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研究成果の概要（和文）：高い多能性を持つiPS細胞の誘導には、ゲノムワイドな転写制御（エピゲノム転写制
御）の分子機構を理解して、エピジェネティックに十分に初期化することが重要である。本研究では、我々独自
のPaused iPS細胞の持つ、Klf4量依存的にエピジェネティクス変化が停止した中間体という特徴を活かし、Klf4
量依存的エピゲノム転写制御に関わる分子の同定やメカニズム解析を行った。その結果、エピゲノム転写制御を
負に制御する因子としてKdm1a等を同定した。また、Klf4のゲノムDNAへの結合能がクロマチン構造変化に重要で
あり、その変化の量依存的増加がエピゲノム転写制御に重要なことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Production of highly pluripotent iPS cells requires complete epigenetic 
reprogramming. So, we should understand molecular mechanism of whole genome epigenetic 
transcriptional regulation (epigenomic transcriptional regulation). Our paused iPSCs are epigenetic 
intermediates paused at different phase of iPSC generation according to Klf4 dose. We utilized these
 unique characteristics to mechanistic analyses of the Klf4-dose dependent epigenomic 
transcriptional regulation during reprogramming. We identified Kdm1a that negatively regulates the 
transcriptional regulation. Moreover, DNA binding capacity of Klf4 is important for chromatin 
structure changes, and an increase of these changes can enhance the epigenomic transcriptional 
regulation.

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
本研究成果は、高い多能性を獲得した高品質iPS細胞を効率良く誘導する方法の確立につながることが期待され
る。このような技術は、より安全なiPS細胞を用いた再生医療の実現に大きく貢献すると考えられる。またエピ
ゲノム転写制御は、がん化や細胞分化といった他の生命現象にも深く関わり、それらを制御する方法の確立にも
つながることから、大きな学術的、社会的意義があると思われる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）iPS 細胞誘導におけるエピゲノム転写制御 

人工多能性幹細胞（iPS 細胞）は再生医療等への応用が期待されている。しかし、初期化が不
完全な iPS 細胞には誘導元の細胞のエピジェネティックな情報が残っていることが多く、それ
により iPS 細胞の分化能が低下してしまう。iPS 細胞誘導では、体細胞に導入された数個の初
期化誘導因子によって、ゲノムワイドなエピジェネティクス変化を伴った転写制御（エピゲノ
ム転写制御）が起こる。つまり、多能性が高い高品質な iPS 細胞を樹立するためには、この初
期化誘導因子によるエピゲノム転写制御の分子機構を理解し、その知見を元に、エピジェネテ
ィックに十分に初期化する方法を確立する必要がある。 
iPS 細胞誘導で起こるエピゲノム転写制御の一つに、X 染色体再活性化（X chromosome 

reactivation [XCR]）がある。これは、メスの体細胞から iPS 細胞を誘導する際、不活性化さ
れていた X染色体からの RNA 転写が再活性化される現象であり、不活化 X染色体上のヘテロク
ロマチン構造のユークロマチン状態への変化を伴う。XCR の詳細な分子機構は不明であるが、
XCR が起きた iPS 細胞は高い多能性を有するという報告もあるため、多能性誘導に関わるエピ
ゲノム転写制御の解析対象として、XCR は適していると言える。 

 
（２）エピゲノム転写制御の 4W1H（動的エピゲノム転写制御） 

エピゲノム転写制御の理解のためには、その開始や伝播の分子機構を理解する必要がある。
エピゲノム転写制御の開始機構については、パイオニア転写因子と呼ばれる特殊な機能を持つ
転写因子がヘテロクロマチン領域に結合し、それらをユークロマチン状態に変換することが引
き金になる。そしてその後、ゲノムの 3次元構造変化を伴いながら、他のエフェクター転写因
子の二次的な作用等が促進されて、転写制御が点から線へと伝播し、最終的に様々な遺伝子の
RNA 転写が起こる、というモデルが提唱されている。 
それに対し近年、ChIP-seq、RNA-seq 解析の普及などにより、転写因子の結合部位や様々なヒ

ストン修飾の位置、それに関わる遺伝子発現の変化に関する情報がゲノムワイドに明らかにな
ってきている。しかし、これらの膨大な量の情報のほとんどが、ある細胞における静的なエピ
ジェネティクス状態を表しており、この情報を元に、転写因子の結合がどのヒストン修飾を誘
導するのか等、各エピジェネティクス変化の相関関係を明らかにするのは難しい。そのため、
どの転写因子（Who）がパイオニア転写因子として、いつ（When）、ゲノム上のどの位置（Where）
に結合し、その後に、どのようなエピジェネティックな変化（What）が、どのようにして（How）
伝播していくのか、という、動的なエピゲノム転写制御の流れ（転写制御の 4W1H）は殆ど明ら
かになっていない。 

