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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞を臨床応用するには、より能力が高くまた安定した基底状態へ導く必要
がある。本研究では、βcatenin分子に着目し、その修飾状態を変化させることで遺伝子組換えを経ず、また単
一の因子の制御によって基底状態ヒトiPS細胞の獲得が可能であった。本研究成果は、多能性ネットワークの理
解およびiPS細胞のさらなる利用価値を高める結果となる。また、βcateninは細胞の癌化や細胞死に強く関連す
ることから、本研究により得られた新しいβcateninの機能は未知の細胞現象における一つの重要な知見となり
うる。

研究成果の概要（英文）：The clinical application for regenerative medicine of human iPS cells should
 be achieved to naive state which shows a more high differentiation potential, self-renwal and 
genome stability. In this study, we focused on the βcatenin molecule and found that the acquisition
 of naive human iPS cells was possible without genetic intervention and by altering its 
post-transcription modification state. These results will refinement the understanding of the 
pluripotency network and the value of using iPS cells further. In addition, since βcatenin is 
robustly associated with oncogenic transformation and cell death, the novel function of βcatenin 
obtained in this study may be an important insight in an unknown cellular phenomenon.

研究分野：幹細胞生物学

キーワード： βcatenin　naive型とprimed型　多能性幹細胞　iPS細胞　基底状態
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研究成果の学術的意義や社会的意義
幅広い領域への再生医療の適用には、高い能力を持つ多能性幹細胞の利用は必須である。しかしながら、現状の
ヒト多能性幹細胞は増殖能力の低さ、ゲノム不安定性、分化能力の低さを示すことから、これらの問題を解決す
る必要がある。本研究では、遺伝子組換えを必要とせず、1因子の制御によって非常に能力の高いヒト多能性幹
細胞の獲得が可能であった。これはβcateninと多能性ネットワークの新しい関係性を示すと同時に、臨床応用
に適したヒト多能性幹細胞を準備することが可能な技術であると考えられる。

※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 
多能性幹細胞は、生殖細胞を含む三胚葉へと分化できる高い分化能および、半永久的に分裂す

ることができる自己複製能を有していることから組織発生学の体外モデルとしてあるいは、再

生医療の移植材料の供給源として注目されている。特に、最近のヒト人工多能性幹細胞（induced 
pluripotent stem cell: iPS細胞）に関連する技術の進展により、再生医療の幅広い展開が期待さ
れている。しかしながら、ヒト iPS細胞は当初から言われていたがん化以外にも、細胞株差によ
る品質の不均一性、目的の細胞への誘導効率の低さとばらつき、および長期間培養によるゲノム

不安定性といった多くの問題を抱えている。これらは臨床応用を目指す上で早期に解決すべき

重要な課題である。この問題は多能性幹細胞の性質に起因しており、ヒト iPS細胞が「真の未分
化性=発生学的な基底状態」に達しておらず、「穏やかに分化した状態=分化傾倒状態」であるこ
とがわかってきた。当初マウスとヒト多能性幹細胞の違いは種差からくるものと考えられてい

たが最近の研究成果より発生段階が異なる由来が原因であることが示された。そこで多くの研

究者が primed型のヒト多能性幹細胞を naïve型へと誘導できないか試みており、いつかの方法
が報告されている。ところが、それらの方法は外来遺伝子の導入や過剰な阻害剤による遺伝子変

異など多くの問題が示されており、未だに完全な基底状態を有するヒト多能性幹細胞の獲得に

は至っていない。 
 
２．研究の目的 
ヒト iPS細胞を再生医療として臨床応用するためには、多能性幹細胞を適切に扱い安全に使用
する必要がある。ところが、現在示されているヒト iPS細胞は分化傾倒状態であり、その不安定
性が問題となっている。そこでこれらの問題を解決するため、より分化・増殖能力が高く、安定

した基底状態に達したヒト iPS 細胞を確立・維持する必要がある。したがって基底状態と分化
傾倒状態を分ける分子を特定し、それらを適切に制御する必要があると考える。従来型の研究で

はマウス多能性幹細胞（ES細胞(Embryonic stem cell)および EpiS細胞(Epiblast stem cell)）
モデルを用いて発見された多くの基底状態関連分子経路は「進化的にげっ歯類に特徴的となっ

た分子・経路」であり、必ずしもヒトでは保存されていない、あるいは有効性が低いのではない

かという仮説を立てた。本研究では、「種保存性が高く」かつ「多能性に強く関連」する分子と

してβcatenin経路に着目した。Wnt/βcatenin 経路は、線虫からヒトにいたるまで広く保存さ
れたシグナル伝達経路であり、その存在は細胞膜、細胞質、核と様々な場所に存在しており、発

生、形態形成における細胞の運命決定に重要な役割を果たしている。また、これらの変異は細胞

の癌化といった細胞性質の転換においても重要な分子となると知られている。さらに、-
catenin 経路と多能性幹細胞の関係について詳細にみると、どちらにおいてもβcatenin の発現

