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研究成果の概要（和文）：本研究計画では、ES細胞を用いた転写因子の強制発現タイミングと異なる培養条件における
細胞分化の傾向と効率を確かめることにより、直接リプログラミングにおける転写因子の役割分担について検討を行っ
た。転写因子強制発現における遺伝子発現変化より、影響範囲の違いによる転写因子のグループ化を行い検討の材料と
した。また、培養条件による分化効率の違いの検討を各種マーカー遺伝子の発現量の違いにより行い、時系列を追って
発現変化を見ることにより転写因子の役割の違いについて明らかにした。対照として、各種組織のＤＮＡメチル化プロ
ファイルを作成し、成熟細胞の持つ特徴的なDNAメチル化パターンを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we assessed the optimization of direct reprogramming method by 
analyzing the expression data of transcription factor (TF)-induced ES cell lines and found that the 
efficiency of cell differentiation examined by several cell type-specific markers was changed according 
to the role of TFs in direct reprogramming process. We also examined different culture conditions that 
alters genome-wide epigenetic status, and studied the results of TF-induction under different DNA 
methylation status. For the comparison, DNA methylation profiles of several tissues were made, which is 
expected to be used for the understanding the cell type-specific epigenomic patterns and the differences 
between their descendants.
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１．研究開始当初の背景 
 
体細胞の直接リプログラミング法は、数種類
の転写因子を組み合わせ、肝細胞よりも分化
能が低く安定な体細胞を、幹細胞を経由せず
に直接細胞種間再分化を起こす方法である。
この方法の効率化は、幹細胞を経由しないこ
とから再生医療の実用化に対しがん化など
のリスクが低く、迅速に細胞の成熟化を誘起
することができることから有用性が高い。 
興味深いことに、これらの直接リプログラミ
ング法に利用される転写因子を転写因子強
制発現系 ES 細胞のトランスクリプトームに
おいて検討すると、数種類の転写因子の組み
合わせの中に異なる遺伝子発現パターンを
誘起するものが混在していることがわかる。
例えば実際に iCM細胞作成法における 3つの
転写因子（Tbx5, Mef2c, Gata4, Ieda et al., 
Cell 2011）では、ES 細胞では Mef2c がより
心筋細胞特異的発現遺伝子を多く誘導する
のに対し、Tbx5 は特異性は低く多くの遺伝子
を発現させる。また、肝細胞を誘導する iHep
細胞作成法の（Hnf4a, Foxa, Sekiya et al., 
Nature 2011）では、Hnf4aが広く様々な遺伝
子を発現させる一方で、Foxaは幹細胞特異的
な遺伝子をより特異的に発現させる。この転
写因子の組み合わせによって体細胞直接リ
プログラミングを誘導できる事実から、直接
リプログラミングを誘導する遺伝子群の中
に役割分担がある可能性およびそれぞれの
発現誘導のタイミングを変化させることに
より直接リプログラミング法の効率を向上
させられる可能性があると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究計画は、複数の転写因子の組み合わせ
による細胞の直接リプログラミング法の最
適化を目的とする。iCM 細胞および iHep 細胞
樹立法に基づき直接リプログラミング法の
効率改善の試行を行い、エピゲノム状態の変
化を介してリプログラミング効率が変化す
るという仮説のもとに、転写因子の役割分担
という視点でリプログラミングを理解し、①
線維芽細胞への転写因子の強制発現による
エピゲノム変化とリプログラミング効率の
法則を明らかにする。さらに、ここで得られ
た法則を利用し、ヒト細胞においても同じ法
則が関連付けられるかどうかを検討し、②医
療・創薬への応用が可能なヒト分化細胞の作
出効率の向上を試みる。また、global メチル
化状態を変化させる低血清培地条件が分化
効率を変化させることから、低血清培地条件
におけるエピゲノム変化と分化効率の違い
についても明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
本研究計画は、まず（１）プライミング遺伝
子と方向性決定遺伝子の抽出と、（２）培養

条件と遺伝子発現の観察を行った。その後、
（３）低血清培養条件における転写因子強制
発現の影響を確認し、（４）転写因子強制発
現 ES 細胞のエピゲノム解析 
を行うための細胞サンプルの作成を行った。 
 
