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研究成果の概要（和文）：哺乳類成熟卵子は、最終分化した細胞のエピゲノム情報をリプログラミングし、全能
性を再獲得させる能力を有している。本研究では、全能性細胞で特異的に発現する遺伝子群（全能性細胞特異的
遺伝子）を用いた高品質iPS細胞作製法を開発することを目的とした。その結果、全能性特異的遺伝子の中に
は、iPS細胞の樹立効率を上昇させる遺伝子と低下させる遺伝子があることが明らかとなった。また、一部の遺
伝子では、iPS細胞誘導初期にのみ発現させた場合に、Nanog陽性iPS細胞の割合が高くなることが示された。今
後、作製したiPS細胞の分化能等の品質について検討する予定である。

研究成果の概要（英文）：Mammalian mature oocytes have the ability to reprogram the epigenomic 
information of the terminally differentiated cell to reacquire totipotency. In this study, we aimed 
to develop a method for generating high-quality iPS cells using a set of genes specifically 
expressed in totipotent cells (totipotent cell-specific genes). We revealed that some genes increase
 and some decrease the efficiency of iPS cell derivation. We found that some genes increased the 
percentage of Nanog-positive iPS cells compared to that of control iPS cells when they were 
expressed only in the early stages of iPS cell induction. In the future, we plan to investigate the 
quality of the generated iPS cells, including their differentiation ability.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、全能性を有する初期の着床前胚で特異的に発現する9個の遺伝子について、iPS細胞の樹立効率と品
質に及ぼす影響を検討した。その結果、Pramef12をiPS誘導初期の4日間だけ発現させることにより、Nanog陽性
iPS細胞の割合が高くなることを見出した。今後、作製したiPS細胞の分化能を含めた品質について検討すること
により、従来のiPS細胞よりも品質の高いiPS細胞が樹立できる可能性がある。また、本研究で扱った遺伝子には
全てヒトホモログが存在するため、Pramef12がヒトのiPS細胞の品質向上にも利用できる可能性が高いと考えら
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。
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１．研究開始当初の背景 
哺乳動物の個体発生は、精子と卵子が受精することにより開始される。精子と卵子は遺伝情報

を次世代に伝えるために特殊化した細胞であるが、受精を経て体を構成するすべての細胞に分
化する「全能性」と呼ばれる能力を再獲得する（図 1）。研究代表者らは、全能性細胞に高発現す
る Tet3 と PGC7 (Stella, Dppa3) が、それぞれ受精後に生じる能動的 DNA 脱メチル化とその制
御に関与することを明らかにしてきた (1-3)。さらに、これらの研究成果を発展させ、PGC7 を
用いて人為的に DNMT3A の機能を抑制することにより、ES 細胞に近い遺伝子発現を示す高品質
iPS 細胞を誘導することに成功していた (4) 。PGC7 と同様に卵細胞で高発現するヒストン変異
体 TH2A/B が iPS 細胞誘導時に“卵細胞特異的リプログラミング機構”を活性化することも明ら
かにされていた（5）。このように、全能性を有する初期の着床前胚で高発現あるいは特異的に発
現する遺伝子の中には、受精後の全能性再獲得に重要な遺伝子が含まれ、これらの遺伝子が新た
な体細胞核リプログラミング法の開発に極めて有用であることが明らかにされつつあった。 
 
２．研究の目的 
哺乳類成熟卵子は、最終分化した細胞のエピゲノム情報をリプログラミングし、全能性を再獲

得させる能力を有している。研究代表者らは、母性因子の一つである PGC7（Stella, Dppa3）が、
受精後の全能性再獲得に必須であることを明らかにしてきた。また、その過程において全能性が
獲得される時期に高い発現を示す機能未知遺伝子を複数個同定してきた。本研究では、全能性細
胞で特異的に発現する遺伝子群を用いた高品質 iPS 細胞作製法を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
MEF に山中因子（Oct3/4、Klf4、Sox2、c-Myc）と各全能性細胞特異的遺伝子（Klf17、Btg4、

