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〈要 約〉

　マウスの胚盤胞の内部細胞塊において発現する転写因子NANOGは，生殖細胞のもとになる始原生殖細胞においても発現しているが，始原生殖細胞の発生の初期の過程における詳細な役割については明らかにされてない．筆者らは，NANOGが生殖細胞系譜への分化の過程において重要なはたらきを担い，ES細胞から分化を誘導させたエピブラスト様細胞においてNANOGを発現させるだけで生殖細胞系譜への分化が誘導されるという結果を得た．ES細胞とエピブラスト様細胞とではゲノムにおいてNANOGの結合する領域が異なり，発現の制御をうける下流の遺伝子も大きく変化していた．このことは，エピブラスト様細胞が分化する過程においてES細胞のもつ多能性が解消されるのにともない，生殖細胞系譜への分化に必須な遺伝子の制御領域においてエピゲノムがリセットされることを示唆した．この研究において，転写因子が状況に依存してその役割を変えつつ，細胞運命の決定に関与するという発生の過程に広く適用できる原理が明らかにされた．
はじめに

　転写因子NANOGは受精ののち3.5日目に生じる胚盤胞の内部に存在する内部細胞塊に発現し，胚のいかなる細胞にも分化できる多能性の獲得において重要なはたらきを担うことが明らかにされている．一方で，NANOGは生殖細胞のみに寄与する始原生殖細胞においても発現しており，その成熟の過程に必須であることが知られているが，始原生殖細胞の初期の発生における詳細な役割については明らかにされていない1,2)．そこで，筆者らは，マウスのES細胞からin vitroにおいて始原生殖細胞様細胞を分化させるモデルを用いて，初期の始原生殖細胞におけるNANOGの役割について解析した．
　これまでに，ES細胞をbFGFおよびアクチビンAの存在のもとで2日間にわたり培養することにより生殖細胞系譜への分化能を獲得したエピブラスト様細胞の分化を誘導し，つづいて，これらの細胞に必須のサイトカインであるBMP4を作用させる，あるいは，転写因子であるBLIMP1，PRDM14，AP2γを発現させることによりin vitroにおいて始原生殖細胞様細胞の分化を誘導できることが知られている3-5)．一方で，ES細胞にこれらのタンパク質を直接的に作用させても始原生殖細胞様細胞へは分化しない．
　マウスのES細胞が始原生殖細胞様細胞へと直接的に分化せず，いちどエピブラスト様細胞の状態を通過する必要のあることは，エピブラストへと分化する過程において転写因子の発現およびエピジェネティックな制御機構が大きく変化することが始原生殖細胞の発生に必須であることを示唆していると思われた6,7)．in vivoのエピブラストにおいて起こる変化は，ES細胞がbFGFおよびアクチビンAの存在のもとでエピブラスト様細胞へと分化する過程においてよりよく模倣されていることからも，始原生殖細胞様細胞の分化誘導系は始原生殖細胞の初期の発生の過程を解析するために最適な系であると思われた．
1．NANOGはエピブラスト様細胞を始原生殖細胞様細胞へと分化させる

