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低酸素環境がマウス胚性幹細胞（ＥＳ細胞）の
生殖細胞分化に及ぼす影響

三　原　敏　敬 1 , 2、林　地　のぞみ 3、寺　村　岳　士 2、小野寺　勇　太 2、

松　岡　俊　樹 4、福　田　寛　二 2 , 4、細　井　美　彦 1 , 3、

要　　約

酸素濃度は、細胞の様々な生理的状態、遺伝子発現状態に影響を与え、初期発生とも深く関わっている

ことが知られている。酸素の濃度依存的に様々な遺伝子の発現を調節する転写因子として Hypoxia 

Inducible Factor （HIF）ファミリーの存在が知られており、中でも HIF － 1α、2αが多くの遺伝子の転写

調節を行っていることが報告されている。近年、HIF ファミリーの発現が初期の生殖細胞発生に重要な役

割を持っていることが示唆されているが、主体となっている分子とその機能は明らかとなっていない。

本研究では、マウス ES 細胞を材料に、低酸素環境下における生殖細胞発生関連遺伝子（Blimp1、

Stella、MVH）の発現変化を観察した。また、通常酸素濃度で HIF を誘導する Deferoxamine mesylate

（DFO）を添加し、その結果を比較する事で、HIF 遺伝子が生殖細胞分化に与える影響について検討を行っ

た。

１．緒　　論

生殖細胞は、有性生殖を行う生物において遺伝情報を次世代に伝達するための重要な役割を担っている。

これらの生物の中でもショウジョウバエについては多くの生殖細胞特異的な遺伝子（Osker、Nanos、

Vasa）が発見されており［１］、マウス等の哺乳類における生殖細胞の発生過程を解明する上で有用なモ

デルとなっている。これらの生殖細胞特異的遺伝子の中でも、Vasa は線虫、ツメガエル、ゼブラフィッ

シュ、マウスにおいて相同遺伝子が発見されており［２］、それらの全てが生殖細胞特異的な発現をする

ことから、生殖細胞の発生過程において重要な役割を果たしている遺伝子ではないかと考えられている

［３，４］。そのため、ES 細胞からの生殖細胞への分化誘導研究においても広く用いられている遺伝子であ

る。また、近年、マウス 6.5 日齢胚において Blimp1 を発現する細胞が始原生殖細胞（PGC）へと分化す

ることが報告され［５，６］、哺乳類の生殖細胞の発生過程の解明や ES 細胞からの生殖細胞への分化誘導

時における新たなマーカー遺伝子として注目を集めている。加えて Stella 遺伝子についても、これまでの

報告により生殖細胞特異的なマーカー遺伝子として用いられている［７］。

胚性幹細胞（ES 細胞）は三胚葉全ての細胞へと分化することが可能な分化多能性と高い自己複製能を持

つ細胞であり、体内及び体外において生殖細胞へ分化する能力を有することから、生殖細胞の形成機構の

解明や不妊治療の基礎研究における有用な材料として注目を集めている。 ［８，９］。

近年、低酸素環境で誘導される HIF ファミリーが、様々な遺伝子発現の調節に関わっていることが示さ

れた。HIF ファミリーは通常の酸素環境では、翻訳後ユビキチン化により速やかに分解されるが、低酸素

環境では安定化し、HRE（Hypoxia Response Element）に結合することによって幅広い遺伝子発現を直接

調節することが明らかとなっている［10］。
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近年、ES 細胞の未分化状態あるいは生殖細胞の形成過程においても HIF ファミリーが深く関わっている

ことが示された［11］。しかし、生殖細胞の分化制御、増殖に実際に関わっている HIF 分子は確定されて

おらず、またそのメカニズムは明らかとされていない。

本研究では、まず低酸素環境（１％ O2）と通常の酸素環境（20％ O2）において、マウス ES 細胞を培

養し、生殖細胞関連遺伝子発現への低酸素環境の影響を検討した。次に、通常の酸素環境（20％ O2）で

HIF を誘導する機能を有する Deferoxamine mesylate（DFO）［12］を添加することにより、HIF の生殖細

胞関連遺伝子発現への影響を検討した。

２．材料と方法

・ES 細胞の培養

当研究室で樹立し、生殖細胞系列への寄与を確認している C57BL 系マウス ES 細胞（EL-1）を、ゼラチ

ンコート処理を施した細胞培養用ディッシュ上に播種し、LIF を除去した ES 細胞培養液で培養した。培養

条件には 1％ O2、20％ O2 の 2 区の酸素濃度を用い、酸素濃度以外は 37℃、5％ CO2 飽和湿度条件で統

一した。

・DFO を添加した ES 細胞の培養

ES 細胞は上記と同様のものを用い、ゼラチンコート処理を施した細胞培養用ディッシュ上に播種し、

LIF を除去した ES 細胞培養液を用いて培養を行った。培養条件には、DFO の添加濃度を非添加、50μM、

100μM、150μM、200μM の 5 区とし、DFO 添加濃度以外は 20％ O2、37℃、5％ CO2 飽和湿度条件

で統一した。

・Real Time PCR

低酸素環境において培養した ES 細胞を、0.25％ Trypsin/0.04％ EDTA － PBS（ － ）を用いて細胞培養用

ディッシュより解離し、細胞のみを回収した。回収した細胞に TRizol Reagent（Invitrogen）を用いて行い、

cDNA 合成は High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit（ABI）を使用した。Real Time PCR には、

