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研究成果の概要（和文）：本研究は、細胞の「かたち」の変化が脱分化および多能性獲得といった細胞がもつ機
能の転換を決定するかを明らかにする目的で行われた。ブタ卵胞顆粒層細胞(pGC)は培養皿底面に接着する培養
６時間後に接着斑および線維状(F)アクチンを形成すると、アロマターゼ遺伝子などpGC特異的遺伝子群の発現が
急速に低下した。一方、細胞骨格(CA)の形成に関与する遺伝子群は細胞が伸長する培養12時間後まで急速に増加
した。pGCが脱分化する培養12時間後までに発現変動する遺伝子群の上流因子を解析した結果、細胞形態形成お
よび細胞増殖に関与する２つの転写調節因子が抽出された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to determine whether changes in "cell shape" determine the 
conversion of cellular functions such as dedifferentiation and multipotency. When porcine follicular
 granulosa cells (pGC) formed focal adhesion and F-actin after 6 hours of culture on the bottom of 
the culture dish, the expression of pGC-specific genes, such as aromatase genes, was decreased 
rapidly. In contrast, the expression of genes involved in cytoskeleton (CA) formation rapidly 
increased until 12 hours of culture, when cells elongated. We analyzed the upstream regions of genes
 whose expression increased significantly until 12 hours of culture when pGC de-differentiated. As a
 result, two transcriptional regulator genes involved in cell shape and cell proliferation were 
extracted.

研究分野： 動物生命科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
「細胞は特異的な転写因子の発現によって機能的および形態的に分化する」と考えられているなかで、本研究に
よって、メカノストレスが普遍的に体細胞の分化運命決定を制御する分子メカニズムを明らかにすることは、細
胞分化および多能性獲得における新しい概念を生み出すことができる。また、核内転写因子による細胞機能制御
の分子メカニズムについては、既に多くの研究がなされているが、本研究で実施するメカノストレスが惹起する
体細胞リプログラミングの普遍的な分子メカニズムの解明に取り組むことは、外来遺伝子の導入を必要としない
新規の人工多能性細胞の開発につながると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、体細胞に複数の転写因子遺伝子を導入することによって、多能性細胞（iPS細胞）あるい

は機能的な分化細胞へと直接リプログラミングを誘導できることが明らかにされている

(Takahashi and Yamanaka,2006; Ieda et al.,2010)。このことは、導入した転写因子の発現に

よって、元々の細胞に特異的な遺伝子セットの発現パターンから各々の分化状態特異的な遺伝

子セットの発現パターンへと変化することを示している。すなわち、細胞の運命決定は主たる転

写因子の発現によって直接制御される。我々は、前駆脂肪細胞株において、細胞のかたちを決定

するアクチン細胞骨格の動態を制御するRhoA/ROCKシグナルが不活化し、線維状のF-アクチンフ

ァイバー（F-form）が脱重合することによって、単量体G-アクチン（G-form）が増加し、そのG-

アクチンが転写調節因子のMKL1と直接結合して核移行および転写調節活性を阻害することによ

って、脂肪分化マスター転写因子のPPARγの発現をONにし、脂肪細胞へと終末分化することを見

出した（Nobusue et al.,2014）。これらのことは、細胞の形態という物理的要素が直接転写を制

御し、細胞運命を決定するという極めてユニークなメカニズムであることを示している。従って、

MKL1はアクチン動態に応答するメカノセンサー分子としてだけでなく、細胞骨格の動態および

張力を直接制御するメカノストレス誘導因子として働き、体細胞の運命に関与すると考えられ

る。また、我々は、終末分化した成熟脂肪細胞および卵胞顆粒層細胞を体外培養することで、自

発的に脱分化誘導することによって、間葉系幹細胞に類似した多能性細胞を簡便かつ大量に取

得できることを報告した（Matsumoto et al., 2008; Oki et al.,2012）。これらの結果は、iPS

細胞作製で示された転写因子遺伝子の導入による制御とは異なる仕組みによって、終末分化し

た体細胞がリプログラミングすることを示唆している。また、この過程において、それぞれの分

化細胞に特異的な細胞形態を変化させて、いずれも線維芽細胞様の形態を示すことから、細胞形

態の変化が自発的な脱分化および多能性獲得を誘導すると考えている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、MKL1の発現制御により生じるメカノストレスが、どのような分子メカニズムを介し

