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研究成果の概要（和文）：ヒト人工多能性幹（iPS）細胞を維持培養するためには線維芽細胞増殖因子（FGF）を
添加する必要がある。FGFの役割を明らかにするため、FGFシグナル阻害後のヒトiPS細胞の遺伝子発現動態を解
析したところ、ヒトiPS細胞の維持に必須な因子Criptoの遺伝子発現が低下する以前からCriptoの機能消失を示
す結果が認められ、FGFは転写後調節を介してCriptoの活性化を維持していることが示唆された。また、Cripto
の遺伝子発現がDNAメチル化によって制御されていることを明らかにしたが、ヒトiPS細胞が分化した直後の
Cripto発現量の低下はDNAメチル化を介さないことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Human induced pluripotent stem (iPS) cells requires fibroblast growth factor
 (FGF) to maintain its proliferation and stemness. To clarify the role of FGF, analysis of gene 
expression kinetics of human iPS cells after FGF signal inhibition was performed. The results showed
 that disfunction of Cripto, which is essential for maintenance of human iPS cells, occurred before 
down-regulation of Cripto, suggesting that FGF maintains activation of Cripto via 
posttranscriptional regulation. We also revealed that Cripto gene expression is regulated by DNA 
methylation, but the down-regulation of Cripto after differentiation of human iPS cells did not 
involve DNA methylation.

研究分野： 分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)ヒト多能性幹細胞のFGF 依存性とNodal
シグナリング 

iPS 細胞の樹立法が発見されて以降、幹細
胞やそれを応用した再生医療に関する研究
は著しく進展してきた。ヒト多能性幹細胞
（ES/iPS 細胞）の樹立および増殖・維持に
は塩基性線維芽細胞成長因子（bFGF）を培
地へ添加することが必須であり、bFGF は
Nodal/Activin シグナリングを介してヒト
ES 細胞を維持することが示されている
（Vallier et al., J Cell Sci 2005）。 

Nodal/Activin シグナリングとは、アクチ
ビン受容体の活性化による細胞内リン酸化
カスケードであり、そのリガンドは Nodal
又はアクチビンである。アクチビンは単独で
アクチビン受容体を活性化する一方、Nodal
はアクチビン受容体の活性化に補助タンパ
ク質 Cripto を必要とする。bFGF はヒト ES
細胞における Cripto の発現を促進でき、
Nodalは自身を標的遺伝子としたポジティブ
フィードバックを引き起こすことができる。
よって、ヒト多能性幹細胞では bFGF が
Cripto の発現を支援し、Nodal シグナリング
の増幅維持が可能となっていると考えられ
る。 
ヒト多能性幹細胞を維持するbFGFの直接

的な役割の１つはこの Cripto の発現誘導と
考えられるが、Cripto の人為的な補充は
bFGF の代用としてヒト ES 細胞を維持する
ことができなかったため（Vallier et al., J 
Cell Sci 2005）、bFGF には Cripto の発現誘
導以外の未だ明らかにされていない役割も
ある。但し、アクチビン A は FGF シグナル
阻害条件下でもヒト ES 細胞を維持すること
が で き る た め 、 bFGF の 作 用 は 専 ら
Nodal/Activin シグナリングを介している。
これらの知見を総合すると、bFGF 非添加条
件下のヒト多能性幹細胞では Nodal-Cripto
選択的な阻害が起きている可能性が強く疑
われる。 
 
(2)CriptoプロモーターのDNAメチル化によ
る制御 

FGF 受容体は多種多様な細胞に存在して
いるにも関わらず、FGF が Cripto の発現を
制御できる細胞はヒト ES 細胞や胎児期の雄
性生殖細胞に報告が限られている。よって、
FGF が Cripto の発現を誘導するためには特
定の条件が存在する可能性が高い。ヒト iPS
細胞の Cripto 遺伝子領域では、多能性遺伝子
Oct4のプロモーター領域と同様にDNAメチ
ル化が外されている(Nishino et al., PLoS 
One 2010)。加えて、Cripto が発現する時期
の生殖細胞ではゲノムワイドに DNA 脱メチ
ル化され、周囲の細胞が FGF9 を産生してい
る。よって、FGF が Cripto の発現を誘導し
ている細胞ではDNA脱メチル化がCriptoプ
ロモーターを開放し、FGF シグナルによる
Cripto の転写を可能にしていると推測され

る。しかし、Cripto プロモーターの DNA 低
メチル化が本当に Cripto の発現や iPS 細胞
の樹立・維持に本質的であるのかは分かって
いない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト iPS 細胞の Nodal-Cripto

干渉因子群に対するbFGFの関与を明らかに
し、Cripto の発現誘導以外の bFGF の役割を
把握することを第一の目的とする。 
また、ヒト多能性幹細胞特異的な Cripto