SYBR Green Ⅱ（Takara）を用い、95℃ 10 秒、95℃ 5 秒、60℃ 30 秒を 40 サイクル繰り返した。使用

したプライマーについては以下に示す。
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・半定量解析

半定量解析には⊿⊿ CT 法を用いて解析を行った。⊿⊿ CT 値の算出方法については以下に示す計算式を

用いて算出した。

　　　⊿ CT 値＝各遺伝子の発現量（CT 値）／ beta-Actin の発現量（CT 値）

　　⊿⊿ CT 値＝各⊿ CT ／キャリブレータ－サンプル（ES 細胞）の⊿ CT 値

・Western Blot 法及び Western Blot 法を用いた半定量解析

低酸素環境において培養を行った ES 細胞を、培養 2 日において回収後 SDS に溶解し、定法に従って

ウェット式による Western Blot 解析を行った。MVH の発現解析には抗 MVH 抗体を用いた。

３．結　　果

低酸素環境において ES 細胞を培養した場合の生殖細胞関連遺伝子への影響を検討するため、Real Time 

PCR を用いた半定量解析を行った。その結果、生殖細胞関連遺伝子の一つである MVH の mRNA 発現が低

酸素環境の影響により有意に上昇していることが示された。しかし、同時に検討を行った Blimp1 及び

Stella の mRNA 発現については、有意差は確認されなかった（図１）。

そのため、有意な mRNA 発現の上昇が見られた MVH についてタンパク質の発現解析を行った。その結

果、MVH のタンパク質発現についても mRNA 発現同様、低酸素環境の影響により有意に上昇しているこ

とが示された（図２）。

図１．各生殖細胞関連遺伝子の Real Time PCR による発現解析
　　　＊　：p<0.05（mean ＋ S.D.）
　　　cont：Control ＝ 20％酸素条件
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次に低酸素環境において発現上昇する HIF ファミリーのうち、どの因子が生殖細胞関連遺伝子に影響を

与えているのかを検討するため、DFO を ES 細胞培養液に添加し、培養を行った。

DFO は通常の酸素環境において、HIF の発現を誘導する試薬である。そのため、DFO 添加により低酸素

環境同様、MVH の発現が上昇すれば HIF が MVH の発現に関与していることを確認することができる。

まず通常の培養環境下に DFO を添加することにより HIF が上昇するのかを検討するため、HIF － 1αに

より発現が増加することが報告されている Sox9［14］の mRNA 発現量を Real Time PCR により検討した。

図２．Western Blot 法によるタンパク質発現解析及び半定量解析
　　　←　：MVH タンパク質検出部位
　　　＊　：p<0.05（mean ＋ S.D.）
　　　cont：Control ＝ 20％酸素条件

図３．DFO 添加による Sox9 発現への影響
　　　＊　：p<0.05 　　
　　　a,b,c：p<0.05（mean+S.D.）
　　　cont：Control ＝ 20％酸素条件 ＋ DFO 非添加
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その結果、Sox9 の発現は低酸素環境同様、DFO 添加により上昇することが示された（図３）。このことか

