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研究成果の概要（和文）：霊長類ES細胞は、マウスES細胞の様な単細胞継代培養を行うと、アポトーシスで死滅する。
これは臨床応用に向けた、ヒトiPS細胞の「遺伝子改変」や「株化細胞樹立」の障害となる。我々は、霊長類とマウスE
S細胞の違いに着目し、ERas遺伝子発現が異なることを見つけた。近年、ヒトES細胞にROCK阻害薬を添加することによ
り、単細胞継代時のアポトーシス抑制・細胞増殖を促進が報告された。本研究では、マウス・霊長類ES細胞におけるER
as遺伝子の「Rho/ROCK経路」を介した「アポトーシス」への関与を明らかにし、ERas遺伝子の新たな機能を明かにした
。

研究成果の概要（英文）：ERas promotes proliferation of mouse embryonic stem cells, however human ES cells 
hardly express the ERas gene. Human ES cells , poor survival after cell dissociation is a major obstacle t
o research, hindering manipulation such as sorting and cloning of cells. On the other hand,  treatment of 
hES cells with ROCK inhibitor markedly diminished apoptosis, enabling hES cells to propagate as mouse ES c
ells do following dissociation(Watanabe et al.,2007). We examined the relationship between ERas and the Rh
o/ROCK pathway. Results, our study have revealed a previously unknown pathway that inactivated the Rho/ROC
K pathway in ES cells to suppress apotheosis.
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１．	 研究開始当初の背景	 
	 

	 高い増殖能と分化能を持ち患者自身の細
胞から作製できる事から、iPS 細胞/ES 細胞
は、遺伝子治療・移植治療、個人向けの副
作用の少ない薬物治療等のオーダーメード
治療、疾患発症機序の解析等への応用が期
待されている。その為、効率の良い分化方
法や作製された iPS 細胞の選択・純化(株
化)が必要となる。しかし、マウス ES 細胞
/iPS 細胞は、単一細胞分散継代が可能であ
るが、霊長類(ヒト・サル)	 ES 細胞/iPS 細
胞は、単一細胞分散継代によりアポトーシ
スを起こし、殆どの細胞が死滅する事が知
られている。その為、遺伝子導入効率やク
ローニング効率が低く、さらに細胞継代に
熟練を要し取り扱いが難しい。	 
	 そこで、我々は、マウスとヒトのES/iPS

細胞の間で発現の異なる因子の一つである

「ERas遺伝子」に着目した。ERas遺伝子（ES	 

cells	 expressed-Ras）は、遺伝子配列はイ

ヌ・ブタ等でも存在するが、未分化マウス

ES細胞にのみ発現し、ヒトES細胞では全く

発現していない（Kameda	 et	 al.	 Stem	 Cells	 

2005;23:1535）。ERas遺伝子は、ES細胞の

増殖能を有するが、個体発生やES細胞の未

分化性には関与しない（Takahashi	 et	 al.	 

Nature2003;423:541）。さらに、ERas遺伝

子はRasファミリーに属し、PI3キナーゼ

-AKTを介した細胞増殖促進機能が報告され

て い る (Takahashi	 et	 al.	 Nature	 

2003	 ;423:541)。しかし、Ras遺伝子と異な

り、Raf1、RalGDSとは結合しない事が報告

さ れ て い る 。 （ Takahashi	 et	 al.	 

BioSociety&Transaction2005;33:1522,Tak

ahashi	 et	 al.JBC2005;	 280:32768）。また、

近年、「マウスiPS	 細胞由来のガン幹細胞

にERas	 遺伝子が発現している」(ChenL	 et	 

al.	 PlosOne	 2012;	 7(4):e33544)や、「神

経芽細胞腫にERas	 遺伝子が、発現すると抗

癌治療耐性になる」という報告がある

（Aoyama	 et	 al	 .International	 Jour	 of	 

Onco	 2010;	 37:1011-1016）。これら論文の

多くは「PI3	 キナーゼ経路を介した細胞増

殖能の亢進による」と報告され、他の伝達

経路についての知見は殆ど報告されていな

い。近年、渡辺らにより、ヒトES細胞の単

一細胞分散継代時に「ROCK阻害薬」を作用

させるとアポトーシスを抑制する事が報告

された（Watanabe	 et	 al.	 NatureBiotech	 

2007;	 25:	 681）。さらに、ROCK阻害薬の

研究により、Rho-ROCK経路は、アポトーシ

スを抑制する報告があった（Minambres	 et	 

al.	 J.CellScience	 2006;119:271）。一方

で、ROCK	 阻害薬の霊長類ES	 細胞への作用

機序については、不明な点が多い。	 

	 
２.	 研究の目的	 
	 
我々は、ERas	 遺伝子は、ROCK	 阻害剤の作
用機序を担う一因子である可能性が高いと
考えた。本研究では、マウス・霊長類 E	 S	 細
胞における E	 R	 a	 s	 遺伝子の「R	 h	 o	 /	 R	 O	 
C	 K	 経路」を介した「アポトーシス」への
関与を検討する。	 
	 
