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要　約
　マウス初期胚における最初の細胞分化は，受精 2.5 日後の 8 細胞期から 3 日後の桑実期にかけて開始する。胚盤胞期
になると，将来，胎仔を形成する内部細胞塊と胎盤を形成する栄養外胚葉に分化する。我々はマウスの個体形成にお
ける最初の細胞分化が開始する桑実胚より，EGAM1 ホメオタンパク質群（EGAM1，EGAM1N，EGAM1C）を発見
した。EGAM1 ホメオタンパク質群は転写因子であると推定されるが，標的遺伝子は同定されていない。本研究では，
EGAM1 ホメオタンパク質群の発現が検出されない体細胞株である，マウス線維芽細胞由来 NIH3T3 細胞およびマウス
筋芽細胞由来 C2C12 細胞を用い，これらタンパク質群を遺伝子工学的手法により一過性に単独強制発現させた。その後，
マウス初期胚および ES 細胞で発現し，これらの未分化状態の維持に重要な転写因子をコードする Oct4 および Nanog

遺伝子の発現誘導について検討した。その結果，EGAM1C の単独強制発現により双方の細胞株において Oct4 遺伝子，
また，いずれの EGAM1 ホメオタンパク質群の単独強制発現によっても双方の細胞株において Nanog 遺伝子の発現が
誘導されることが示された。今後は，両遺伝子のプロモーター領域と EGAM1 ホメオタンパク質群との相互作用につ
いて詳細に検討する必要がある。
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緒　言

マウス初期胚における最初の細胞分化は，受精 2.5 日後
の 8 細胞期から受精 3 日後の桑実期にかけて開始する 

（Johnson と McConnell, 2004）。早期胚盤胞（受精 3.5 日
後）では，胎仔を形成する内部細胞塊と，胎盤を形成す
る栄養外胚葉へ形態的にも明確に分化する。後期胚盤胞

（受精 4.5 日後）までに卵黄嚢を形成する原始内胚葉が
内部細胞塊から分化し，胞胚腔に面した領域に移動する 

（Yamanaka ら , 2006）。内部細胞塊より，胚性幹細胞

（embryonic stem cells，ES 細 胞 （Evans と Kaufman, 
1981）） が樹立された。マウス ES 細胞の未分化状態は，
白血病阻害因子（LIF）とウシ胎仔血清（FCS）を添加
した培養液により維持することができる。内部細胞塊お
よび ES 細胞の未分化状態の維持には，転写因子である
OCT4 （Nichols ら , 1998） および NANOG （Mitsui ら , 
2003; Chambers ら , 2003） が重要であることがよく知ら
れている。また，体細胞では Oct4 および Nanog 遺伝子
の発現はほとんど検出されず，分化誘導後の ES 細胞で
はいずれの発現量ともに大きく低下する。

我々は，胎仔，および妊娠の維持に必須な臓器である
胎盤，卵黄嚢等の胚体外組織の形成を制御する分子基盤
を明らかにするために，マウス初期胚における 4-8 細胞
期から桑実期にかけて発現量が増加する遺伝子を探索
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し，EGAM1（Expressing gene at morula stage-1）ホ
メオタンパク質群（EGAM1，EGAM1N，EGAM1C）
を 発 見 し た （Saito ら , 2010）。Egam1 mRNA は 第 7
染色体にコードされる Crxos 遺伝子座から転写され，
Egam1n mRNA は Egam1 mRNA のスプライシングバ
リアントとして生成される。また，Egam1c mRNA は
Crxos 遺伝子座から転写されるトランスクリプトバリ
アントである。マウス初期胚のモデル細胞としてマウ
ス ES 細胞を用いることにより，EGAM1 は分化促進，
EGAM1N は未分化状態の維持に関与することが示さ
れた （Saito ら , 2010）。一方，マウス ES 細胞における
EGAM1C の機能は現在のところ不明であるが，分娩直
前の胎盤において胎盤性プロラクチンファミリー遺伝子
群の発現促進に関与することが判明している （Saito ら , 
2011）。成体マウスでは生殖腺，目，胸腺を除く各種の
臓器，および代表的な体細胞株であるマウス線維芽細胞
由来 NIH3T3 細胞において，EGAM1 ホメオタンパク質
群 mRNA またはタンパク質の発現は検出されないこと
が判明している （Saito ら , 2010）。一方，EGAM1 ホメ
オタンパク質群はマウス初期胚および ES 細胞の未分化
状態および細胞分化に関与する転写因子であると推定さ
れるが，標的遺伝子は同定されていない。

