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研究成果の概要： 

本研究では、再生医療や移植医療などへの応用が期待される胚性幹細胞（ES細胞）の特質や

分化調節機構についての理解を深める目的で、マウスES細胞のプロテオームを最新のプロテオ

ミクス技術で解析し、分化誘導刺激にともなう約 4,000 種類のタンパク質の変動を定量的に解

析した。また、未分化 ES 細胞に特異的なタンパク質の細胞機能を解析した。本研究の成果は、

ES細胞の基礎研究だけでなく、各種の方法で作成したiPS 細胞の比較解析や分化状態を識別す

るためのバイオマーカー探索のための資源として有用と考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 
 胚性幹細（ES細胞）は自己複製能とすべて
の細胞に分化しうる多分化能を有する全能
性の細胞で、発生学をはじめとする基礎生物
学の研究だけでなく、将来的には移植医療や
臓器再生のための強力な医療資源として広
範な応用が期待されている。生物学の基礎研
究では、ES細胞がもつ未分化維持機構と環境
要因に依存した分化過程の研究を中心に、ほ

乳類の発生過程における細胞系譜の形成や
細胞分化の分子機構を試験管内で研究でき
る系として、例えば発生初期の特定の時期に
部位特異的に出現する特定の神経細胞の分
化誘導に関する研究などが注目されている。
こうした研究は、ES細胞に関する基本的な理
解を深めるとともに、ES細胞の分化を人為的
に制御し、特定の細胞系譜へ選択的に誘導す
る技術の開発と結びつくことで、パーキンソ
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ン病や筋萎縮性側索硬化症などの神経変性
疾患や糖尿病など、特定の細胞機能の消失に
より引き起こされ、自立的な回復が望めない
多くの疾患に対する治療法の開発に繋がる
点でも重要な研究課題となっている。実際に、
ES細胞を資源として、神経、心筋、骨、血球
系細胞をはじめ、肝、脾、消化管などさまざ
まな器官が分化する内胚葉細胞などへ分化
誘導させる試みが報告されている。また、試
験管内で ES 細胞から特定の組織を構築する
研究も始まっており、組織及び臓器形成の基
本的な知見とともに人工臓器への応用とい
う点でも注目されている。このように、ES細
胞を資源とした移植医療や再生医療の実現
に向けた試みは大きな期待を受けて国内外
で精力的な研究が続けられている。 
 一方、ES細胞の基本特性である未分化維持
機構や分化能力に関しては、マウス ES 細胞
などを用いた分子生物学や細胞生物学的な
基礎研究が行われ、ES細胞の多分化能を維持
するためには Oct3/4、Sox2、Nanog などの転
写因子が必須であること、特定の細胞系譜に
誘導するためには BMP、Wnt などのシグナル
やさまざまなサイトカインが必要であるこ
となどが明らかにされている。しかし、ES細
胞が示す刺激応答系に関する我々の知識は
まだ部分的であり、また ES 細胞の特性の１
つともなっている奇形種（テラトーマ）形成
などの生物学的特性の分子機構に関する知
識も極めて不完全である。したがって本研究
を開始してから３年を経た現在においても、
ES 細胞の分化の方向を完全な形で人為的に
制御し、特定の細胞系譜に誘導して選択的に
増殖させることは困難であった。また、ES細
胞の臨床応用に関しても、分化誘導過程での
腫瘍形成など、医療技術としたときの深刻な
問題も懸念されている。こうした問題の解決
には、ES細胞がもつ細胞生物学的な特質と分
化調節機構に関する基本的な原理をより良
く理解することが不可欠と考えられた。 
 この研究の開始と前後して、京都大学・山
中伸弥教授らのグループが、ヒト繊維芽細胞
を人為的に操作することで ES 細胞と同様の
細胞学的性質を有する iPS 細胞（induced 
pluripotent stem cell）を作成することに
成功した。この研究は、ES細胞研究がもつ科
学的および倫理的な問題を解決し、将来の移
植医療、再生医療の実現に向けた大きな一歩
となった。しかし iPS 細胞がもつ細胞生物学
的な性質や、ES細胞との相違などの詳細につ
いては十分に理解されていない。したがって
iPS 細胞の出現は、従来のES細胞研究の重要
性をますます増大するものと考えられた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、質量分析法を中心とする最新
のプロテオミクス技術によって、ES細胞で機