 
（３）Klf4 量依存的 iPS細胞誘導中間体〜Paused iPS細胞を用いたエピジェネティクス解析〜 

通常の iPS 細胞誘導法では、非常に不均一に多能性誘導が進むため、このようなヘテロな細
胞群を対象にゲノムワイドな解析を行うことは困難である。しかも、iPS 細胞誘導は連続的に
進行するため、誘導途中の細胞を再現性良く得て、それらを解析に用いることも難しい。 
それに対し我々は、独自の遺伝子導入技術（SeVdp ベクター）の特徴を生かした解析により、

Klf4 の発現量を調節しながら iPS 細胞を誘導すると、Klf4 量依存的に多能性が異なる均質な
細胞群（Paused iPS 細胞）を、iPS 細胞誘導の中間体として再現性良く得られることを明らか
にしている（Nishimura et al. Stem Cell Rep. 3,915-929, 2014）。さらに Paused iPS 細胞
の多能性を向上させる因子として Tcl1 を同定し、iPS 細胞誘導において、Tcl1 プロモーター
周辺のエピジェネティックな状態が Klf4 量依存的に変化することが、Tcl1 の発現誘導や多能
性獲得に重要であることを明らかにした（Nishimura et al. Stem Cell Rep. 8,787-801, 2017）。 
このように、iPS細胞誘導過程のエピジェネティックな変化はKlf4量依存的に進行しており、

そのようなエピジェネティクス変化の中間体としても Paused iPS 細胞を用いることができる
ことが示されている。 

 
 
２．研究の目的 

独自の Paused iPS 細胞の特徴を生かし、XCR 等を解析対象として、従来の解析手法では不可
能であった、iPS 細胞誘導過程の動的エピゲノム転写制御の分子機構を解析する。 

 
 
３．研究の方法 

iPS 細胞誘導におけるエピゲノム転写制御の 4W1H を明らかにするにあたり、Paused iPS 細
胞は Klf4 量依存的な性質を示すことから、エピゲノム転写制御を開始させるパイオニア転写
因子を示す”Who”は Klf4 であると思われる。よって、残りの Where, What, When, How につ
いて、以下の方法で解析を進める。 
 



（１）XCR 開始領域の同定 [Where] 
我々は、独自の SNP cDNA typing 法を用いて XCR を高感度に検出することに成功している。

そこで、様々な段階で iPS 細胞誘導が停止した Paused iPS 細胞を用意し、それらの XCR の状
態を SNP cDNA typing 法で解析することにより、XCR 開始前と開始後の細胞群を取得する。そ
して、各々の細胞群に対して RNA-seq 解析を行い、各アリルからの RNA 転写を比較することに
よって、不活化されている X 染色体上のどの領域から XCR に伴う RNA 転写が開始されているか
明らかにする。 

 
（２）XCR 開始に関わる分子の同定とその機能解析 [Where→What&How]  

（１）で同定された XCR 開始領域に対して、その領域に結合する候補因子を ChIP-seq データ
ベース（ChIP-atlas）等を用いて選定する。そして、それらの候補因子について、それらを過
剰発現・発現抑制した際の XCR の進行度などを元に、実際に XCR に関与する因子を同定し、そ
の因子によるエピゲノム転写制御の分子機構を解析する。 

 
（３）高発現 Klf4 による発現制御に関わる因子の同定とその機能解析 [What→How] 

Paused iPS 細胞では Oct4 結合やヒストン修飾が Klf4 発現量に応じて大きく変化しているこ
とを、我々はすでに明らかにしている。この結果から、Klf4 高発現 Paused iPS 細胞特異的に
Klf4 が結合している領域（hiKlf4 領域）には、これらのエピジェネティックな変化に関わる
因子が多く共局在していると考えられる。そこで、hiKlf4 領域に対する motif search を元に、
高発現 Klf4 と協調して転写制御に働いていると思われる候補因子を選定する。そして、それ
らの候補因子について、それらを過剰発現・発現抑制した際の多能性の変化などを元に、実際
に多能性関連遺伝子転写調節に関わる因子を同定し、エピゲノム転写制御との関わりを明らか
にしていく。 

 
（４）Klf4 量依存性とクロマチン構造の関係の解析 [Who&How] 

 Klf4 が量依存的にパイオニア転写因子としての機能を発揮しているか検証するために、ま
ず、ATAC-seq 法によって Paused iPS 細胞におけるユークロマチン領域を明らかにし、その結
果と、既に得られている Klf4 の DNA 結合領域のデータを比較する。 
また、Klf4 の Zn フィンガードメインはゲノム DNA への結合に重要な領域であるが、そこに

様々な変異を入れて DNA との結合能を変えた Klf4 を作製する。そして、それらの変異 Klf4 の
ゲノム DNA への結合能と量依存性、クロマチン構造変化の関係を調べることによって、Klf4 の
パイオニア因子としての機能と DNA 結合能の関係を解析する。 

 
 