関連ゲノム領域の DNA 低メチル化の意義を
明らかにすることを第二の目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)FGF シグナル阻害条件下のヒト iPS 細胞
における Nodal-Cripto 関連遺伝子の発現動
態 
ヒト iPS 細胞株 Tic（JCRB1331）を FGFR

阻害剤 PD173074（終濃度 200nM）を含む
培地を用いて培養し、経時的な遺伝子発現動
態を調査した。遺伝子発現解析にはリアルタ
イム RT-PCR 法を用い、対象遺伝子は Nodal, 
Cripto, Inha, Inhba, Inhbb, Lefty1, Lefty2, 
Fst, Cer1, Nomo1, Nomo2, Nomo3, Ncln, 
Oct4, Nanog とした。また、アクチビン A（終
濃 度 10ng/ml ）、 Nodal/Activin 阻 害 剤
SB431542（終濃度 1M）、BMP 阻害剤
DMH1（終濃度 1M）または Wnt 阻害剤
IWR-1（終濃度 2M）を PD173074 と併用
添加した実験も行った。 

 
(2)Cripto プロモーターの DNA メチル化と
Cripto の遺伝子発現 
 Cripto プロモーター領域の DNA メチル化
と Cripto 遺伝子の発現の関係を明らかにす
るため、CoBRA 法による DNA メチル化解析
を行った。対象細胞としてはヒト iPS 細胞株
Tic、その親細胞株 MRC5 を用いた。 
 また、Cripto の発現に対する DNA メチル
化の影響を明らかにするため、ヒトセミノー
マ細胞株 TCam-2 に DNA 脱メチル化剤
5-aza-dC（終濃度 1M）を添加し、3 日後の
DNA メチル化率を CoBRA 法にて、Cripto
の発現量をリアルタイム RT-PCR にて調査
した。 
 
４．研究成果 
(1)FGF シグナル阻害剤による Nodal-Cripto
関連遺伝子の発現変動 
 フィーダー細胞（マウス胎子線維芽細胞）
上に培養中のヒト iPS細胞にPD173074を添
加したところ、6時間後にLefty1, Lefty2, Fst
の発現が上昇し、Cripto, Nanog の発現が低
下した。一方、Nodal, Inhba, Inhbb, Cer1, 
Nomo1, Nomo2, Nomo3, Ncln, Oct4 の発現
に変動は認められなかった。Cripto と Nanog
の発現は FGF の制御下にあることが報告さ
れていることから、PD173074 によってヒト
iPS 細胞の FGF シグナルが阻害されていた



ことが確かめられた。 
次に無フィーダー条件で同じヒト iPS細胞

を培養し、PD173074 を添加したところ、先
記の実験と同様に Nanog の発現低下と Fst
の発現上昇が認められた。一方、驚くべきこ
とに Lefty1 の発現は著しく低下し、Lefty2
の発現も有意差は示さなかったものの低下
傾向を示した。また、Cripto の発現低下も認
められず、Nodal の発現低下が認められた。 
以上の実験より、FGF はヒト iPS 細胞の

Fst の発現を抑制する作用をもつことが明ら
かになった。Fst はアクチビン阻害因子であ
るが、Nodal を阻害する作用は報告されてい
ない。よって、FGF による Fst の発現抑制は
ヒト iPS 細胞の維持に必須とは考えにくい。
また、FGF シグナル阻害による Lefty1 の発
現変動のフィーダー細胞に依存した相反に
ついては、原因となるフィーダー細胞由来因
子を特定する必要があるため後述の実験を
行った。一方、Lefty は多能性幹細胞が未分
化状態を脱したときに上昇する分化マーカ
ーとされてきたが、ヒト多能性幹細胞の無フ
ィーダー培養条件のように先述のフィーダ
ー細胞由来因子が存在しない条件下では分
化マーカーとして不適である可能性が示唆
された。 

 
(2)FGF シグナル阻害剤による Lefty1 発現変
動の相反はアクチビンに依存する 
 FGF シグナル阻害による Lefty1 の発現変
動の相反を生み出すフィーダー細胞由来因
子の第一候補として、アクチビンを挙げた。
ヒト iPS細胞を無フィーダー条件でアクチビ
ン A 含有培地を用いて培養し、PD173074 添
加後の遺伝子発現動態を調査したところ、ア
クチビン A 非添加条件下では PD173074 に
より抑制されていた Lefty1, Lefty2, Nodal
の発現がアクチビン A 添加条件下では上昇
することが明らかになった。よって、FGF シ
グナル阻害による Lefty1 の発現変動の相反
を生み出していたフィーダー細胞由来因子
はアクチビンであることが明らかになった。 
 Lefty と Nodal は Nodal/Activin シグナリ
ングの標的遺伝子であるため、アクチビン不
在下では Nodal シグナリングの活性化に必
要な何らかの因子が FGF シグナルの阻害に
よって不活化したと考えられる。一方、アク
チビン A 存在下では FGF シグナルの阻害に
よってアクチビン作用が増強されたことか
ら、この因子はアクチビンの作用を抑制する
機能を有すると考えられる。この 2 つの条件
を満たす因子は現段階では Cripto しか知ら
れていない。しかしながら、無フィーダー条
件で行った我々の実験では少なくとも
Lefty1 の発現低下が認められた PD173074
添加 6 時間後の時点では Cripto の発現低下
は認められなかった。よって、FGF は転写後
調節を介して Cripto の活性化を維持してい
る可能性が示唆された。 
 

