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研究成果の概要（和文）：ES細胞でFlcnを欠損させると、Tfe3が恒常的に核内に局在してLIF非依存性に自己複
製するようになるが、Tfe3をさらに欠損させるとその表現型は失われた。Tfe3の強制的活性化により同様の表現
型が誘導され、カノニカルWNT経路の活性化が起こること、その表現型がナイーブ型多能性因子EsrrbとNanogに
依存することが分かった。Tfe3/Tfeb両欠損ES細胞は樹立・維持が不可能であることからTfe3/Tfebは協調的にES
細胞維持に寄与すると考えられる。恒常的にTFE3を活性化させたマウス胚盤胞が試験管内で一定期間維持可能で
あることからTFE3が着床前胚の維持に寄与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Deletion of Flcn in ES cells resulted in permanent nuclear localization of 
Tfe3 and LIF-independent self-renewal, whereas further deletion of Tfe3 resulted in loss of this 
phenotype. Forced activation of Tfe3 also resulted in the LIF-independent self-renewal phenotype, 
and this phenotype was dependent on the naive pluripotency factors Esrrb and Nanog. Since ES cells 
deficient in both Tfe3 and Tfeb could not be established and maintained, Tfe3/Tfeb may contribute to
 ES cell maintenance in a coordinated manner. Mouse blastocysts with constitutively activated TFE3 
could be maintained for a certain period of time in vitro, suggesting that TFE3 may contribute to 
the maintenance of preimplantation embryos.

研究分野： 幹細胞
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マウスES細胞および初期胚を用いた研究を通して、リソソーム生合成のマスター転写因子であるTFE3を活性化さ
せることにより、着床前胚の多能性状態を維持することが可能であることが分かった。この研究成果は、リソソ
ームを介したエネルギー代謝活性の変化が多能性の遷移に関与する可能性を明らかにした点において、学術的に
重要な知見である。

※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 
多能性と自己複製能を合わせ持つ細胞を多能性幹細胞と呼び、初期胚から作製される ES細胞や、
体細胞を初期化することで作製される人工多能性幹細胞（ｉＰＳ細胞）が知られる。多能性幹細
胞はナイーブ型とプライム型に分類される。マウス ES 細胞は着床前の初期胚から作製され、試
験管内で 2i （GSK3 阻害剤と ERK 阻害剤）の存在下で初期胚に近い基底状態のナイーブ型多能
性を維持することができる。サイトカイン LIF もマウス ES 細胞の維持に寄与する。一方、着床
後の胚から作成されるエピブラスト幹細胞は、着床前胚から樹立される ES 細胞に比べて発生が
進んでいると考えられ、プライム型に分類される。エピブラスト幹細胞の維持にアクチビンと
FGF2 が必要であることが分かっている。着床前胚と、母体からの栄養供給を受ける着床後胚で
は、エネルギー代謝に相違があることが予想される。実際、栄養ストレス応答因子として知られ
る転写因子 TFE3 が 2i 培養 ES 細胞では主に核内に局在し、一方エピブラスト幹細胞では細胞質
に局在する。しかしながら、内因性 TFE3 やそのファミリー遺伝子産物の多能性への機能的関与
の有無や、規定状態のナイーブ型でのみ TFE3 が活性される仕組み、さらに TFE3 が媒介するエネ
ルギー代謝と多能性との関係はよく分かっていない。申請者は、FLCN-TFE3 経路が遊離アミノ酸
プールとアミノ酸由来の糖新生を制御する新規代謝経路であることを、造血系と腎癌細胞の実
験系を用いて明らかにしてきた（参考文献）。本研究では、TFE3 とその抑制因子である FLCN-
RagGTPase によるアミノ酸代謝制御の経路に注目することにより、多能性制御の分子基盤の解明
を目指す。 
 
２．研究の目的 
ナイーブ型からプライム型への多能性の遷移・分化を規定する分子機構は依然良く分かってい
ない。本研究では、リソソーム生合成のマスター転写因子 TFE3/TFEB とその抑制因子であるアミ
ノ酸センシング因子 FLCN-RagGTPase の役割に注目した解析を行う。まず、マウス ES 細胞および
エピブラスト幹細胞における FLCN-Rag-TFE3/B 経路の機能解析を行い、多能性への関与と作用
機序の解明を行う。さらに Flcn/Tfe3 欠損マウスや Tfe3 過剰発現マウスの初期胚発生における
表現型解析を行い、FLCN-Rag-TFE3/B 経路の in vivo における役割の解析を行う。以上の解析を
通して、多能性の遷移を規定する新規分子機構の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）Crispr-Cas9 技術を用いて Flcn, Tfe3, Tfeb を欠損させた ES細胞を作成し、多能性や遺
伝子発現様式への影響を調べる。 
（２）Tfe3-ERT2 融合蛋白質を発現する ES細胞を作成して Tfe3 の恒常的活性化による影響につ
いて同様の解析を行う。 
（３） 以上で作成した ES細胞株を用いて、Flcn-Tfe3 経路によるカノニカル WNT 経路への影響
を調べる。 
（４） PRCC-TFE3 を発現するマウスおよび Tfe3 欠損マウスを導入し、TFE3 機能の恒常的活性
化および欠損による初期発生への影響を調べる。 
 