　まず，始原生殖細胞様細胞への分化にともないGFPを発現するマウスのES細胞と，ドキシサイクリンの添加により時期特異的にNANOGを発現させることのできる遺伝子発現系とを組み合わせて，始原生殖細胞様細胞の分化誘導系を確立した．この分化誘導系において，分化の誘導から2日目のエピブラスト様細胞にてNANOGを発現させたところ，発現から1～2日目以降から生殖細胞の出現を示唆するGFP陽性の細胞集団が生じた．さらに，NANOGはマウスのES細胞において発現している程度の生理的な量でGFP陽性細胞の分化を誘導し，BMP4-Smadシグナルと協調する一方，独立してはたらいた．
　生じたGFP陽性細胞を回収し分化マーカーの発現を解析した結果，始原生殖細胞様細胞の分化に必要十分な転写因子であるBLIMP1，PRDM14，AP2γ，および，ほかの生殖細胞マーカーを発現していた一方で，未分化マーカーは発現していなかった．さらに，マイクロアレイ法により遺伝子の発現パターンを比較した結果，NANOGにより分化の誘導されたGFP陽性細胞における遺伝子の発現パターンは，BMP4により分化の誘導された始原生殖細胞様細胞と似ており，ES細胞とは異なっていた．また，免疫染色によっても生殖細胞マーカーの発現が確認され，さらに，始原生殖細胞に特徴的なエピゲノムの変化も観察された．
　受精ののち8.5日目の胚から回収された始原生殖細胞は，胚盤胞に注入された場合には胚に寄与しない一方で，bFGFおよびレチノイン酸に応答して増殖し脱分化して，LIFの存在のもとで胚に寄与する多能性細胞である胚性生殖細胞になる．一方で，マウスのES細胞はbFGFおよびレチノイン酸の存在のもとでは体細胞に分化してしまうことが知られている8)．NANOGおよびBMP4により分化の誘導された始原生殖細胞様細胞は，in vivoの始原生殖細胞と同様に，bFGF，レチノイン酸，LIFに応答して脱分化し多能性を再獲得し，胚から回収された始原生殖細胞の挙動をよく模倣した．
　これらの結果より，分化の誘導から2日目のエピブラスト様細胞においてNANOGを発現させることにより，始原生殖細胞様細胞の分化が誘導されることが明らかにされた

2．BLIMP1およびNANOGの欠損は始原生殖細胞様細胞への分化をさまたげる

　転写因子BLIMP1は生殖細胞系譜への分化に必須である一方で，多能性の維持あるいは獲得には寄与しないことが明らかにされている9)．BLIMP1を欠損した分化の誘導から2日目のエピブラスト様細胞においてNANOGを発現させたところ，始原生殖細胞様細胞は分化せず，これらの細胞は体細胞マーカーを発現していた．また，免疫染色によりこれらの細胞においてアポトーシスの割合が上昇していることが確認された．このことは，in vivoにおいてBLIMP1を欠損した初期始原生殖細胞にて起こる現象とよく似ており，NANOGが生殖細胞系譜への分化を誘導していることを支持した．
　始原生殖細胞様細胞の分化の過程におけるNANOGの重要性を明らかにするため，NANOGを欠損した分化の誘導から2日目のエピブラスト様細胞においてBMP4の添加により始原生殖細胞様細胞の分化を試みたところ，分化の効率はいちじるしく低下した．一方で，外来性のNANOGの発現により分化の効率の低下は相補されたことから，始原生殖細胞様細胞の分化の過程においてNANOGの発現が重要であることが明らかにされた．
　始原生殖細胞様細胞の分化に必須であるWNT-BRACHYURY経路がNANOGによる始原生殖細胞様細胞の分化の誘導とどのようにかかわるのかを解析した10)．阻害剤の添加によりWNT経路を阻害したうえでNANOGによる始原生殖細胞様細胞の分化の誘導を試みたところ，阻害剤の添加は分化の効率には影響しなかった．さらに，WNT経路の阻害はNANOGの発現量にも影響しなかったことから，NANOGはWNT-BRACHYURY経路とは独立して始原生殖細胞様細胞の分化を誘導することが明らかにされた．
3．分化の誘導から1日目のエピブラスト様細胞と2日目のエピブラスト様細胞とではNANOGへの応答性が異なる

　ES細胞がエピブラスト様細胞へと分化するどの段階において，NANOGによる始原生殖細胞様細胞への分化の誘導への応答性を獲得するのかを明らかにするため，分化の誘導から1日目および2日目のエピブラスト様細胞をES細胞の培養条件へ移しつつNANOGを発現させた．数日後，未分化マーカーおよび生殖細胞マーカーの発現を指標として細胞の分化の状態を解析したところ，分化の誘導から1日目のエピブラスト様細胞はES細胞の状態へと逆もどりしやすく，NANOGの発現は逆もどりする細胞の割合をさらに上昇させた．一方で，分化の誘導から2日目のエピブラスト様細胞はES細胞の状態へは逆もどりしにくく，NANOGの発現は分化の誘導から2日目のほぼすべてのエピブラスト様細胞に対し分化を促進した．これらのことから，分化の誘導から1日目のエピブラスト様細胞と2日目のエピブラスト様細胞とのあいだで分化の可塑性およびNANOGへの応答性が大きく変化し，分化の誘導から2日目のエピブラスト様細胞はもはや未分化な状態には逆もどりせず，NANOGに応答して始原生殖細胞様細胞へと分化する能力を獲得していることが明らかにされた．
4．転写因子SOX2はNANOGへの応答性を制御する

