）にとって重要な技術開発となると考えられる。 

 少量の開始材料から cDNA を合成・増幅する方法としては、PCR を用いる対数的増幅法と、T7 

RNA polymerase を利用する線形増幅法が主として用いられてきた。両方法論は増幅効率・感

度・定量性において、それぞれ固有の利点・欠点を有しており、相補的なものであると考えられ

る。しかし、単一細胞レベルの極微少量の資料から cDNA を増幅する場合、操作の簡便性や増

幅力の点から PCR 法が有利であろうと考えられた。既存の PCR 法は単一細胞から cDNA を増

幅する場合、50〜80 回の増幅サイクルを用いるので、開始材料と比較した際の増幅産物に存

在する遺伝子群の定量的な関係が大きく損なわれ、また単一のプライマーを用いて増幅するの

で増幅産物から方向性が失われ、汎用されている様々な市販のマイクロアレイスライドに使用

するプローブを効率よく作成しづらいという問題点を有している。また増幅途中で本来存在して

いる遺伝子とは無関係な増幅副産物が多量に形成され、これらの産物はマイクロアレイハイブ

リダイゼイションを行う際にその感度を低減させると考えられた。 

 これらの問題点を解決すべく様々な試行錯誤を行った結果、１）単一細胞レベルの産物からマ
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イクロアレイハイブリダイゼイションを行うプローブを作成するのに十分な cDNA 合成には初期の

PCR 増幅回数が２０回で十分であること、２）増幅副産物は cDNA を合成するために用いる過剰

の第１プライマーに由来するものであるので、それらをエクソヌクレアーゼにより分解することが

必要であること、３）異なる配列を有する２つのプライマーを用いて単一細胞レベルの資料から

cDNA を効率よく合成するためにはプライマーの配列が重要であること、４）PCR 増幅ではチュー

ブ毎にランダムな増幅エラーが生じうるため、PCR を４本のチューブに分けて行い、その後それ

らを再混合することでエラーを最小限にできること、が明らかとなった。これらの点を考慮に入れ、

また増幅後に T7 プロモーター配列を有する第３のプライマーと第２のプライマーを用いて少数回

増幅することで、その後線形増幅を行うことによりマイクロアレイハイブリダイゼイションに適した

プローブが作成できる方法論を確立した。 

 本方法論を用いた増幅産物は、従来の方法で得られるものに比較し、非常に優れた定量性と

再現性を有していることが明らかとなった。多量の開始 mRNA に含まれる遺伝子群の比率と、単

一細胞レベルから増幅したものに含まれる遺伝子群の比率を比較した結果、従来の方法では

correlation coefficient(R2)が 0.496 であったのに対し本方法論では 0.734 であった。単一細胞あ

たり２０コピー以上発現している遺伝子に関しては、擬陽性及び擬陰性率がそれぞれ３及び６％

と低く、単一細胞あたり５コピーの発現しか示さない遺伝子に関しても６０％に及ぶ遺伝子が検

出され、それらの７０％が正しく発現しているものであることが示された。 

 実際に本法論の有効性を検証すべく、E3.5 の胚盤胞内部細胞塊細胞(Inner Cell Mass;ICM)を

取り出し、それらを単一細胞に解離して単一細胞 cDNA を合成した。E3.5 の ICM は、形態学的に

は区別し難い未分化な細胞集団（〜３０個）と考えられ、これらからすべての胚組織が形成され、

また胚性幹細胞(Embryonic stem cells;ES cells)が樹立される重要な細胞集団である。総数５０

個の Oct4 陽性 Cdx2 陰性単一細胞 cDNA を合成し、そのうちランダムに選んだ２０個を用いてマ

イクロアレイハイブリダイゼイションを行った結果、これらの細胞は遺伝子発現の明らかに異なる

２つの細胞群に分けられることが明らかとなった。一つは未分化な胚性外胚葉様細胞で、もう一

つはそれらを覆う胚体外組織となる原始内胚葉様細胞である。これら２つの細胞群の遺伝子発

現は、１日を経て形態学的に明らかに分化した E4.5 胚性外胚葉細胞及び原始内胚葉細胞のそ

れと多くの点でそれぞれ共通しており、結果の正しさを示唆している。 

 本研究の結果を受け、では哺乳類胚発生のいつの時点で初めて割球毎の遺伝子発現の差異

が生じるのかに関し共同研究が進行中である。また本技術はすでに多くの国内・国外の研究室

に情報提供を行い、その一部に関しては共同研究が進行中である。我々自身は生殖細胞系列

形成過程の解明に向けて応用し、現在それに関する論文を作成中である。 

 

５ 自己評価： 

単一細胞 cDNA マイクロアレイ法の開発という点では良い成果を挙げることが出来たのではと

考えられる。現在生殖細胞系列の時系列に沿ったゲノムワイドな遺伝子発現の解析と Blimp1 を

含むこの過程に重要な働きをする遺伝子群の変異体における遺伝子発現の異常を詳細に検討

することで生殖細胞形成過程に関わる階層的転写制御因子の関係性を明らかにすべく努力中で

あるのと同時に、その成果を論文としてまとめる作業を進行中であるが、これらを完成できればこ

の方法論をもう少しアピールできるのではと考えている。これらの解析から得られた結果に沿い、

この過程を今度は試験管内で再現するべく努力中である。当然ながら遺伝子発現の変化を追跡

するだけではわからない現象が多く存在し、本方法論を用いた解析は現象理解の第一段階に過

ぎず、複合的な視点から解析を進めて行くことの重要性を感じている。本方法論を他の系に応用

したり、共同研究者ときっちりとした実験を進めて行くことでその発展性を確認したい。方法論のよ

り適切な改善の余地も残っており、さきがけ開始から３年を経たが研究はまだまだ始まったばかり

という印象である。 

 

６ 研究総括の見解： 

マウスを材料に生殖細胞形成機構の解明を目指し、数個から十数個の細胞を起源に約 40 個

の始原生殖細胞が形成される過程、その 1 個ずつがそれぞれ生殖原器へ移行する過程などで、
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発現するあるいは発現が抑制される遺伝子を明らかにしたことは目的達成に大きく前進したことと

評価できる。特に細胞 1 個ずつにおける遺伝子発現を知ることが鍵となる計画において、それを

可能とした単一細胞 cDNA マイクロアレイ法の開発は、他の研究領域でも威力を発揮できる優れ

た成果である。これらの成果の論文発表による世界への発信も十分に達成している。今後独自の

切り口でのさらなる生殖細胞形成機構の解明の進展を期待する。 
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