そこで本研究は，EGAM1 ホメオタンパク質群の発現
が検出されない培養体細胞株と遺伝子工学技術を用い，
これらタンパク質群を強制発現させることにより，マウ
ス初期胚および ES 細胞で発現している重要な遺伝子の
発現との関連について検討した。具体的には，いずれも
体細胞に由来する NIH3T3 細胞およびマウス筋芽細胞
由来 C2C12 細胞においてそれぞれの EGAM1 ホメオタ
ンパク質群を個別に強制発現させ，Oct4 および Nanog

遺伝子の発現誘導について検討した。

材料および方法

１．NIH3T3 細胞および C2C12 細胞の培養および遺伝
子導入

NIH3T3 細 胞 は 10% FCS（Hyclone） を 添 加 し た
Dulbecco̓ s modified Eagle̓ s medium（DMEM，日水製
薬），C2C12 細胞は 10% FCS，高グルコース添加（4.5 
g /L）DMEM を用いて培養（37℃，5% CO2）した。
NIH3T3 細胞は理化学研究所バイオリソースセンターよ
り入手後（継代数不明）に本研究室において 10% FCS
添加 DMEM により 10 回継代培養し（継代数 10 とする），
その後，継代数 22 までの細胞を用いた。また，C2C12
細胞は DS ファーマバイオメディカルより入手後（継代
数 13），継代数 22 までの細胞を用いた。いずれの細胞

株ともに，凍結融解後は継代培養 10 回（約 1 ヶ月）以
内に実験に用いた。

既報 （Kobayashi ら , 1998） にもとづき，リポフェク
ション法により遺伝子導入を行った。EGAM1 ホメオタ
ンパク質群発現ベクターは，CAG プロモーターを有す
る発現ベクター pMK10 （Kobayashi ら , 1996; Abe ら , 
2011） にそれぞれの cDNA を組込んだ pMK10/Egam1，
pMK10/Egam1n，pMK10/Egam1c を用いた （Saito ら , 
2010）。これら EGAM1 ホメオタンパク質群発現ベクタ
ー，または対照として Empty ベクターを遺伝子導入し
た 2 日後に，SDS-PAGE 用サンプルバッファーまたは
Isogen（ニッポンジーン）を用いて細胞溶解液を調製し
た。

２．マウス初期胚の培養
既報 （Kobayashi ら , 2011） にもとづいて過剰排卵処

理を施した CD-1 雌マウス（6 週令以上，日本チャール
スリバー）と同系雄マウス（8 週令以上）を交配後，卵
管かん流により 2 細胞期卵を回収した。体外培養をおこ
ない，桑実胚を得て，Isogen を用いて細胞溶解液を調
製した。

３．ウェスタンブロッティング
既報 （Saito ら , 2010） にもとづき，サンプルバッ

ファーに溶解した細胞溶解液をウェスタンブロッテ
ィング法により分析した。1 次抗体として Can Get 
Signal Solution 1（東洋紡）により希釈したウサギ抗
EGAM1N （Saito ら , 2010） または抗 EGAM1C （Saito 
ら , 2011） ポリクローナル抗血清（20,000 倍希釈），2 次
抗体として Can Get Signal Solution 2 により希釈した
Horseradish peroxidase 標識抗ウサギ IgG 抗体（800,000
倍希釈，Chemicon）を用いた。基質として ECL Plus 
Western Blotting Detection System（GE Healthcare）
を用い，LAS-4000 イメージアナライザー（富士フイ
ルム）により化学発光を検出した。また，ウサギ抗ヒ
ト β-ACTIN 抗体（20,000 倍希釈，Imgenex）を用いて
β-ACTIN タンパク質を検出し，ローディングコントロ
ールとした。

４．Reverse transcriptase PCR（RT-PCR）
　Isogenにより調製した細胞溶解液より，既報 （相馬ら, 2011） に
もとづいてRNAの精製，cDNAの合成，および RT-PCRをおこ
なった。cDNAを用いてOct4，Nanog，ハウスキーピング遺伝子
Gapdh cDNAをPCRにより増幅した。なお，用いたプライマーは
次の通りである。Oct4； 5’-AGCACGAGTGGAAAGCAAC-3’， 
5’-CCTTCTCTAGCCCAAGCTGA-3’ （PCR 産物のサイズ
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は509 bp），Nanog；5’-GCAGGTTAAGACCTGGTTTC-3’， 
5’-CACTGTCTCCCAAAGCCTAGA-3’ （同 1119 bp），
Ga pd h； 5 ’ -ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’， 5 ’
-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’ （同 452 bp）。また，
PCR 増幅産物の塩基配列を決定し，標的配列であるこ
とを確認した。