４．研究成果 
（１）XCR 開始領域の同定  

X 染色体再活性化開始領域を同定するために、X 染色体の再活性化状態が異なる Paused iPS
細胞の取得を試みた。我々が開発した SNP cDNA typing 法を用いて、不活性型 X染色体からの
RNA 転写を定量した結果、全く転写されていない細胞群から、ほぼ全ての細胞から転写されて
いる細胞群まで、段階的に X 染色体再活性化の進行度の異なる Paused iPS 細胞を得ることに
成功した。次に、その各細胞群に対して RNA-seq 解析を行い、X 染色体のどの領域から転写が
早く起きているか解析した。その結果、再現性良く 7.7〜8.2Mb の領域から早い時期に転写が
起きていたことから、この領域を X 染色再活性化開始領域と同定した（Aizawa et al. Stem 
Cell Rep. 17, 53-67, 2022）。 

 
（２）XCR 開始に関わる分子の同定とその機能解析 

（１）で同定した再活性化開始領域に結合すると思われる分子を、ChIP-atlas データベース
を用いて探索し、6 つのタンパク質を候補とした。そしてそれらの発現を抑制した状態で iPS
細胞を行ったところ、Kdm1a の発現を抑制すると、X 染色体再活性化が早く進行することを明
らかにした。さらに Kdm1a に対する ChIP-seq 解析の結果、再活性化開始前には、Kdm1a が再活
性化開始領域に結合しているのに対し、開始後には離れていることを明らかにした。以上の結
果から、Kdm1a は X 染色体に結合して再活性化を抑制しており、Kdm1a が離れることによって
再活性化が開始する可能性が示された（Aizawa et al. Stem Cell Rep. 17, 53-67, 2022）。 
 

（３）高発現 Klf4 による発現制御に関わる因子の同定とその機能解析 
高発現 Klf4 が特異的に結合する領域に対して motif search を行なった結果、E2f4 結合配列

が有意に集積していた。そこで、E2f4 の発現を抑制しながら iPS 細胞誘導を行ったところ、低
発現 Klf4 でも高い多能性を誘導できた。また、E2f4 を過剰発現させて iPS 細胞誘導を行なっ
たところ、Klf4 量依存的な多能性誘導に変化が確認された。よって、E2f4 は Klf4 量依存的エ
ピゲノム転写調節を制御する因子であることが示唆された。 
 

（４）Klf4 量依存性とクロマチン構造の関係の解析 
iPS 細胞誘導における Klf4 量依存的なエピゲノム転写制御機構を解析するために、高 Klf4



発現 Paused iPS 細胞（HighK 細胞）と低 Klf4 発現 Paused iPS 細胞（LowK 細胞）のクロマチ
ン状態の情報を ATAC-seq 解析によって取得し、その結果を ChIP-seq 解析による Klf4 結合位
置の情報と比較解析した。その結果いずれの細胞でも、Klf4 が結合している領域の 80％以上
でクロマチン構造がopenであった。次に、HighK細胞特異的にKlf4が結合している領域（hiKlf4
領域）のクロマチン構造を解析した結果、誘導元細胞（MEF）、LowK 細胞では close 状態が多い
のに対し、HighK 細胞や ES細胞では殆どが open 状態であった。そして、LowK 細胞で Close 状
態であった hiKlf4 領域（LcHo 領域）に付近の遺伝子に対する Pathway 解析を行なった結果、
最上位に多能性制御遺伝子群が挙げられ、また、多能性獲得に関係すると考えられている、ES
細胞の Super-enhancer の 30％以上がこの領域と重なっていた。これらの結果から、Klf4 は量
依存的にゲノム DNA への結合位置を変えており、それによってパイオニア因子として多能性誘
導に関係する領域のクロマチン構造を open にして、多能性獲得に寄与していることが明らか
になった。さらに、LcHo 領域に結合すると思われる因子を ChIP-atlas データベースを用いて
抽出し、それらの発現を抑制した状態で iPS 細胞誘導を行なったところ、いくつかの因子が
Klf4 量依存的な多能性誘導の進行に関係することを示すデータが得られた。 
また、Klf4 の Zn フィンガードメインに様々な変異を導入したところ、従来の Klf4 よりも均

質で多能性の高い iPS 細胞を効率良く誘導できる変異 Klf4 を得ることに成功した。この変異
Klf4 は、iPS 細胞誘導過程で、野生型と比較してより多く多能性関連遺伝子付近に結合し、そ
れらの発現を上昇させていた（Borisova et al. iScience, 25, 103525, 2022）。この変異 Klf4
はより多くのアミノ酸残基が DNA と相互作用し、強い DNA 結合能を持つことが示唆されてい
る。そして、この変異 Klf4 の発現量を変えながら iPS 細胞誘導を行なったところ、低発現量
でも高い多能性の誘導が可能であった。よって、Klf4 のゲノム DNA への結合がクロマチン構造
変化や転写制御の引き金となっており、Klf4 とゲノム DNA の相互作用を制御することによっ
て高い多能性を誘導できることが示された。 
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