は認められているが、その機能は基底状態と分化傾倒状態において大きく異なることが報告さ

れている。しかしながら、なぜそれらの機能が異なるのかなど正確なβcatenin の機能は明らか

となっていない。本研究では、細胞状態依存的なβcatenin の機能として、修飾状態の違いにお

けるβcatenin と多能性、特に基底状態と分化傾倒状態を分ける分子基盤を明らかにすることを

目的とし、マウスおよびヒト多能性幹細胞を中心とした解析を試みた。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、多能性幹細胞におけるβcatenin の新たな機能とその分子基盤を明らかにし、基

底状態に達したヒト多能性幹細胞の獲得を試みた。 

本研究では、大きく２つの実験①基底状態と分化傾倒状態においてβcatenin がどのような分

子と相互作用し、遺伝子発現に影響を与えているのか、そしてそれらはどういった制御（修飾）

によって引き起こされているのか、②βcatenin の操作による新たな基底状態ヒト iPS 細胞の作

出を試みた。 

①の実験では、基底状態と分化傾倒状態を有する 2 つのマウス多能性幹細胞:ES 細胞および

EpiS 細胞をモデルとした。βcatenin の活性化には、2つの方法を用いた。一つは低分子化合物

を用いて、もう一つはアミノ酸変異を用いた擬似修飾状態を作り出す過剰発現系システムを構

築した。また、細胞状態依存的なβcatenin の遺伝子発現制御を正しく理解するため、microarray、

in silico ChIP、RNAseq などを用いた網羅的な解析を実施した。 

②の実験では、①で得られた知見を生かし、基底状態特異的なβcatenin を誘導することがで



きる低分子化合物を用いて分化傾倒状態であるマウス EpiS 細胞およびヒト iPS 細胞から基底状

態へ誘導することを試みた。得られた細胞は、通常の遺伝子発現、タンパク質発現解析に加えて、

microarray や RNAseq による網羅的な遺伝子発現比較による性質評価を実施した。 

 以上の研究を実施することで、多能性幹細胞におけるβcatenin の新たな分子基盤の解明につ

いて検討した。 
 
４．研究成果 

 本研究では、多能性幹細胞の状

態変化: 基底状態と分化傾倒状態 

とβcatenin の役割を解明し、均

一で質の高い「真の基底状態ヒト

多能性幹細胞」の獲得を試みた。 

まず、異なる多能性状態における

βcatenin の機能を明らかにする

ことを目的にマウス ES 細胞およ

び EpiS 細胞を材料に、GSK3β阻害

剤（CHIR99021）を用いたβcatenin

活性化がそれらの細胞状態に及ぼ

す影響を明らかにするためマイク

ロアレイを用いて遺伝子発現解析

を実施した (図 1a)。次にβ

catenin を活性化によって ES 細胞と EpiS 細胞における変動遺伝子の違いを観察したところ、発

現上昇および減少する遺伝子は共通するものが少なく、大きく異なることが認められた（図 1b）。

そこで、各細胞において変動遺伝子、特にβcatenin 活性化によって発現上昇した上位 200 遺伝

子を抽出し、g:Profiler(https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost)を用いた Gene Ontology 解析

を実施した。その結果、ES細胞では、metabolic process を中心とした代謝システムに関連して

いることが示された。一方、EpiS 細胞では multicellular organism development や system 

development など、発生や形態形成に関連した遺伝子群が存在が示された（図 1c）。この結果は、

ES 細胞と異なり、EpiS 細胞ではβcatenin の活性化はさらなる分化を引き起こすのではないか

と考え、多能性関連遺伝子と分化傾倒（細胞系譜）遺伝子のいくつかを抽出し、再解析を実施し

た。すると興味深いことに、ES 細胞では未分化性に変化は認められないが、EpiS 細胞では分化

関連遺伝子群が活性化することが示された(図 1d)。以上のことは、βcatenin は多能性状態に依

存し、その機能が一方では未分化性に、もう一方では分化を誘導することを意味する。 
 

次に、これらの機能の違い、特に EpiS 細胞においてβcatenin が分化関連遺伝子を活性化する

メカニズムの解明を試みた。βcatenin は転写因子として核内に移行し、遺伝子発現制御をおこ

なうことは知られているが、βcatenin 自身に DNA 結合領域はないとされている。したがって、

βcatenin は何かしらの分子と相互作用することで遺伝子発現を制御していると考えられる。そ

こで、図 1で示された変動遺伝子の発現制御に関連している遺伝子を推測するため、活性化され

た遺伝子について in silico ChIP 解析として Enrichr(https://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/)

を用いた解析を実施した。その結果、βcatenin と主な相互作用分子である TCF3 以外に、多能

性関連遺伝子(Pou5F1、Nanog、Klf4、Sox2)が認められた(図 2a)。さらにこれらの遺伝子のうち

もっとも発現制御に関与している遺伝子を絞り込むため、ChIP-Atlas(http://chip-atlas.org)