　では，どのような機構がエピブラスト様細胞の分化の可塑性を決めているのであろうか？　この分化の可塑性を制御する候補として転写因子SOX2に着目した．SOX2はNANOGと同様に胚盤胞の内部細胞塊において多能性の獲得および維持に重要な役割を担うことが知られている11)．しかし，着床ののちの胚の発生において，NANOGは始原生殖細胞の生じる受精ののち6.25日目のエピブラストの後部に発現が観察される一方で，SOX2はエピブラストの前部に観察され，神経の発生をひき起こすのと同時に始原生殖細胞の出現する中胚葉領域の発生を阻害することが知られている．また，SOX2はES細胞において生殖細胞因子の発現を抑制することも明らかにされている．これらの知見をもとに，始原生殖細胞様細胞の分化の過程におけるNANOGとSOX2との相互作用を解析するため，SOX2を欠損したエピブラスト様細胞においてNANOGによる始原生殖細胞様細胞の分化を試みた，その結果，SOX2を欠損した分化の誘導から1日目のエピブラスト様細胞においてNANOGを発現させることにより，野生型のES細胞においてはみられない生殖細胞マーカーの発現の上昇が観察され，始原生殖細胞様細胞の分化が誘導されていることが示唆された．さらに，分化の誘導から2日目のエピブラスト様細胞においてNANOGおよびSOX2を同時に発現させたところ，SOX2の発現はNANOGによる始原生殖細胞様細胞の分化の誘導を劇的に抑制した．エピブラスト様細胞の分化の誘導の過程においてSOX2の発現は徐々に低下することから，得られた結果より，分化の誘導から1日目のエピブラスト様細胞においてはSOX2が始原生殖細胞様細胞への分化能を抑制しつつ，NANOGによるES細胞への逆もどりを促進しており，分化の誘導から2日目のエピブラスト様細胞においてはSOX2の発現が低下することにより，NANOGが始原生殖細胞様細胞の分化を誘導できる条件が整うのではないかと考えられた．
5．始原生殖細胞の分化の過程においてNANOGは状況に依存して使い分けられる

　分化の誘導から2日目のエピブラスト様細胞において発現したNANOGは，始原生殖細胞様細胞の分化に必要十分な転写因子であるBLIMP1，PRDM14，AP2γを24時間以内，とくに，BLIMP1とPRDM14の発現をごく短時間に誘導したことから，NANOGがBLIMP1およびPRDM14の発現を直接的に制御する可能性が示唆された．また，別の実験により，BLIMP1はAP2γの発現を直接的に誘導することがわかった．
　NANOGがこれらの転写因子の発現をどのように制御しているかについて明らかにするため，ES細胞および分化の誘導から1日目および2日目のエピブラスト様細胞において，ChIP-seq法によりゲノムにおいてNANOGの結合する領域を網羅的に解析した．その結果，それぞれの細胞において，大部分のNANOG結合領域はエンハンサーの内部に存在していた．また，NANOGの結合領域はES細胞とエピブラスト様細胞とで大きく異なっていた．このことから，NANOGが細胞の分化の段階により異なるエンハンサーに結合し，細胞種に特異的な遺伝子発現を誘導していることが強く示唆された．エピブラスト様細胞においてNANOGはBLIMP1をコードするPrdm1遺伝子およびPRDM14をコードするPrdm14遺伝子のエンハンサーに結合していたが，これらのエンハンサーは始原生殖細胞様細胞へと分化するのにともない活性化の指標を示すようになった．このことから，NANOGは始原生殖細胞様細胞への分化の過程において，生殖細胞系譜への分化に必須の転写因子をコードする遺伝子のエンハンサーに結合しそれらの発現を誘導する，あるいは，それらの転写因子と協調して生殖細胞系譜への分化を誘導する可能性が強く示された．
　初期の始原生殖細胞様細胞においてNANOGが始原生殖細胞の発生に必須な転写因子をコードする遺伝子のエンハンサーを活性化するかどうかをルシフェラーゼアッセイにより確認した．その結果，Prdm1遺伝子のエンハンサーは分化の誘導から2日目のエピブラスト様細胞におけるNANOGの発現から24時間以内に活性化された．また，この実験から，SOX2がPrdm1遺伝子のエンハンサーにおいてNANOGと競合し，NANOGによる始原生殖細胞様細胞への分化の誘導を阻害することも明らかにされた．一方で，Prdm14遺伝子のエンハンサーはES細胞においてすでに活性化されており，この活性は分化の誘導から2日目のエピブラスト様細胞においていったん低下するもの，NANOGの発現から12時間以内に再活性化した．そのほかにもさまざまな遺伝子のエンハンサーにおけるNANOGの結合が確認され，それらも同様な制御をうけていることが示唆された．
おわりに