能しているタンパク質の発現と相互作用の
ダイナミクスを大規模に解析し、その細胞生
物学的な特質と分化調節機構に関する基本
的な理解を深めることを目標とした。 
具体的には、次の目標を設定して研究を行

うこととした。（１）ショットガン法を基本
原理とするプロテオミクス解析技術によっ
て、未分化状態を維持したまま増殖を続ける
ES 細胞のタンパク質発現の全体像を明らか
にする。また分化誘導刺激によって特定の細
胞系譜に分化を開始した ES 細胞のタンパク
質発現のダイナミクスを時系列に添って定
量的かつ系統的に解析することで、ES細胞の
分化過程を特徴づけるタンパク質マーカー
を検索する。（２）ES 細胞の運命決定に重要
なサイトカインなどの分化誘導因子に対す
る細胞膜受容体や細胞間相互作用を規定す
る細胞接着因子、CD抗原などの細胞表面タン
パク質群や糖タンパク質、あるいはクロマチ
ン分画に存在するタンパク質に焦点をあて
て選択的に解析することで、ES細胞の分化に
関与するタンパク質の同定を試みる。（３）
以上の研究で検出した未分化あるいは分化
状態を特徴づけるタンパク質を起点とした
タンパク質相互作用解析や生化学、分子生物
学的な解析によって、ES細胞の細胞生物学的
な特性や分化調節機構に関する知見を得る。 
最後に本研究では、未分化および分化誘導

刺激を受けた ES 細胞に存在するタンパク質
に関する大規模なデータセットを整備する
ことで、ES細胞の未分化状態の維持や分化調
節機構など、ES細胞の特性を解析するさまざ
まな基礎研究や、特定の刺激や環境因子によ
って ES 細胞や iPS 細胞から誘導される細胞
系譜や組織を同定するためのバイオマーカ
ー探索のための資源として、移植医療や再生
医療の発展に寄与することを目標とした。 
 
３．研究の方法 
 ES 細胞をはじめとする幹細胞研究は、臨
床応用の観点からヒトの細胞に興味が持た
れるが、生命倫理の問題など解決すべき課題
が多く残されている。そこで、ES 細胞が共
通にもつ細胞生物学的な特性の理解を目標
とする本研究では、実験的な取り扱いが容易
で多くの知見が蓄積しているマウスES 細胞
を用いた。マウス ES 細胞は、白血病阻害因
子（LIF）の存在下で多分化能を維持したま
ま培養することが可能で、神経、心筋、骨、
血球系細胞などの細胞系譜へ分化誘導する
実験系が知られている。 
 一方、本研究では、高分離能・高感度のダ
イレクトナノフロー多次元液体クロマトグ
ラフ（LC）と高分解能質量分析計（MS）を連
結し、データ処理システムを一体化した全自
動多次元ナノ LC-MS システムをプロテオー
ム解析のプラットフォームとして使用した。



 

 