４．研究成果 
（１）Flcn を欠損した ES 細胞はプライム型多能
性への分化抵抗性を示し、LIF 除去下で一カ月維
持が可能であった (LIF 非依存性 self-renewal)。
野生型 ES 細胞では Tfe3 は細胞質と核内の両方に
存在するが、Flcn 欠損 ES細胞では Tfe3 が恒常的
に核内に局在していた(Fig.1)。この Tfe3 の恒常
的核内移行（Tfe3 の恒常的活性化）が Flcn 欠損
ES 細胞の LIF 非依存性 self-renewal の表現型の
原因になっている可能性を確かめるため、Flcn 欠
損 ES 細胞において Tfe3 をさらに欠損させたとこ
ろ、その表現型が失われた。従って Flcn 欠損 ES
細胞における LIF 非依存性 self-renewal の表現
型は Tfe3 に依存することが分かった。マウス ES
細胞では Tfe ファミリーに属する 4 遺伝子のうち
Tfe3 と Tfeb が発現することを RT-PCR と RNA-seq データ解析で確認した。ES 細胞における
Tfe3/Tfeb の役割を調べるため、各欠損 ES 細胞を作成した。Tfe3 欠損 ES細胞及び Tfeb 欠損 ES
細胞は維持可能だが、Tfeb 欠損 ES 細胞では増殖速度の低下が認められた。Tfeb 欠損 ES 細胞で
リソソーム関連遺伝子に加えてナイーブ型多能性因子 Esrrb と Nanog の発現の低下が認められ
た。一方、Tfe3/Tfeb 両欠損 ES 細胞は樹立不可であった。従って、Tfe3 と Tfeb が協調的にナイ
ーブ型多能性の維持に寄与することが示唆された。 



 
（２）Tfe3-ERT2 を発現するマウス ES 細
胞を作成し、Tamoxifen 投与で Tfe3 を強
制的に活性化させたところ、LIF 非依存性
self-renewal の表現型を示した(Fig.2)。
Tfe3 を恒常的に活性化させた ES 細胞で
は、ナイーブ型多能性因子 Esrrb と Nanog
の 発 現の 顕著 な増 加が 認 めら れ た
(Fig.3)。Tfe3 活性化で誘導される LIF 非
依存性 self-renewal の表現型へのこれら
の因子の機能的関与の有無を確かめるた
め、Esrrb 欠損 ES細胞および Nanog 欠損 ES
細胞へ Tfe3-ERT2 発現ベクターを導入し、
Tamoxifen投与によりTfe3活性化の影響を
調べた。その結果,Esrrb または Nanog 欠損
下では、Tfe3 活性化による LIF 非依存性
self-renewal の表現型がキャンセルされ
ることが分かった。Tfe3 の ChIP-seq 解析
において、Tfe3 の Esrrb への弱い結合が認
められ、Nanog への結合は殆ど認められなかった。以上より、Tfe3 の恒常的活性化によって LIF
非依存性 self-renewal が誘導され、その表現型はナイーブ型多能性因子 Esrrb あるいは Nanog
の発現増強を介していることが示唆された。Tfe3 がこれらの因子の発現を直接制御しているか
については、明確な結論が得られなかった。 
 
（３） Flcn 欠損 ES 細胞および Tfe3 活性化 ES 細胞におい
て、活性化ベータカテニンの核内集積が認められ(Fig.4)、一
方でFlcn/Tfe3両欠損ES細胞では活性化ベータカテニンの核
内集積は認められなかった。これらの ES 細胞株へ TCF/LEF-
luciferase レポーター遺伝子を導入し、レポーターアッセイ
を行ったところ、Flcn 欠損 ES 細胞および Tfe3 活性化 ES 細
胞において有意なシグナル増加が認められたが、Flcn/Tfe3 両
欠損 ES 細胞ではシグナル増加は認められなかった。従って
Tfe3 活性化で誘導される LIF 非依存性 self-renewal や
Esrrb/Nanog の発現増加に、カノニカル Wnt 経路の活性化が介
在する可能性が示唆された。 
 
（４）多くの哺乳類において、受精卵が子宮に着床する前の胚盤胞の段階で発生を一時停止する
現象が知られるが、その分子機構は未解明である。そのようなマウス休眠胚における遺伝子発現
様式の変化について公開 RNA-seq データの解析を行ったところ、Tfe3 標的遺伝子群が有為に活
性化していることが分かった。恒常的に核内移行する PRCC-TFE3 融合タンパクを強制発現させ
たマウス胚盤胞を回収して試験管内で培養すると、一週間あまり胚盤胞として維持できること
が分かった。よって TFE3 の活性化が胚休眠の制御に関与する可能性が示唆された。 
 
（５）以上に加え、申請者はマウス血液細胞においても Flcn がリソソームのマスター転写因子
Tfe3 の活性を抑制していること、そして Flcn-Tfe3 が形成するフィードバックループがリソソ
ーム活性調節を介してグリコーゲン代謝を制御し、細胞の増殖分化に影響を及ぼすことを明ら
かにして報告した (Endoh et al.,2020)。さらに Tfe3 がミトコンドリア制御に関わることも明
らかにして報告した (Yang, Endoh et al., 2021)。 
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