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研究成果の概要（和文）：我々は、マウスES細胞において、新規の不均一性を同定した。遺伝子発現の網羅的解
析により、この不均一性の性状を解明し、未分化性が高い細胞集団を同定した。この細胞集団からキメラマウス
を高効率で作製できることも示し、この細胞集団の多能性の高さを証明した。さらに、１細胞レベルでの転写因
子の活性計測と、CRISPR/Cas9を用いた転写因子の破壊実験により、本不均一性を規定する転写因子ネットワー
クを明らかにした。このネットワークの操作により、マウス以外の生物種において高品質のES/iPS細胞を作製で
きる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We identified a novel heterogeneity in mouse ES cells. By comprehensive 
analysis of gene expression, we identified a highly undifferentiated cell population. We also showed
 that chimeric mice could be produced from this cell population with high efficiency, demonstrating 
the high pluripotency of this cell population. Furthermore, the transcription factor network that 
regulates this heterogeneity was identified by measuring the transcription factor activity at the 
one-cell level and by disrupting transcription factors using CRISPR/Cas9. The manipulation of this 
network may lead to producing high-quality ES/iPS cells in species other than mice.

研究分野：分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、マウスES細胞の解析を通じて、一見して均一に見えるマウスES細胞の多能性が、個々の細胞ごとに
異なることを明らかにした。さらに、多能性状態の不均一性を制御する遺伝子群を同定し、これらの遺伝子群の
発現レベルを変えることで、多能性状態を人為的に操作できる可能性を示した。この遺伝子群は、ヒトをはじめ
とする他の生物種でも保存されている。よって、今回の知見は、様々な生物種のES/iPS細胞へも適用できると考
えられ、再生医学や発生生物学の発展への寄与を期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 順遺伝学では、様々な遺伝子へランダムに変異を導入し、その中から目的の表現型を示すもの
を選択する。変異導入に際して研究者の恣意が介入しないため、予期せぬブレークスルーを期待
できる。申請者これまで、マウスをモデルに用いて、順遺伝学の新たな手法を開発してきた。
Sleeping Beauty トランスポゾンをマウスの生殖細胞で転移させる方法を開発し、300 系統の変
異マウスを作製した（Horie et al. PNAS 98:9191, 2001, Horie et al. Mol Cell Biol 23:9189, 
2002）。また、マウス ES細胞で両アレルを迅速に破壊する手法を開発し（Yusa, Horie et al. 
Nature 429:896, 2004）、遺伝子トラップ法と組み合わせて、2,000 株のヘテロ変異体と 200 株
のホモ変異体 ES細胞を作製した（Horie et al. Nature Methods 8:1071, 2011）。これらの変
異体を用いて新規の遺伝子機能を明らかにするとともに（Umemura et al. PLoS One, 8: e67241, 
2013）、変異体を理研 BRC や医薬基盤研へ寄託してきた。 
 上記の手法を、マウス初期発生の研究へ適用する過程で、遺伝子発現の時系列情報の重要性を
感じた。そこで、遺伝子トラップベクターへ蛍光蛋白 Venus を導入し、マウス ES細胞での様々
な遺伝子の発現パターンと未分化状態の関係を調べた。その結果、過去に報告されていない、ES
細胞で不均一な発現を示す遺伝子を同定した（図１）。Venus 高発現細胞と低発現細胞を分画し
たところ、細胞集塊の形態や分化能に違いを認めたことから、同定した遺伝子は、ES 細胞の多
能性の不均一性を反映すると推測された。また、本遺伝子と相同性の高い配列が、ゲノム上の特
定部位（約 2Mb）にクラスターを為すことを見出し、この領域全体が ES 細胞の多能性制御に関
わっている可能性も示唆された（図２）。このように、我々が同定したマウス ES細胞の不均一性
は新規性が高く、この解析を通じて、マウス ES 細胞の多能性制御のみならず、ヒトをはじめと
する様々な種の ES/iPS 細胞の理解が深まると期待された。 
 

 
 
 



２．研究の目的 
 我々が遺伝子トラップ法により新規に同定した ES 細胞の不均一性（図１）の意義を、未分化
性・多能性という観点から明らかにする。特に、この不均一性の中から、未分化性が極めて高い
状態を特定する。さらに、この不均一性を制御する遺伝子ネットワークを同定し、未分化性が極
めて高い状態を人為的に誘導する方法を確立する。この方法を、マウス以外の生物種へも適用し、
様々な動物種の ES/iPS 細胞の高未分化状態での安定培養と、胚盤胞への注入による動物個体作
製を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養条件とキメラマウスの作製 
 マウス ES細胞の培地には、N2B27 無血清培地に Mek と Gsk3 に対する阻害剤、および、LIF を
添加したもの（2i/LIF 培地）を用いた。2i/LIF 培地においては、マウス ES細胞の遺伝子発現は
極めて均一化すると報告されている（Ying et al.,Nature 453:519, 2008）。本研究で対象とし
ている不均一性は、「2i/LIF 培地においても不均一」なことに新規性がある。ES細胞からのキメ
ラマウスの作製は、ES 細胞を 8細胞期胚、または胚盤胞へ注入することで行った。 
 