このシステムは、文部科学省などの援助によ
って申請者らが進めてきた研究開発プロジェ
クトの成果として生まれた世界最先端のプロテ
オーム解析システムで、細胞抽出液などのタン
パク質試料をプロテアーゼで消化して得られる
複雑なペプチド混合物をオンラインで分析し、そ
の質量情報からタンパク質を同定する「ショット
ガン法」を基本原理にしている。この方法ではタ
ンパク質の消化で生じたペプチド断片を分析の
対象とするので、タンパク質としての取り扱いが
難しい細胞膜受容体などの不溶性タンパク質も
同定できる大きな利点がある。またこのシステム
では、ディッシュ１枚で培養した細胞に含まれる
数マイクログラムの試料中に含まれるフェムト
モルレベルのタンパク質を１回の分析で数千種
類同定できる。このシステムを利用した予備的
な研究では、LIF 存在下で培養した未分化マ
ウス ES 細胞に発現しているタンパク質
1,800種類を同定して細胞内局在や機能情報
を付加したタンパク質カタログを作成し、
mRNAレベルでの解析と比較しながらES細胞
の特質を解析できた（Nagano K. et al, 
Proteomics 5, 1346-1361, 2005）。また、膜
不透過型のタンパク質ビオチン標識試薬で
処理することで ES 細胞の細胞膜表面に存在
するタンパク質を選択的に標識してからシ
ョットガン解析し、未分化および分化過程に
あるマウス ES 細胞表面タンパク質を同定し
た（Nunomura K et al, Mol. Cell. Proteomics 
12, 1968-1976, 2005）。 
 本研究では、未分化 ES 細胞のプロテオー
ム解析を徹底的に行って網羅性を高めると
ともに、分化誘導後の細胞のタンパク質発現
のダイナミクスを、安定同位体標識法（SILAC
法：Stable Isotope Labeling with Amino 
Acids in Cell Culture）を利用して定量的
に解析することで、それぞれの細胞系譜に時
期特異的に発現するタンパク質セットを同
定することを試みた。そのため、細胞全体を
対象とした解析に加えて、細胞分画法によっ
て調製した ES 細胞のクロマチン分画を対象
とした解析を行った。さらに、レクチンカラ
ムを利用して細胞膜などに内在する糖タン
パク質を選択的に濃縮し、同定する方法
（IGOT 法）について検討した（Kaji H et al, 
Nat Protoc. 6, 3019-3027, 2007）。最後に
本研究では、上記の方法で検出した未分化
ES 細胞に特徴的なタンパク質数種類につい
て、プロテオミクス技術を利用した相互作用
解析や細胞生物学的な方法による機能解析
を行った。 

 
４．研究成果 
①本研究では、まず始めにマウス ES 細胞を
安定同位体で標識したアミノ酸（13C-Lys）を
含む培地で培養することで、ES 細胞の形質
を維持したまま細胞が合成するタンパク質

をまるごと代謝ラベルする実験系を確立し
た。またこの細胞を、培養液から白血病阻害
因子（LIF）を除去すると同時にレチノイン
酸を加えて神経様細胞へと分化誘導するこ
とで、未分化状態から特定の細胞系譜へ向か
ってダイナミックに変動するプロテオーム
のダイナミクスをショットガン法による大
規模プロテオーム解析法で定量的に解析し
た（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．代謝標識法による ESプロテオームの大規模解析 

 
 
その結果、細胞全体を構成するタンパク質約
3700 種類について、分化誘導前後での発現プ
ロファイルの変動を定量的に解析できた（図
２）。未分化状態のES細胞には、細胞が未分
化状態を維持するために不可欠な転写因子
Oct3/4 などのほか、これまでは機能が知られ
ていない多くのタンパク質が特徴的に発現
していることが確認された。一方、この解析
で同定したタンパク質を細胞内局在に基づ
いて分類したところ、未分化状態の ES 細胞
に特徴的なタンパク質の多くが核に局在す
ることが明らかになった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２.分化誘導刺激による ES 細胞プロテオームの変動 

分化誘導刺激によって 1/2 以下に減少（ピンク）、2 倍

以上に増加（グリーン）、変動が観察されない（黄色）
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図３.未分化ES細胞に特徴的なタンパク質の細胞内局在 