(3)FGF シグナル阻害剤による Lefty1 の発現
低下は Cripto の発現低下より先行する 
 FGF シグナルの阻害による Lefty1 の発現
低下が Cripto 遺伝子の発現制御に依らない
ことを確認するため、無フィーダー条件で培
養されているヒト iPS細胞にPD173074を添
加し、24 時間後までの遺伝子発現動態を経時
的に調査した。すると、Lefty1 の発現低下は
少なくとも添加 2時間後から認められるのに
対して、Cripto の発現低下は 24 時間後に初
めて認められた。よって、Cripto 遺伝子の発
現低下は FGF シグナルの阻害によってヒト
iPS 細胞が未分化状態を脱した二次的な影響
であることが示唆された。つまり、FGF シグ
ナル阻害による Lefty の発現変動は Cripto
の転写が抑制されたことによるものではな
いと考えられる。 
 
(4)PD173074 の Lefty1 に対する作用は FGF
シグナルと Nodal/Activin シグナルを介する
が、BMP シグナルや Wnt シグナルを介さな
い 
 PD173074 が Lefty1 の発現変動を起こす
際に FGF シグナルを介することを確認する
ため、ヒト iPS 細胞の培地から bFGF を除去
し、その後の遺伝子発現動態を調査した。す
ると、bFGF 除去 24 時間後に Cripto の発現
低下を伴わずに Lefty1 の発現低下を再現で
きたことから、PD173074 の Lefty1 の発現
に対する作用は FGF シグナルを介すること
が明らかになった。 
 Nodal/Activin 阻 害 剤 SB431542 と
PD173074 の併用添加実験では、SB431542
の添加によってヒト iPS 細胞の Lefty1, 
Lefty2, Nodal の 発 現 が 低 下 し た が 、
PD173074は相加的な発現抑制作用を示さな
かった。よって、PD173074 の Lefty1 に対
する作用は Nodal/Activin シグナルを介する
ことが明らかになった。一方、BMP 阻害剤
DMH1やWnt阻害剤 IWR-1はヒト iPS細胞
の Lefty1 の発現に影響を及ぼさず、
PD173074はこれら阻害剤の有無にかかわら
ず同等に Lefty1 の発現抑制を起こしたこと
から、PD173074 の Lefty1 発現抑制作用は
BMP シグナルや Wnt シグナルを介さないこ
とが示唆された。 
 
(5)CriptoプロモーターのDNA低メチル化は
ヒト iPS 細胞特異的である 
 過去の研究でCripto遺伝子領域のDNAメ
チル化率はヒト iPS細胞で特異的に低いこと
が明らかになっていたが、プロモーター領域
の DNA メチル化状態については明らかにさ
れていなかった。そこでヒト iPS 細胞株 Tic
とその親細胞 MRC5 の Cripto 転写開始点上
流 1kb 領域の DNA メチル化状態を調査した
ところ、MRC5 は 45%のメチル化率を示した
のに対して Tic はメチル化を示さないことが
明らかになった。よって、Cripto プロモータ
ー領域においてもヒト iPS 細胞は特異的に



DNA 低メチル化を示すことがわかった。一
方、ヒト iPS細胞を分化培地で 7日間培養し、
DNA メチル化解析を行ったところ、Cripto
プロモーターの DNA メチル化は認められな
かった。この時点までに Cripto 遺伝子の発現
低下は認められることから、ヒト iPS 細胞が
未分化状態を脱した後の Cripto の発現低下
は DNA メチル化が主要因ではないことが明
らかになった。 
 
(6)Criptoの遺伝子発現はDNAメチル化によ
って制御される 
 Cripto の遺伝子発現が DNA メチル化によ
って制御されることを確認するため、MRC5
に DNA 脱メチル化剤 5-aza-dC を添加し、
DNA メチル化解析を行ったが、DNA メチル
化の低下が認められなかった。ヒトセミノー
マ由来細胞株 TCam-2 に細胞を切り替えて
同様の実験を行ったところ、DNA メチル化
率の低下が認められ、更に Cripto mRNA 発
現量の上昇が認められた。よって、Cripto の
遺伝子発現は DNA メチル化によって制御さ
れることが明らかになった。 
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