（１）プライミング遺伝子と方向性決定遺伝
子の抽出 
 
NIA Array Analysis Tool
（ http://lgsun.grc.nia.nih.gov/ANOVA/、
Nishiyama et al., Cell Stem Cell 2009、
Correa- Cerro et al., Sci Rep 2011）デー
タベースからプライミング遺伝子と方向性
決定遺伝子を抽出した。遺伝子発現の平均値
から 3rd Quartile への増加率（3rd Qt/Mean
値）を指標に、遺伝子群を特異的に発現亢進
する遺伝子を抽出したところ、これには山中
因子である Pou5f1, Eomes, Sox2, Klf4 が含
まれており、体細胞の状態を。心筋細胞関連
遺伝子では、Mef2c および Gata4 を発現させ

る Gata2,Gata3 が含まれていたため、これら
が心筋細胞の方向性決定遺伝子であると予
想された。 
一方、プライミング遺伝子には心筋細胞関連
遺伝子 Tbx5 および Nkx2-5 が含まれていた。
肝細胞関連遺伝子では Foxa1 および Hnf4a が
含まれていたが、Foxa1 遺伝子がより高い 3rd 
Qt/Mean 値を持っているため、Foxa1 がプラ

図１ 3rd Qt/Mean 値による方向性決定遺伝子
およびプライミング遺伝子候補リスト。 



イミング遺伝子と方向性決定遺伝子の両方
の役割を持っている可能性が考えられた。 
 
（２）培養条件と遺伝子発現の観察 
 
低血清培養では分化方向性が変化すること
が知られているが、ゲノム全体で DNA メチル
化度が低くなることがわかっている。ゲノム
全体のメチル化状態と転写因子強制発現の
影響を調べるために、1%FBS/KSR 培地での培
養条件を血清培養のものと比較した。Hnf4a
遺伝子のTet-OFFプロモータートランスジー
ンを導入した細胞株では、ドキシサイクリン
除去による強制発現でトランスジーンの発
現が低く、多能性マーカー遺伝子の低下があ
まりはっきりと見られなかった。このことか
ら、分化誘導実験には低血清培養が適してい
ると考え、以降低血清培養条件を用いること
とした。 
 
（３）低血清培養条件における転写因子強制
発現の影響 
 
続いて Hnf4a と Foxa1 単独での転写因子強制
発現を行い、各種マーカー遺伝子の発現を定
量 PCR によって調べた。その結果、Hnf4a 遺
伝子により、多能性マーカー、外胚葉および
中胚葉マーカーの低下が見られ、内胚葉およ
び肝細胞マーカーの発現亢進が見られたこ
とから、転写因子強制発現により効果的に内
胚葉への分化が方向付けられていた。一方で、
Foxa1 単独の強制発現では、外胚葉および内
胚葉マーカーの発現が亢進しており、逆に中
胚葉マーカーが抑制されていたことから、内
胚葉への分化効率は下がってしまっていた。 
 
興味深いことに、Foxa1 強制発現は、他のマ
ーカー遺伝子の発現パターンにも関わらず、
肝細胞マーカー遺伝子のうちアルブミン遺
伝子のみを発現亢進していたことから、低血
清培養条件でFoxa1を早期に強制発現するこ
とにより分化方向性の異常が起き、体系的細

胞分化ができない可能性がある。実際に
Hnf4a では分化誘導後 2 日目から内在性
Foxa1/2 発現が緩やかに上昇しており、結果
として各種肝細胞マーカーがバランスよく
発現する様子が見られた。一方、Foxa1 単独
では、内在性 Hnf4a 発現がむしろ抑制され、
強制発現を行わなかったコントロール区に
おいてアルブミン以外の遺伝子発現が観察
されたため、Hnf4a 遺伝子によるプライミン
グの先行がより効果的に肝細胞を分化させ
る可能性が高いと結論づけられた。 
 