３．研究の方法	 
	 
	 初めに、ヒト ES 細胞の代用として、カニ
クイザル ES 細胞を用いる為に、カニクイザ
ルにおける ERas 遺伝子発現を検討した。1.
ヒト・マウス共通配列上で作製した primer
を作製し、カニクイザルで保存されている
ERas 遺伝子配列を確認した。さらに、カニ
クイザル ES 細胞（CMK6）、カニクイザル組
織（脳・心臓・腸・脾臓・卵巣・骨格筋・
肝臓・腎臓）における ERas の発現を検討し
た。発現が認められた場合には、ERas 遺伝
子の細胞増殖機能において検討した。次に、
カニクイザル ES 細胞の単一細胞継代時に
ROCK 阻害剤を使用し、アポトーシス抑制効
果の有無を確認した。	 
	 さらに、ERas欠損マウスES細胞へのROCK
阻害薬の効果を検討した。細胞増殖能亢進
の効果が認められた場合には、細胞増殖能
によるものか精査し、ERas 欠損マウス ES
細胞への ERas 遺伝子の再導入を行い、細胞
増殖能・アポトーシス抑制能について検討
する。	 
	 	 
４．研究成果	 
	 

ERas 遺伝子は、マウス ES 細胞では発現が

認められるが、ヒトでは発現しない事が知

られている。初めに、カニクイザル ES 細胞

における発現を検討した。その結果、カニ

クイザル ES 細胞では、マウス ES 細胞より

発現量は少ないが、発現している事がわか

った。（fig.1）	 
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<fig.1:ヒト・カニクイザル・マウスES細胞におけ

るERas遺伝子の発現比較(RT-PCR)＞	 

	 

このカニクイザルES細胞から、カニクイザ

ルERas遺伝子をクローニングし、遺伝子配

列を比較した結果、マウスよりも、ヒトERas

 



の遺伝子配列に近いものである事がわかっ

た。(fig.2)	 
[GENETYX-MAC: Multiple-Alignment]
Date        : 2011.03.02

cyERas gene.seq       1 ATGGAGCTGCCAACAAAGCCTGGCACCTTCGACCTGGGCCTGGCCACATGGAGCCCTTCC      60
hERas.seq             1 ............................................................      60
mERas gene.seq        1 ....CTT....T......T..A...T...G......A..TCC.G...CCCAT..A.CAGA      60

cyERas gene.seq      61 TTCCAGGGGGAAACCCACCGGGCACAGGCACGCTGCAGGGATGTTGGCAGGCAGCTGCCT     120
hERas.seq            61 .......................T.........C..........................     120
mERas gene.seq       61 .CT.CA.A.....GT...GA...TTG.....AG....AA....C............A..C     120

cyERas gene.seq     121 GAGTACAAGGCTGTGGTGGTGGGCGCGAGTGGCGTGGGCAAGAGTGCGCTGACCATCCAG     180
hERas.seq           121 ..........................C.................................     180
mERas gene.seq      121 ...........A...........T..A.....T..T..T..A.....T..C.........     180

cyERas gene.seq     181 CTGAACCACCAGTGCTTCGTGGAGGACCATGACCCCACCATCCAGGATTCCTACTGGAAG     240
hERas.seq           181 .............................C..............................     240
mERas gene.seq      181 A...CT.....A.........A.A..............T.....A...............     240

cyERas gene.seq     241 GAGTTGACCCTGGACAGTGGGGACTGCATTCTGAATGTGTTGGACACAGCAGGGCAGGCC     300
hERas.seq           241 .......................................C....................     300
mERas gene.seq      241 ..AG..G..AG.....AC..A.G..A......A.....TC....T...T.T.......AT     300

cyERas gene.seq     301 ATCCATAGGGCCCTGCGTGACCAGTGCCTGGCTGTCTGTGATGGTGTGCTGGGCGTCTTC     360
hERas.seq           301 ............................................................     360
mERas gene.seq      301 ..T..CC....T...............T....ATCTG......................T     360

cyERas gene.seq     361 GCTCTCGATGACCCCTCGTCTCTGATCCAGCTGCAACAGATATGGGCCACCTGGGGCCCT     420
hERas.seq           361 ...................................G........................     420
mERas gene.seq      361 .....T..C...............GA....T....G.........T........AC....     420