　ES細胞とエピブラスト様細胞とのあいだでゲノムにおけるNANOGの結合領域が大きく変化したことは，ES細胞と始原生殖細胞様細胞においてNANOGが異なる遺伝子の発現を制御する事実をよく説明しており，この結合領域の変化はエピブラスト様細胞が生殖細胞系譜への分化能を獲得していく過程におけるエピゲノムの再編成によりひき起こされているのかもしれない6,7)．今回，筆者らは，生殖細胞系譜への分化の過程においてエピゲノムの再編成が転写因子NANOGの状況に依存した役割を決める可能性を示したが，同様の現象は，発生のおのおのの段階において普遍的にみられると考えられる．SOX2はNANOGと協調してES細胞の多能性を保障する一方，エピブラスト様細胞においてはNANOGによる始原生殖細胞様細胞への分化を阻害することが明らかにされた．今回のNANOGとSOX2との関係のように，ほかの転写因子も異なる状況においてはまったく違う役割を担うケースもあるだろう．NANOGは始原生殖細胞様細胞の分化の過程においてBMP4とは独立してはたらきうることが明らかにされた．一方で，分化の誘導から2日目のエピブラスト様細胞におけるNANOGの欠損は，BMP4による始原生殖細胞様細胞の分化の効率をいちじるしく低下させたことから，in vivoにおいてそれらは協調して生殖細胞系譜への分化を誘導している可能性が高い．
　今回，筆者らは，マウスのES細胞からin vitroにおいて始原生殖細胞様細胞の分化を誘導する系を用いて，生殖細胞系譜への分化能を獲得したエピブラスト様細胞においてNANOGが重要な役割を担うことを明らかにしたが（図1），初期の始原生殖細胞の分化の過程におけるシグナルと転写因子およびエピジェネティックな制御機構の協調関係についてはいまだ大部分が明らかにされていない．有性生殖をする生物にとり生殖細胞は遺伝情報を次世代につなぐ唯一の細胞系譜であり，体細胞系譜からはじめて生じる生殖細胞系譜の細胞である始原生殖細胞を理解することは生命の連続性を理解するうえで要となる．今後は，始原生殖細胞の発生を制御する機構の全容を解明するため，細胞が分化能を獲得し，生殖細胞系譜へと分化していく過程におけるシグナル，転写因子，エピゲノムの協調作用を包括的にかつ詳細に解析していく必要があるだろう．
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図1　この研究において得られた結果

エピブラスト様細胞は，分化の誘導から2日目にかけてbFGFおよびアクチビンAに応答して生殖細胞系譜への分化能を獲得する．この過程において，転写因子NANOGはゲノムにおける結合領域を変え，始原生殖細胞様細胞の分化に必要な遺伝子の制御領域に結合するようになる．一方で，NANOGによる始原生殖細胞様細胞の分化の誘導を阻害するSOX2の発現は分化の誘導から2日目のエピブラスト様細胞において低下する．NANOGは分化の誘導から2日目のエピブラスト様細胞においてPrdm1遺伝子にコードされるBLIMP1およびPrdm14遺伝子にコードされるPRDM14の発現を誘導し，ついで，BLIMP1がTfap2c遺伝子にコードされるAP2γの発現を誘導する結果，始原生殖細胞様細胞の分化に必要十分な条件が整い，生殖細胞に特異的な遺伝子ネットワークが構築されることにより生殖細胞系譜への分化がひき起こされる．