（４）転写因子強制発現 ES 細胞のエピゲノ
ム解析 
 
転写因子強制発現 ES 細胞のメチル化状態を
解析するために、分化誘導２日目の細胞から
DNA を抽出し、Foxa2 と各種肝細胞マーカー
遺伝子（Alb, Ttr, Rpd4）のプロモーター領
域のバイサルファイト法によるDNAメチル化
解析を予定していたが、Foxa1 の強制発現が
不安定であったため、後述の mRNA を用いた
分化誘導の検討のために解析を延期した。ま
た、網羅的解析を行うために、プロモーター
を対象としたcaptured-PBAT法の習得を行っ
た。また、プロモーター領域がオープンかど
うかを解析するための FAIRE-seq 法および
ATAC-seq の条件検討を行った。 
 
一方、成熟肝細胞特異的な DNA メチル化パタ
ーンを解析するため、肝細胞DNAを用い、HELP
法（Khulan et al., Genome Res 2006, Oda et 
al., Nucleic Acid Res 2009）による DNA メ
チ ル 化 プ ロ フ ァ イ ル を 作 成 し た
（ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query
/acc.cgi?acc=GSE61249）。心筋細胞および ES
細胞との比較より、肝臓細胞では、肝臓特異
的遺伝子プロモーター領域の脱メチル化の
他に、gene body 領域の脱メチル化が認めら
れた。これらの領域は DNA メチル化変化の直
接の影響に加え、様々なエピジェネティック
修飾の変化を伴うため、転写の様々な段階で
の影響が予想される。これらの DNA メチル化
プロファイルは、エピゲノム状態と細胞分化
効率の関係性を解析する上で重要な情報と
なることが期待される。 
 
４．研究成果 
 
（１） 研究の主な成果 
 
本研究計画では、転写因子強制発現 ES 細胞
株の利用により、直接リプログラミング法に
おける転写因子の役割について新しい知見
を得た。また、低血清培養条件下では多能性
マーカーの発現低下が早く効率的な分化が
可能であるが、各種転写因子の強制発現のタ
イミングによって同じ転写因子を用いても
分化方向性の決定に違いができることが、直
接リプログラミング法の効率に関与してい

図２ 低血清状態における転写因子強
制発現の影響。Hnf4a で良好な遺伝子発
現パターンが見られた。一方、Foxa1
単独では異所的発現が目立った。 



る可能性があり、これはエピゲノムの状態変
化により転写因子の標的や効果が変化して
いることを示していると考えられる。 
 
また、今回の検討では、Hnf4a でプライミン
グされることによって後に内胚葉以外のマ
ーカー遺伝子発現が効率的に抑制されてい
たことから、Hnf4a によるプライミングでは、
内胚葉および幹細胞特異的遺伝子のプロモ
ーターを開放することよりも、内胚葉以外の
特異的遺伝子を抑制することが重要と考え
られる。一方、早期の Foxa1 の発現は、むし
ろ内胚葉化を妨げてしまうことで後の肝細
胞分化効率を低下させているように観察さ
れた。興味深いことに、Foxa1 を早期に発現
させた細胞では、肝細胞マーカーのうち Alb
のみが高発現し、他の肝細胞マーカー（Ttr、
Rpd4）の発現が抑制されており、体系的な肝
細胞分化が損なわれていた。この状態では、
むしろ内胚葉よりも外胚葉マーカーが高く
発現しており、細胞系譜決定機構の異常と、
細胞のヘテロ化の双方が起こっている可能
性があり、その解明が今後の課題である。 
 
（２）今後の展望 
 
本研究計画においては、体細胞を用いた直接
リプログラミング法における試行には至ら
なかったが、転写因子強制発現 ES 細胞株に
実験系を写したことで、より迅速で詳細な解
析ができたことは、転写因子発現タイミング
と細胞分化効率の関係を知る上で重要であ
った。今回の課題において、細胞株および培
養条件によってトランスジーン発現に差が
見られたことはデータ解釈上での問題点で
あったが、現在は合成 mRNA を用いた分化誘
導法を検討しており、これにより転写因子発
現誘導タイミングの試行が容易になるため、
今後、より最適化された分化誘導条件による
肝細胞分化の効率化を図る。また、シングル
セル発現解析およびエピゲノム解析によっ
て細胞のヘテロ化の内訳が解析可能である
ため、今回樹立した実験系およびエピゲノム
データは今後一細胞解析の興味深い材料と
できる。本研究課題では、細胞分化効率向上
のための基本情報が整備され、新しい局面へ
の重要な知見が得られたといえる。 
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