結　果

まず最初に，EGAM1 ホメオタンパク質群発現ベク
ターの導入 2 日後におけるタンパク質の一過性強制発
現について，ウエスタンブロッティング法により定性
的に検討した（Fig. 1）。NIH3T3 細胞および C2C12 細
胞いずれにおいても，Empty ベクター導入細胞におい
て EGAM1 ホメオタンパク質群は検出されなかった。
一方，発現ベクターを導入したこれらの細胞株では，
EGAM1，EGAM1N，EGAM1C タンパク質の発現が明
確に検出された。

次に，Oct4 および Nanog 遺伝子の発現誘導について
RT-PCR 法により定性的に検討した（Fig. 2）。NIH3T3
細胞および C2C12 細胞いずれにおいても，Empty ベク
ター導入細胞において Oct4 mRNA の発現は検出されな
かった。一方，EGAM1C を強制発現させた NIH3T3 細

胞および C2C12 細胞においては，Oct4 mRNA の発現
が検出された。しかし，EGAM1 または EGAM1N を強
制発現させたいずれの細胞株においても，Oct4 mRNA
の発現は検出されなかった。さらに，Empty ベクター
を導入した NIH3T3 細胞および C2C12 細胞において
Nanog mRNA は検出されなかったが，双方の細胞株に
おいて，いずれの EGAM1 タンパク質群を強制発現さ
せた場合でも Nanog mRNA の発現が検出された。

なお，それぞれの実験を独立して 2 回おこなったとこ
ろ，ほぼ同一な結果が得られた。従って，代表的な 1 回
の実験結果について図示した。また，PCR 増幅産物の
塩基配列は標的配列と一致していた。

考　察

我々は，EGAM1 または EGAM1N タンパク質をマ
ウス ES 細胞において強制発現させた場合，細胞分化
または未分化状態の維持に影響を及ぼすことを見出し
た （Saito ら , 2010）。また，胎盤構成細胞への分化能を
保持しているマウス栄養膜幹細胞株 TS7 細胞 （細井ら , 
2010） において EGAM1C を強制発現させた場合，胎盤

Fig. 1.  Ectopic expression of EGAM1 homeoproteins in mouse 
fibroblast NIH3T3 cells and mouse myoblast C2C12 cells. NIH3T3 
and C2C12 cells were transiently transfected with the respective 
expression vectors. Two days after transfection, the expression of 
EGAM1 (29 kDa), EGAM1N (14 kDa), and EGAM1C (17 kDa) 
was analyzed by Western blotting. β-ACTIN was detected as a 
loading control.

Fig. 2.  Expression of mRNAs for Oct4 and Nanog in NIH3T3 
and C2C12 cells after the transfection with expression vectors 
for EGAM1 homeoproteins. NIH3T3 and C2C12 cells were 
transiently transfected with the respective expression vectors. Two 
days after transfection, the expression of mRNAs for Oct4 (509 
bp) and Nanog (1119 bp) was analyzed qualitatively by RT-PCR. 
Expression of Gapdh (452 bp) was analyzed as a housekeeping 
gene. Expression of Oct4 and Nanog in morulae was also detected 
as a positive control.
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性プロラクチンファミリー遺伝子群の発現が増強される
ことを見出した （Saito ら , 2011）。また一般に，ホメオ
タンパク質は転写因子として機能することが知られてい
る （Gehring ら , 1994）。以上のことは，EGMAM1 ホメ
オタンパク質群は転写因子であることを強く示唆して
いる。本研究により，代表的な体細胞株である NIH3T3
細胞，C2C12 細胞において EGAM1 ホメオタンパク質
群を一過性に強制発現させた場合，双方の細胞株におい
て EGAM1C 強制発現により Oct4 遺伝子，双方の細胞
株においていずれの EGAM1 ホメオタンパク質の強制
発現によっても Nanog 遺伝子の発現を誘導できること
が示された。本来，これらの細胞株において EGAM1 ホ
メオタンパク質群の発現は検出されないこと，EGAM1
ホメオタンパク質群の単独強制発現により発現誘導され
たことより，EGAM1 ホメオタンパク質群と Oct4 およ
び Nanog 遺伝子の発現誘導との間に直接的な関係が存
在する可能性が考えられる。

Fig. 3 に示すように，EGAM1 ホメオタンパク質群に
は一次構造上，深い関連が認められる。ホメオドメイ
ンは DNA 結合ドメインとして機能するが，EGAM1N，
EGAM1C の ホ メ オ ド メ イ ン は そ れ ぞ れ ペ ア ー ド

（paired）タイプ，エングレイルド（engrailed）タイプ
と最も相同性が高く （Saito ら , 2010），アミノ酸レベル
での互いの相同性は約 25% である。また EGAM1 は，
どちらのホメオドメインともに保持している。なお，現
在までのところ EGAM1 ホメオタンパク質群において，
ホメオドメイン以外の機能ドメインは見出されていな
い。本研究においていずれの EGAM1 ホメオタンパク
質群の強制発現によっても Nanog 発現が誘導されたこ
とより，EGAM1N，EGAM1C が保持するホメオドメイ
ンいずれも Nanog 遺伝子の発現誘導に関与できると考