 
そこで安定同位体標識した未分化/分化ES細
胞から細胞分画法によりクロマチン結合タ
ンパク質を調製し、ショットガン解析したと
ころ、細胞全体の解析では検出できなかった
約500種類のタンパク質の変動を新たに解析
することができた。さらに本研究では、レク
チンを利用して糖タンパク質を選択的に安
定同位体で標識できる IGOT 法を改良し、こ
の方法が細胞膜などに内在する糖タンパク
質の同定に有効であることを示した（Kaji H 
et al, Mol. Cell Proteomics 12, 2100-2109, 
2007）。この方法は、ES 細胞の細胞膜表面に
存在する糖タンパク質の同定、すなわち非侵
襲のバイオマーカー探索に有効と考えられ
たが、本研究の期間内には、この方法を ES
細胞研究に適用することはできなかった。 
 以上の研究の結果、ES細胞で発現するタン
パク質 4,000 種類以上について、分化誘導刺
激にともなう発現量の変動を定量的に解析
した「ES細胞タンパク質カタログ」を作成す
ることができた。 
 
②本研究で作成した「ES細胞タンパク質カタ
ログ」には未分化あるいは分化した ES 細胞
に特徴的なタンパク質が数多く含まれてい
た。これらのタンパク質の中で、クロマチン
分画に存在する未分化 ES 細胞特異的なタン
パク質群は、エピジェネティックなクロマチ
ン調節タンパク質として、ES細胞の未分化状
態の維持や分化調節機構に関わる可能性が
考えられた。そこで、これらの中から特に注
目される機能未知のタンパク質 10 種類を選
択し、エピトープタグを挿入した遺伝子をES
細胞に挿入して細胞内局在を確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Dnmt3b         A          B        Hmga1 
図４.未分化 ES 細胞特異的なタンパク質の細胞内局在

（一部） 

 

 
また、これらの遺伝子を過剰発現あるいは逆
に siRNA によって発現抑制した時の表現型
（フェノタイプ）を観察した。すなわち細胞
の形態変化と Oct3/4 の発現をウェスタンブ
ロット法で確認した。その結果、少なくとも
２種類のタンパク質（A, B）が ES 細胞の未
分化状態の維持に関わっていることが推定
された。これらのタンパク質はいずれも
「Pumilio ドメイン」をもつ RNA 結合タンパ
ク質として知られていたが、その細胞機能の
詳細は不明であった。そこで、エピトープタ
グを利用して ES 細胞からタンパク質 A ある
いは Bを含む複合体を分離精製し、それらの
タンパク質成分をショットガン法で同定し
たところ、多種類のリボソームタンパク質と
ともに、合成過程にあるリボソーム先駆体に
含まれるトランス因子が多数検出された。し
たがって、タンパク質 A, B はいずれもリボ
ソーム先駆体の構成成分としてその生合成
に関わるタンパク質因子と推定された。 
 
③未分化 ES 細胞に特徴的なタンパク質につ
いてさらに詳細な解析を進めるため、これら
のタンパク質発現を人為的に制御できる ES
細胞株を作成した。未分化－分化間の ES 細
胞の変化にこれらのタンパク質が関わって
いるものであれば、人為的にその発現を維持
することによって未分化状態を維持できる
可能性がある。細胞株の作成には ROSA-TET 
system (Masui S. et al. Nucleic Acids 
Research, 33, e43, 2005) を用いた。この
システムは E14ES 細胞株の rosa26 遺伝子部
分に目的遺伝子を置換する形で挿入し、培地
中にテトラサイクリンが存在するときは発
現が抑制され、テトラサイクリンを除去する
と発現が誘導される。 
 このシステムを用いて構築した ES 細胞株
を LIF 存在下で培養した。次に、LIF 存在下
あるいは非存在でレチノイン酸刺激して分
化誘導し、同時に培養液からテトラサイクリ
ンを除去して挿入した遺伝子の発現を誘導
したところ、タンパク質 A、B の 2 種類に特
異的に細胞死が誘導されることがわかった。
また、この細胞死がアポトーシスであること
を Caspase の活性化と DNA の断片化により
確認した。一方本研究で見出した未分化 ES
細胞に特徴的な他のタンパク質（Jmjd1a, 
Jarid2）を挿入した細胞株や、細胞の代謝に
直接関与しない遺伝子（ハイグロマイシン耐
性遺伝子）を挿入した細胞株では同様な現象
は観察されなかった。このことからタンパク
質 A,B の発現は ES 細胞の分化過程で厳密に
調節されているものと推定された。 
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 図４.ES細胞に対するタンパク質A（上）とJmjd1a （下） 
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本研究および関連する分野の研究から、タン
パク質 A、B はいずれもリボソーム生合成の
初期過程に重要な rRNA のプロセッシングに
関与する因子と推定された。また実際に、LIF
非存在下でタンパク質Aの発現を誘導した後
に細胞の rRNA を調べてみると、rRNA 先駆体
である 47S/45S rRNA の減少が観察された。
この結果は、ES細胞の分化過程でリボソーム
合成が厳密に制御されていることを示唆す
るものであるが、その生物学的な意味や分子
機構の詳細については更に詳しい研究が必
要と考えられた。 
 