Trim61、Pramef12、Rfpl4、Zc3h6、Zbed3、および Zfp92）を発現させ、個々の遺伝子が iPS 細胞
の誘導効率に及ぼす影響を検討した。iPS 細胞の誘導時のリプログラミングは、“開始”、“成熟”、
および“安定化”（initiation、maturation、stabilization）の 3つの段階を経て、確率論的に
生じることが明らかにされている (6)。したがって、リプログラミングの開始に働く遺伝子が成
熟や安定化にはむしろ阻害的に働くことが考えられる。そこで、MEF に山中因子を恒常的に発現
させ、各全能性細胞特異的遺伝子を“開始”、“成熟”、および“安定化”の時期特異的に発現さ
せ、個々の遺伝子が iPS 細胞の誘導効率に及ぼす影響を検討した。 
 
４．研究成果 
MEF に Btg4、Fbxw14、Klf17、

Pramef12、Rfpl4、Trim61、
Zbed3、Zc3h6、Zfp92 または 9
つの全能性幹細胞特異的遺伝
子を OKSM（ Oct3/4, Klf4, 
Sox2 および c-Myc）と共にテ
トラサイクリン誘導プロモー
タ ー を 有 す る PiggyBac 
Vector21 を用いて遺伝子導入
し、4 日間または 14 日間 Dox
を添加し、14 日目に iPS 細胞
のコロニー数をカウントした
（図 1）。 
その結果、Pramef12 を 4 日

間発現させた場合には ALP
（Alkaline phosphatase）陽
性の iPS 細胞と推定されるコ
ロニーの数が有意に増加し、
14 日間発現させた場合には減
少する傾向にあることが明ら
かとなった（図 1）。 
Btg4 を 4 日間と 14 日間発

現させた場合には ALP 陽性の
iPS 細胞と推定されるコロニ
ーの数が有意に減少すること
が明らかとなった（図 2）。
Trim61 を 4 日間発現させた場
合には ALP 陽性の iPS 細胞と
推定されるコロニーの数が増



加する傾向にあり、14 日間発
現させた場合には ALP で染色
されるコロニーの数が有意に
減少することが明らかとなっ
た（図 2）。 
Klf17 を 4 日間発現させた

場合には ALP 陽性の iPS 細胞
と推定されるコロニーの数が
有意に減少し、14 日間発現さ
せた場合には ALP で染色され
るコロニーの数が減少する傾
向にあることが明らかとなっ
た（図 3）。Rfpl4 を 4 日間発
現させた場合には ALP 陽性の
iPS 細胞と推定されるコロニ
ーの数が増加する傾向があ
り、14 日間発現させた場合に
は ALP で染色されるコロニー
の数が減少する傾向にあるこ
とが明らかとなった（図 3）。 
Fbxw14 を 4 日間と 14 日間

発現させた場合には ALP 陽性
の iPS 細胞と推定されるコロ
ニーの数が減少する傾向にあ
ることが明らかとなった（図
4）。Zfp92 を 4日間と 14 日間
発現させた場合には ALP 陽性
の iPS 細胞と推定されるコロ
ニーの数が有意に減少するこ
とが明らかとなった（図 4）。
Zbed3 を 4 日間発現させた場
合には ALP 陽性の iPS 細胞と
推定されるコロニーの数が有
意に減少し、14 日間発現させ
た場合には ALP で染色される
コロニーの数が減少する傾向
にあることが明らかとなった
（図 5）。Zc3h6 を 4 日間と 14
日間発現させた場合には ALP
陽性の iPS 細胞と推定される
コロニーの数が減少する傾向
にあることが明らかとなった
（図 5）。 
次に、iPS 細胞誘導初期の 4

日間だけPramef12を発現させ
て 作 製 し た iPS 細 胞
（Pramef12(4)-iPS）につい
て、多能性幹細胞のマーカー
であるOct3/4とNanogのタン
パク質の発現について検討し
た。その結果、Pramef12(4)-iPS では、コントロールの iPS 細胞より Nanog 陽性細胞の割合が有
意に増加することが明らかとなった。今後、他の遺伝子を用いた iPS 細胞の Nanog 陽性細胞の割
合を検討するとともに、分化能を含めた iPS 細胞の品質についても検討する予定である。 
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