cyERas gene.seq     421 CACCCCGCCCAGCCCCTTGTCCTCGTGGGCAACAAGTGTGACCTTGTGACCACCGCTGGA     480
hERas.seq           421 .....................................................T......     480
mERas gene.seq      421 ....A.AAG.....T..G..A..A....................G........T......     480

cyERas gene.seq     481 GATGCTCATGCCGCTGCTGCAGCCCTTGCACACAGCTGGGGGGCCCACTTCGTGGAGACC     540
hERas.seq           481 ..........................C.................................     540
mERas gene.seq      481 ...........T..C..A..CCT......T....AG.T........C...G...A.....     540

cyERas gene.seq     541 TCAGCCAAAACACGGCAAGGCGTGGAGGAGGCCTTTTCTCTGCTGGTCCATGAGATCCAG     600
hERas.seq           541 ..G...................................C.....................     600
mERas gene.seq      541 ........G..G........T........A......G.C.....T...........T...     600

cyERas gene.seq     601 AGGGTCCAGGAGGCCATGGCCAAGGAGCCCATGGCAAGGTCCTGTAGGGAGAAGGCCCGG     660
hERas.seq           601 ....................G.................................A.....     660
mERas gene.seq      601 ....C.........TG.....G.ATCAAG..A.AAG.CCCGACACCA.A.AGCC.TGT.T     660

cyERas gene.seq     661 CACCAGAAGGCCACCTGCCACTGTGGCTGCTCTGTGGCCTGA                       702
hERas.seq           661 ..........................................                       702
mERas gene.seq      661 AG.TGTGGCTG.T.TGTAGC...A                                         684	 
<fig.2:カニクイザル・ヒト・マウスERas遺伝子配

列の比較＞	 

	 

次に、マウスERasは、未分化ES細胞にのみ

発現が認められ、分化した細胞・組織には、

発現しない事が知られている。また、ヒト

においては、ESのみならず、体細胞にも発

現しないが、ヒトの胃がん細胞では発現し

ている報告がある。そこで、ERasカニクイ

ザルの体組織における、ERasの発現を調べ

た。その結果、カニクイザルの体細胞では

発現が認められた。（fig.3）	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 
<fig.3:カニクイザルにおけるERas遺伝子発現

（RT-PCR）>	 

	 

カニクイザルにおけるERasタンパク発現を

免疫染色にて検討した結果、ERasタンパク

は、各組織に発現していることがわかった。

（fig.4）	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 
<fig.4:カニクイザル体組織中のERas発現(赤色)>	 

さらに、カニクイザルES細胞由来の奇形種

において、サルERasの発現を検討した。奇

形種は、NOGマウスにカニクイザル未分化ES

細胞を接種して作製した。カニクイザルES

細胞と、その細胞由来の奇形種由来のERas

のmRNAの発現を比較したところ、奇形種の

発現は、ES細胞の5倍の結果であった。	 

	 次に、サル・マウスERas遺伝子の機能に

ついて検討した。ERas遺伝子の機能は、細

胞増殖の亢進と増腫瘍性が知られている。

そこで、カニクイザルストローマ細胞に、

サルおよびマウスERas-GPF遺伝子を強制発

現させた細胞株を作製した。これらの細胞

株を、FACSの調べた処、遺伝子発現効率は、

93%-97%であった。また、ERas遺伝子は、細

胞膜裏打ちタンパクであり、ERas強制発現

サルストローマ細胞には、膜への局在が認

められた。(fig5)	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

(下図control:	 GFPvectorのみ)	 

	 
<fig5：サルERas遺伝子発現サルストローマ細胞内

におけるERas遺伝子（GFP）の細胞膜への局在を示

した。下図は、GFP遺伝子のみを発現させた場合で

細胞全体に発現している。>	 

	 

さらに、ERas遺伝子強制発現サルストロー

マ細胞の増殖機能をMTTアッセイにて調べ

た。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 
<fig.6:カニクイザルStroma細胞に、カニクイザル

または、マウスERas遺伝子を強制発現させ、時間

（横軸）経過とともに、細胞増殖能を調べた。>	 

	 

この結果より、ERas遺伝子強制発現Stroma

細胞は、細胞増殖能が亢進している様な結

果が得られた。次に、単一細胞継代後の接

着細胞数を合わせて再測定を行った。（fig.	 