［まとめ］本研究では、マウス ES 細胞を安
定同位体で標識したアミノ酸（13C-Lys）を含
む培地で培養することで、ES 細胞の形質を
維持したまま細胞が合成するタンパク質を
まるごと代謝ラベルできる実験系を確立し
た。また、この同位体標識マウス ES 細胞を
レチノイン酸刺激によって分化誘導した際
に観察されるプロテオームの変動を最新の
プロテオミクス技術によって大規模に解析
した。その結果、マウス ES 細胞に存在する
約 4,000 種類のタンパク質を同定するとと
もに、分化誘導刺激によるその変動を定量的
に解析することができた。この中には ES 細
胞が未分化状態を維持するために必要とさ
れているOct3/4やSox2などのタンパク質が
含まれていた。また、未分化状態に特徴的な

タンパク質の多くは核に局在する因子であ
ることがわかった。ES 細胞のプロテオーム
を解析した以前の研究（Nunomura K, et al, 
Mol. Cell Proteomics 12, 1968-1976, 2005）
や本研究の結果から、未分化状態を維持して
いるES 細胞が既に神経や血球系細胞などを
特徴付ける分化マーカーとして知られてい
る複数のタンパク質を発現しているが明ら
かになった。このことは、未分化の ES 細胞
がすでに多様な細胞へ分化するためのタン
パク質セットを準備しており、この中から分
化誘導刺激に依存したセットを選択するこ
とで特定の細胞系譜に分化することを示唆
していた。一方、本研究では、未分化 ES 細
胞に特徴的なタンパク質セットから従来 ES
細胞での機能が知られていないタンパク質
約 10 種類を選び、その細胞機能解析を試み
た。テトラサイクリンの有無によって、これ
らの遺伝子の発現を制御できる ES 細胞株を
作成し、分化誘導刺激を加えた際の表現型な
どを観察したところ、２種類のタンパク質が
特異的に ES 細胞のアポトーシスを誘導する
ことがわかった。これらのタンパク質はいず
れもPumilioドメインをもつRNA結合タンパ
ク質であり、細胞のリボソーム生合成初期の
rRNA 修飾などに関わるトランス因子である
ことから、ES 細胞の分化調節にリボソーム
合成系の制御が関わっていることが推定さ
れたが、その詳細については今後の課題とな
った。 
 最後に、本研究の成果は、未分化および分
化過程にある ES 細胞に発現する機能性タン
パク質に関する基礎生物学的な研究や、ES細
胞の未分化状態の維持と多分化能ならびに
分化を規定する分子機構を規定する分子機
構に関して重要な知見をもたらすとともに、
既に行われている mRNA レベルでの大規模な
発現解析に相補的な ES 細胞のタンパク質カ
タログとして、ES細胞の特性を解析するさま
ざまな研究の基盤となることが期待される。
また、本研究で同定されたタンパク質群は、
特定の刺激や環境因子によってES細胞やiPS
細胞から誘導される細胞系譜や組織を同定
するための非浸襲のバイオマーカーあるい
は分化の方向を制御するための標的分子と
して、移植医療や再生医療の発展に寄与する
ことが期待される。 
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