て、細胞の運命決定さらにはリプログラミングを制御しているか、そのメカノバイオロジー機構

の一端を解明することを目的とした。具体的には、ブタ卵胞顆粒層細胞(pGC)の脱分化過程にお

いて観察される細胞接着、細胞の伸長および細胞増殖時におけるpGCの遺伝子発現の経時的変化

を網羅的に解析した。脱分化に伴って発現変動する遺伝子群の上流域に存在する転写調節因子

(脱分化制御因子)の抽出を試みた。 

 
３．研究の⽅法 
(1)ブタpGCの脱分化過程における遺伝子発現プロファイルの取得 

生後 6〜7 ヶ月齢のブタ卵巣から直径 4〜6mm の胞状卵胞を切り出し、卵胞内の壁顆粒層細胞を

採取したのち、コラゲナーゼ処理して pGC を単離した。採取直後、培養 6、12、18および 24時

間後にpGCの細胞形態およびアクチン細胞骨格の形成状況を観察したのち、全mRNAを抽出した。

その後、それぞれの mRNA をマイクロアレイ(GeneChip Porcine Genome Array)を用いて遺伝子

発現プロファイルを取得した。 

 

(2)遺伝子発現プロファイルの解析 

統計処理ソフトの Rを用いて、取得したマイクロアレイデータを正規化処理したのち、主成分分



 

 

析、クラスター解析して pGC の脱分化過程における遺伝子発現状況を調べた。 

 

(3)ブタのマイクロアレイプローブにおけるアノテーション情報の取得と付与 

ブタのマイクロアレイチップに搭載されているプローブの情報は、Affymetrix 社から取得した。

ヒトの遺伝子機能情報は、真核生物のゲノムデータベースである Ensembl BioMart を用いて取

得した。また、ブタおよびヒト cDNA の配列相同性検索については、BLAST（Basic Local Alignment 

Search Tool)の tblastxを用いて行った。ブタのプローブ IＤに対応するヒトの遺伝子機能情報

の付与については、データ分析・可視化ツールソフトである TIBCO Spotfire を用いて取得した。 

 

(4)発現差のある遺伝子群の抽出 

発現差のある遺伝子群の抽出は、TIBCO Spotfire を使用して行なった。上記(2)で各クラスター

に分類されたサンプルデータの遺伝子発現強度を平均化し、各クラスター間で２倍以上発現が

変動した遺伝子群の上流域に存在する因子群を抽出した。ついで、各培養時間後における pGC の

間において 2倍以上発現変動した遺伝子群を Ingenuity pathway analysis(IPA)によって解析し

た。 

 
４．研究成果 

(1)pGC の脱分化過程における細胞形態および遺伝子発現プロファイルの変化 

培養0、6、12、18および24時間後のpGCの細胞形態の変化を観察するとともに、遺伝子発現状況

をマイクロアレイ(MA)解析して調べた。その結果、培養６時間後、pGCの約60％が培養皿底面に

付着した。培養12時間後には、ほとんどのpGCが培養皿底面に付着し、一部では細胞が伸展した。

培養18および24時間後になると細

胞が伸長し、線維芽細胞様の形態

を示すpGCが観察された。遺伝子発

現プロファイルは、培養0時間後

からpGCが培養皿の底面に付着し

た培養6時間後において著しく変

化した。その後、pGCの細胞形態は

培養時間の経過に伴って伸長し、

培養時間の経過に伴ってGEPは培

養24時間後に類似した遺伝子発現

状況へと変化することが明らかに

なった(図1)。  

 

(2)pGC特異的遺伝子および細胞骨格形成に関連する(CA)遺伝子の発現解析 

培養0時間後におけるpGC特異的遺伝子であるアロマターゼ遺伝子の発現は高い値を示したが、

pGCが培養皿の底面に付着した培養6時間後に著しく低下した。その後、培養時間の経過に伴って

アロマターゼ遺伝子の発現は低下し、培養24時間後には発現が認められなくなった。 

培養0時間後のpGCに接着斑およびアクチンファイバーは観察されなかった。培養６時間後のpGC

は培養皿へ接着し、一部の細胞では接着斑およびアクチンファイバーが観察された。また、Fア

クチンなどのCA遺伝子の発現は培養6から12時間後まで急速に増加した。以上の結果から、pGCは

培養皿に付着すると細胞骨格を再構築することよって脱分化が誘導されることが示唆された。 

図 1.pGC の脱分化過程における遺伝子発現状況



 

 

(3)pGC の脱分化を誘導する因子の抽出 

上記(1)および(2)の結果から、培養 6 から 12時間後に発現変動する遺伝子群の上流因子を IPA

によって解析した。その結果、アクチン細胞骨格の形成および細胞増殖に関与する２つの転写調

節因子の抽出に成功した。以上の結果から、pGC は２つの転写調節因子によって培養６時間以内

に脱分化が惹起されることが示唆された。 
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