7）。結果、細胞増殖曲線の傾きはほぼ一致

 

 

 

 



しており、fig.6で見られた細胞増殖は、継

代直後の細胞接着数の違いによる事がわか

った。	 

<fig.7:fig.6のDATAから、単一継代培養後に接着

した細胞数を同一にしたDATA。細胞の増殖曲線は、

全て同じ傾きをしめしている。>	 

	 

	 以上の事から、ERas 遺伝子は、カニクイ
ザルにおいて、ES 細胞および体細胞に発現
している事を発見した。さらに、サル ERas
遺伝子は、細胞増殖亢進および増腫瘍性に
はあまり関与しない事が示唆された。さら
に、Fig.6 と 7 より、ERas 遺伝子の機能は、
細胞増殖亢進というより、継代後の細胞接
着を促進している結果が得られた。	 
	 
	 次に、ヒト ES/iPS 細胞も、単一細胞継代
時に細胞の殆どがアポトーシスを起こして
死滅する事が知られている。近年、ROCK 阻
害薬を作用させる事により、継代時のアポ
トーシスを抑制できる事が報告された
（Watanabe	 et	 al.	 NatureBiotech	 2007;	 
25:	 681）しかし、詳細な作用機序は、ま
だ不明な点が多い。	 
	 そこで、我々の発見した ERas 遺伝子の新
たな機能（細胞接着能亢進）が、ROCK 阻害
薬の機能と関わりがある可能性を考えた。	 
	 
	 まず、同じ霊長類であるカニクイザル ES
細胞でも、ROCK 阻害薬を作用させるとヒト
と同様の現象が得られるかを検討した。	 
（fig.8）	 

	 
<fig.8:カニクイザル ES 細胞を単一細胞継代時に、

添加した ROCK 阻害薬の効果を検討した。継代後 2

日目と 7日目。>	 

	 
この結果から、カニクイザル ES 細胞におい
ても、ヒト ES 細胞と同様、ROCK 阻害薬の
添加により、継代後の細胞数が増加してい
た。	 
	 さらに、カニクイザル ES 細胞の継代時、
ROCK 阻害薬を添加した場合では、細胞数・
コロニー数共に、優位にコロニー数・細胞
数とも増加していた。（論文作成中の為、
DATA なし）	 
	 次に、ERas 欠損マウス ES 細胞株（ERas(-)	 
）に、ROCK 阻害薬を作用させた。ERas 欠損
マウス ES 細胞株の細胞増殖能は、野生株（マ
ウス ES 細胞：ERas（+））の約 35%-60%であっ
たが、ROCK 阻害薬を作用させると、野生株と
ほぼ同等の細胞増殖能にまで回復した（論文
作成中の為、DATA なし）。	 
	 さらに、ERas欠損マウスES細胞株（ERas(-)	 
）と野生株（ERas（+））の単一継代培養時の
細胞接着数を継代 12 時間後に比較した。結
果、親株と比較し、細胞接着している細胞割
合が優位に低下していた。	 
	 しかし、ERas欠損マウスES細胞株（ERas(-)	 
）に ROCK 阻害薬を作用させた場合には、野
生株（ERas（+））と同等近くまで回復してい
た（論文作成中の為、DATA なし）。	 
	 これらの結果により、ERas 遺伝子は、ROCK
経路によるアポトーシスの調整に関与して
いる事がわかった。さらに、詳細に検討を進
めていく予定である。	 
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「実験動物に対する消化管運動バルーン計

測法の検討」	 

4. 小畑孝弘,	 柴田淑子,川越政美,	 二部恒美,	 
池田勝久,	 佐藤政義,	 戸井田和実,	 助川	 

康子,	 池田たま子，松田幸久	 

	 実験動物技術者協会	 第 47 回総会 in	 晴

れの国	 岡山	 2013.9	 岡山市	 

「緑膿菌等の細菌を用いた微酸性水の殺

菌・消毒効果の検証」	 

5. 川越政美，小畑孝弘，戸井田和実，九島秀
美，柴田淑子，池田勝久，佐藤政義，二部

恒美，池田たま子，松田幸久	 

	 日本実験動物技術者協会	 平成２４年度

奥羽・東北支部合同勉強会，2012.11	 盛岡	 

	 「セリウスソフト水の長期摂取がＢ６マ

ウスの繁殖等に及ぼす影響について」	 

6. 助川康子，二部恒美，川越政美，柴田淑子，
池田勝久，佐藤政義，小畑孝弘，戸井田和

実，鈴木美帆子，九島秀美，津谷優子，池

田たま子，松田幸久	 

日本実験動物技術者協会	 平成２４年度奥

羽・東北支部合同勉強会，2012.11	 盛岡市	 

「秋田大学動物実験部門での蟯虫感染につ

いての事例」	 

7. 戸井田	 和実、池田	 たま子、二部恒美、鈴
木美帆子、佐藤正義、小畑孝弘、九島秀美、

川越政美、助川康子、池田勝久、柴田淑子、

津谷優子、松田幸久	 

	 平成23年	 日本実験動物技術者協会	 奥

羽・東北支部合同勉強会	 2011.11	 

「秋田大学におけるSPFマウス飼育エリア

(A)の飼育環境改善の取組みと工夫」	 
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