えられる。一方，Oct4 遺伝子の発現誘導は EGAM1C を
強制発現させた場合においてのみ認められた。EGAM1
も EGAM1C に認められるホメオドメインを保持してい
ることを考慮すると，Oct4 遺伝子の発現誘導に関して
は，EGAM1C のホメオドメインと EGAM1C 分子内の
みに存在する他の領域との相互作用が考えられる。その
候補としては，EGAM1C 分子内に特異的に存在するア
ミノ酸配列（Fig. 3，black box にて示した領域，アミ
ノ酸位置番号 1-12）があげられる。一方，ホメオタンパ
ク質はホモ二量体，または他のタンパク質分子とヘテロ
二量体を形成して転写制御活性を示すことが報告されて
いる （Gehring ら , 1994）。すなわち，複合体を形成する
ことにより転写因子としての特異性が現れる可能性も考
えられる。これらのことを明らかにするためには，Oct4

および Nanog プロモーターを単離し，欠失変異体や点
変異体を含む EGAM1 ホメオタンパク質群が示すプロ
モーター領域への結合活性の有無，転写制御活性等を検
討する必要がある。

近年，山中ら （Takahashi と Yamanaka, 2006; Okita
ら , 2007） は， 転 写 因 子 遺 伝 子 群 Oct4，Sox2，Klf4，
c-Myc を体細胞であるマウス胎仔線維芽細胞に同時に遺
伝子導入することにより，Oct4，Nanog 遺伝子を含む
ES 細胞特異的な遺伝子群を発現し，かつ，ES 細胞と
同等な分化能を保持する人工多能性幹細胞（iPS 細胞）
を樹立できることを報告した。本研究では EGAM1 ホ
メオタンパク質群発現ベクターの導入 2 日後において
Oct4，Nanog 遺伝子の発現誘導について検討したが，今
後は EGAM1 ホメオタンパク質群を長期間にわたり発
現させた時の ES 細胞特異的な遺伝子群の発現誘導につ
いて検討する予定である。また，EGAM1 ホメオタンパ
ク質群を安定的に発現させることにより，体細胞からの

Fig. 3.  Schematic diagram of the primary amino acid sequence for EGAM1 homeoproteins in combination with results 
obtained in this study. Amino acid sequences of EGAM1, EGAM1N, and EGAM1C proteins were compared. Boxes 
filled with the same patterns, including white boxes, indicate the regions matching completely in each protein. Note 
that a black box in EGAM1C indicates a unique region among EGAM1 homeoproteins. Arrowheads indicate genes 
activated in NIH3T3 and C2C12 cells when transiently transfected with expression vectors for the respective EGAM1 
homeoproteins.
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iPS 細胞の樹立効率を向上させることができる可能性も
考えられる。

以上のように，EGAM1 ホメオタンパク質群を体細胞
に由来する NIH3T3 および C2C12 細胞において一過性
に単独強制発現させた場合，Oct4 または Nanog 遺伝子
の発現が誘導されることが判明した。今後は，両遺伝子
のプロモーター領域と EGAM1 ホメオタンパク質群と
の相互作用について詳細に検討する必要がある。
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Recently, we identified EGAM1 homeoproteins (EGAM1, EGAM1N, and EGAM1C) in 

preimplantation mouse embryos. The mRNAs and its encoded proteins also expressed in mouse 

embryonic stem (ES) cells are capable of regulating the maintenance and/or differentiation of ES cells. 

These proteins are considered to act as transcription factors from their structural features, while direct 

target genes are still unknown. In the present study, we transiently transfected the respective expression 

vectors for EGAM1 homeoproteins into NIH3T3 and C2C12 cells. Two days after transfection, the 

expression of mRNAs for Oct4 and Nanog, crucial genes encoding transcription factors to sustain the 

pluripotency of preimplantation embryos and ES cells, was analyzed qualitatively by RT-PCR. In both 

cell lines, upregulation of Oct4 mRNA was induced by forced expression of EGAM1C protein. On the 

other hand, upregulation of Nanog mRNA was induced by all respective EGAM1 homeoproteins in 

both cell lines. These results demonstrated that ectopic expression of EGAM1 homeoproteins induced 

the expression of Oct4 or Nanog in cell lines derived from somatic cells, including NIH3T3 and C2C12 

cells. Interactions between EGAM1 homeoproteins and promoter regions of Oct4 and Nanog should be 

analyzed in future experiments.
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