を用いて上位 200 の変動遺伝子の発現制御に関与しているか解析を実施した。解析条件は、転写

調節であることから変動遺伝子の TSS 領域±2.5kbp への結合の有無とした。その結果、興味深

いことに Nanog において 50%以上の遺伝子の TSS 領域±2.5kbp への結合が予測された（図 2b）。

以上の結果から、Nanog とβcatenin が相互作用することで遺伝子発現制御を引き起こしている

のではないかと考え、実際に相互作用しているのか評価するため共免疫沈降解析を行なった。ま

ず初めに ES 細胞と EpiS 細胞においてβcatenin は Nanog と相互作用しているか解析したとこ



ろ、ES 細胞では認められなかった結合

が EpiS 細胞において強いシグナルが観

察された(図 2c)。そこで、基底状態から

脱して分化傾倒状態になることでこれ

らの機能が切り替わるのではないかと

考え、未分化な ES細胞と分化した ES細

胞においてβcateninと Nanogの相互作

用を調べたところ、分化した ES 細胞に

おいて結合が認められた(図 2d)。以上

のことから、基底状態あるいは分化傾倒

依存的にβcatenin のパートナー分子

として多能性関連遺伝子である Nanog

との相互作用が変化することで、その後

の遺伝子発現制御に関わっていることが示唆される。最後に、これらの変化はβcatenin の何が

引き起こしているのかを検討するため、修飾状態特に、アセチル化に着目しこれらの変化を観察

した。その結果、未分化な ES 細胞と分化した ES 細胞、あるいは EpiS 細胞ではβcatenin の発

現量および活性化型βcatenin の量において変化は認められなかった(図 2e)。しかしながら、ア

セチル化βcatenin は ES 細胞でのみ観察された（図 2e）。このことから、アセチル化修飾の有無

によるβcatenin の機能変化が多能性状態に大きく関与していると考えられる。 
 

以上の結果から、βcatenin のアセチル
化を制御することで基底状態に適した
βcatenin の活性化およびその後の遺伝
子発現制御が引き起こされるのではな
いかと考え、低分子化合物によるアセチ
ル化βcatenin の活性化を行なった。β
catenin のアセチル化には Crebbp と
Ep300 という転写コファクターが関わっ
ており、これらを制御することでアセチ
ル化を誘起することが可能である。そこ
で、本実験では IQ1 と呼ばれる Ep300 と
βcatenin の相互作用を抑制する阻害剤
で EpiS 細胞を処理したところ、アセチル
化βcatenin の量が上昇することを確認
した（図 3a）。そこで、IQ1 を含む mLIF
培養液中で EpiS細胞を培養したところ、
培養 7 日目において基底状態を示す ES
細胞様のコンパクトなコロニーの出現

が認められた(図 3b)。この細胞は、Nanog プロモータ-GFP の強い活性を示しており、ES 細胞様
の細胞であると考えられる。そこで、出現した細胞の性質を評価するために、基底状態である ES
細胞の最大の特徴であるキメラ個体形成能を検討した。通常、EpiS 細胞は胚盤胞期胚の内部細
胞塊には取り込まれず、キメラ寄与しないことが知られている。しかしながら、驚くべきことに
得られた細胞は胚盤胞期胚の内部細胞塊に取り込まれることが可能であり(図 3c)、さらには個
体にて非常に高いキメリズムを示した(図 3d)。これらの結果は、βcatenin のアセチル化状態を
制御することで分化傾倒状態である EpiS 細胞から基底状態である ES 細胞へ転換させることが
可能であることが示された。 
 
βcatenin の特徴のひとつである種保存性を活用するため、上記実験で得られた知見をヒト iPS
細胞に応用できないか検討した。その結果、基底状態で特徴的なコンパクトなコロニーを示めす
細胞の出現が認められた。またこれらの細胞は 15 代以上継代することが可能であり、未分化性
を示す ALP 活性は陽性であった。また、これらの細胞の遺伝子発現解析を実施したところ、基底
状態のマーカー遺伝子である NANOG や KLF2,ZFP42、STELLA などの発現が上昇していることが観
察された。一方で、分化傾倒状態を示す FGF５や DNMT1、DNMT3A、DNMT3B の発現が低下している
ことが認められた。さらに、ヒト多能性幹細胞の基底状態を示すマーカーの一つである EOS-GFP
の活性化状態を観察したところ、IQ1 処理した細胞において GFP 陽性集団の出現が蛍光顕微鏡お
よびフローサイトメトリー解析によって明らかとなった(図 4d)。最後に、得られた細胞が、す



でに報告されている基底状態ヒト多能性幹細胞と
の間に違いがあるのか観察した。RNA-seqよる網羅
的遺伝子発現解析の結果から、非常に似た性質で
あることが示された。 
 
 以上のことから、βcateninは多能性ネットワー
クにおいて重要な役割を果たしていると考えられ
る。さらに、本研究成果は遺伝子組換えを必要と
せず、また１因子の阻害による培養環境の変化に
よって基底状態ヒト多能性幹細胞を得ることがで
きる新たな方法である。また、βcatenin の新しい
機能の発見は、多能性幹細胞の制御のみならず、
がんや炎症などβcatenin と深い関与が知られる
現象や疾患についての重要な知見となりうる。 
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