ら、DFO が HIF － 1αの発現を誘導することが間接的に示唆された。

そこで同条件を用いて ES 細胞を培養し、生殖細胞関連遺伝子への HIF － 1αの影響を検討した。低酸素

環境の影響により発現上昇の確認された MVH について Real Time PCR 及び Western Blot 法による発現解

析を行った結果、mRNA 発現及びタンパク質発現において、有意な発現上昇は確認されなかった（図４A, 

B）。しかし、MVH の mRNA において、有意な発現低下が確認された。続いて他の生殖細胞関連遺伝子の

発現解析を行った。その結果、Blimp1 及び Stella の mRNA 発現についても有意な遺伝子発現の変化は見

られなかった（図４A）。
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４．考　　察

本研究では、低酸素環境により誘導される HIF ファミリーが ES 細胞における生殖細胞関連遺伝子にど

のように影響するのかを検討することを目的とした。

本研究で観察した生殖細胞マーカーのうち、Blimp1 及び Stella については、低酸素下、DFO 添加のい

ずれの条件でも、mRNA の発現量には有意な変化は認められなかった。一方、低酸素環境において ES 細

胞を培養することにより MVH の mRNA 発現及びタンパク質発現が有意に上昇することが示された。しか

し、DFO 添加区では低酸素状態における変化とは逆に、MVH の mRNA 発現が有意に低下することが示さ

れた。また、有意差は認められなかったが、MVH のタンパク質発現についても発現量が低下する傾向が

認められた。

本研究で発現の変化が観察された MVH は、生殖細胞への分化と同時に増殖にも関与している遺伝子で

ある。子宮内における酸素濃度は 1 ～ 5％といった低酸素環境にあることが知られており［15］、MVH が

本来発現を開始する 10.5 日齢胚は常に低酸素環境下にあるといえる。そのため、HIF の発現が MVH の発

現上昇を誘起し、始原生殖細胞の細胞増殖に関与している可能性は高い。このことから、低酸素環境下で

の培養あるいは DFO の添加は HIF の安定化を通して PGC 形成関連遺伝子の発現を上昇させることが予想

図４．DFO 添加による生殖細胞関連遺伝子発現への影響
　　　A　 ：Real Time PCR による mRNA 発現解析
　　　B　 ：Western Blot 法によるタンパク質発現解析
　　　←　：MVH タンパク質検出部位
　　　a,b,c：p<0.05（mean ＋ S.D.）
　　　cont：Control ＝ 20％酸素条件 ＋ DFO 非添加
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された。近年、HIF - 2αが初期の生殖細胞で発現がみられる Oct-4 の発現を制御していることが示されて

おり、これをノックアウトしたマウスでは始源生殖細胞（Primordial Germ Cells ;  PGCs）数が著しく低下

することが報告されている［11］。低酸素環境下での培養で MVH の発現が上昇した事は、MVH の発現制

御にも HIF が関与する可能性を示唆するものであった。

一方、DFO 添加区で MVH の発現低下が認められた事については、DFO のもつ細胞毒性が一因としてあ

げられる。本研究において、DFO が報告通り HIF を誘導するということは、HIF - 1a あるいは HIF - 2a に

よって転写が促進される遺伝子であるSox-9の発現により確認した。しかし、未分化なES細胞では、HIFファ

ミリーのうち主に HIF - 1a が機能しており、HIF - 2a は発現しているものの、機能的な関わりは薄いと考

えられている。そのため、おそらく LIF 除去環境で分化を開始した時点で HIF - 2αが機能するようになる

と考えられるが、DFO 添加区では、何らかの要因によって HIF - 2αが生殖細胞の発生に機能する前に他

系譜へと分化の傾倒した可能性も考えられる。

現在までに、HIF ファミリーには、HIF - 1α以外に HIF2αあるいは 3αが知られている。特に、

HIF - 1αと HIF - 3αは未知の部分が多く、近年では初期発生との関わりも知られるようになってきてい

る。今後は HIF ファミリーである HIF - 1αや 2αを、siRNA を用いてノックダウンした ES 細胞を用いて、

同様の低酸素環境において培養を行うことで、今回の低酸素環境の影響により発現の上昇した生殖細胞関

連遺伝子の一つである MVH に、どの HIF ファミリーが影響しているのかを検討することができるのでは

ないかと考えられる。また、本研究において用いた低酸素環境は 1％ O2 のみであり、真に生理学的条件

においたとは考え難い。そのため、他の酸素濃度において同様の培養を行い、生殖細胞関連遺伝子の発現

解析を行うことにより、より生殖細胞への分化誘導に適した酸素濃度を決定することができるかもしれな

い。
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英 文 要 旨

Effect of hypoxia on early germ cell differentiation 
from a mouse embryonic stem cell line.

Toshihiro Mihara 1 , 2，Nozomi Hayashiji 3，Takeshi Teramura 2，Yuta Onodera 2，

Toshiki Matsuoka 4，Kanji Fukuda 2 , 4，Yoshihiko Hosoi 1 , 3

Abstract

Hypoxia is involved in many physiological and pathophysiological processes such as erythropoiesis, 

tumor growth and embryo/fetal development. Hypoxia alters a lot of gene expression via stabilization of 

the hypoxia-inducible factor（HIF）family members. HIFs are heterodimeric transcription factors and 

bind to the defined hypoxia response element（HRE）in the promoter of the affected genes. Recently, it 

has been reported that the HIFs play some important roles in early germ cell development. However, the 

detailed mechanisms and the target genes remain unknown.

Here, we examined the effect of hypoxia and hypoxia-mimetic deferoxamine mesylate（DFO）on 

expression of primordial germ cell（PGC）-marker genes Mvh, Stella and Blimp-1 using a mouse 

embryonic stem cell（ESC）line.
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