（２）次世代シーケンサー解析 
 RNA-seq には、flow cytometry で分画した Venus 高発現、低発現細胞、および、分画を行わな
い細胞から精製した total RNA を用いた。Single cell ATAC-seq（scATAC-seq）は、C1（フリュ
ーダイム社）を用いて、RNA-seq と同様の細胞分画を解析した。 
 
（３）CRISPR/Cas9 による遺伝子破壊とゲノム改変 
 転写因子の遺伝子破壊に際しては、まず、Venus を挿入したマウス ES 細胞株に対して、Cas9
を恒常的に発現させた。次に、PiggyBac トランスポゾンを骨格に持つ guide RNA 発現ベクター
へ、転写因子に対する guide RNA 配列をクローニングした。このベクターを PiggyBac トランス
ポゼースと共に ES 細胞へ導入して、トランスポゾンベクターをゲノムへ挿入することにより、
guide RNA を ES 細胞内で恒常的に発現させ、遺伝子破壊を効率化した。一方、2Mb のゲノム領域
（図２）を欠失させる際には、欠失させる領域の外側に guide RNA を設定し、発現ベクターを用
いて、Cas9 とともに ES細胞で一過性に発現させた。 
 
４．研究成果 
（１）マウス ES細胞の不均一性の RNA-seq による評価 
 Venus 高発現細胞と低発現細胞を flow cytometry により分画し、RNA-seq によって発現の異
なる遺伝子を同定した。その結果、Venus 低発現細胞において、未分化性の高い細胞に特徴的な
遺伝子群を特定できた。初期発生においては、トランスポゾンの発現も変遷することが知られて
いるので、RNA-seq のデータから各種トランスポゾンの発現レベルも調べたが、この場合も同様
に、Venus 低発現細胞において、発生初期に特徴的なトランスポゾンが高く発現していた。本研
究を開始する時点では、flow cytometry で分画後の細胞集塊の形態から、Venus 高発現細胞の方
が未分化性が高いと考えていたが、RNA-seq の結果は、予想に反して逆であった。 
 
（２）マウス ES細胞の不均一性の意義の、キメラマウス作製効率による評価 
 Venus の発現レベルの不均一性の意義をマウス個体レベルで調べるために、Venus 高発現細胞
と低発現細胞を flow cytometry により分画し、キメラマウス形成能を調べた。その結果、Venus
低発現細胞を用いた場合に、キメラ率の高いマウスが得られた。これより、Venus が低い状態の
方が、ES 細胞の未分化性や多能性が高いと推測された。この結果は、（１）の RNA-seq の結果と
一致するものであり、我々の同定した遺伝子発現の不均一性の重要性に確証が得られた。 
 
（３）scATAC-seq と CRISPR/Cas9 による、マウス ES細胞の不均一性を制御する転写因子の推定 
 scATAC-seq 解析によって、Venus 高発現細胞と低発現細胞の間で DNA 結合活性に差のある転
写因子群を特定した。個々の転写因子を CRISPR/Cas9 を用いて破壊したところ、Venus の発現レ
ベルが変化するものを複数個同定できた。これらの転写因子は、ES 細胞の不均一性を制御して
いると考えられる。さらに、１細胞レベルで DNA 結合活性の強さが互いに相関する転写因子群
を、scATAC-seq データ解析により同定した（図３）。同定した転写遺伝子群について、CRISPR/Cas9
を用いて２つ、または、３つを同時破壊したところ、単独での破壊時と比べて、Venus の変動レ
ベルが増強したもの（図４）や、逆に減弱したものを特定できた。前者は、複数の転写因子が互
いに共役して機能していることを示唆しており、後者は、転写因子が細胞内で拮抗していること
を示唆する。これより、マウス ES 細胞の多能性の不均一性を制御する転写因子ネットワークを
推定できた（図３右）。 
 
（４）ノックインマウスの樹立 
 （３）で作製したキメラマウスを野生型マウスと交配することで、我々が同定した発現変動を
示す遺伝子へ Venus がノックインされたマウス系統を樹立できた。このマウスを用いることで、
ES 細胞以外の様々な細胞系譜において、本遺伝子発現の不均一性の有無を解析することが可能



となり、本研究成果を個体レベルの解析へ発展させる上で有用と期待できる。 
 
（５）遺伝子クラスターの欠失 
 CRISPR/Cas9 を用いることによって、図２で示す約 2Mb の領域全体の欠失を試みた。欠失部位
両側に設定したプライマーを用いた PCR によって、両アレル共に欠失できた可能性の高い細胞
株を単離できているが、2Mb 領域が完全にゲノムから消失しているかについては、慎重な確認が
必要である。 
 
（６）今後の展望 
 本研究により、我々が新規に同定したマウス ES 細胞の不均一性が、同時に、多能性の不均一
性も反映することが明らかになった。さらに、不均一性を制御する転写因子ネットワークも特定
できた。これより、これらの転写因子の発現ベクターを構築して、一過性に転写因子を高発現さ
せることで、マウス ES 細胞の多能性を自在に操作できると期待できる。それに成功した際には、
マウス以外の生物種の ES/iPS 細胞においても発現ベクターを導入し、多能性を操作したい。マ
ウス以外の生物種では、 ES/iPS 細胞を未分化性の高い状態で維持するのは容易ではなく、過去
に報告はあるものの、今尚、改善が求められている。本研究成果を、様々な生物種へ応用できる
基盤技術として発展させたい。 
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