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研究成果の概要（和文）： 

多分化能を持つ ES細胞では、核内の DNAを巻き取るクロマチンとよばれる構造が弛緩した特徴

的な状態が観察されているが、このような核内状態が幹細胞の未分化性や多分化能を制御する

しくみについてはほとんどわかっていなかった。今回、クロマチン構造を弛緩する作用を持つ

因子である TIF1βリン酸化体が ES 細胞の未分化状態の維持を容易にし、良質の iPS 細胞の作

成を容易にする作用があることを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Although hyperdynamic chromatin is a hallmark of pluripotent stem cells, the mechanisms 
that regulate these conditions of chromatin were poorly understood. In this study, we 
found that phosphorylated form of TIF1β is a critical molecule for the maintenance of 
pluripotency of ES cells. Moreover, phosphorylated form of TIF1β is effective to 
establish better quality of iPS cells.  
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１．研究開始当初の背景 
マウス線維芽細胞に Oct4, Sox2, cMyc, Klf4
の４転写因子を導入すると ES 細胞様の iPS
細胞を作成可能であることが示されたが、そ
の効率は極めて低く幹細胞化の速度も遅く、
そのメカニズムも不明であった。また、ES細
胞などの多能性幹細胞ではゲノムワイドに
弛緩したクロマチン状態が観察されていた

が、そのような特徴的なクロマチン状態を引
き起こすしくみや多能性幹細胞特異的な転
写因子ネットワークに及ぼす影響も不明で
あった。 
 
２．研究の目的 
我々は ES 細胞核の詳細なプロテオミクス解
析を行い、数種のクロマチン因子が多能性幹
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細胞で特異的に発現し、分化に伴い急速に減
少することを報告した（栗崎ら BBRC, 2005）。
これらの因子の中のいくつかはゲノム DNAに
直接結合しクロマチン構造をリモデリング
しうる因子群であった。その中で特に、リン
酸化依存的にゲノム DNA構造を強力に弛緩さ
せる活性を持つ TIF1βが幹細胞の自己複
製・多能性維持を促進する活性を持つことに
気づいた。本研究では、TIF1βの機能解析を
通して、クロマチン因子による幹細胞の制御
のしくみの解明と安全高効率幹細胞化法へ
の応用の可能性について検討することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
幹細胞における TIF1βの作用機序を明らか
にするため、特にクロマチンリモデリング活
性に必須のTIF1βのC末付近のリン酸化状態
を模倣する変異体を作成し、マウス ES細胞
の未分化維持及び分化に及ぼす影響を解析
した。また、どのようなメカニズムでこのよ
うな作用を引き起こしているか、その細胞内
局在、結合タンパク質、遺伝子発現に及ぼす
影響の面から解析した。また、リプログラミ
ングに及ぼす効果についても検討した。 
 
４．研究成果 
TIF1βを ES細胞で過剰発現すると、LIF非存
在下でもしばらくの間未分化マーカーであ
るアルカリフォスファターゼ活性を維持し、
Nanogや SSEA1の発現を維持していた。 

図１．TIF1βの過剰発現は ES 細胞の未分化
状態の維持を促進する。 
 
一方、TIF1βノックダウンすると著しく増殖
が抑制され、SSEA1、Oct3/4、Nanogなどの発
現が低下し、分化形態を示すようになる。 

図２．ノックダウンによる形態変化 
 
TIF1 βはヘテロクロマチン形成に関わる転
写抑制因子として知られており、ヘテロクロ

マチン構成タンパク質 HP1と直接結合する一
方で、TIF1β自体が SUMO E3リガーゼとして
TIF1β自身を SUMO 化し、NURD 複合体等をリ
クルートすることでゲノムのヘテロクロマ
チン化を促進することが知られていた。我々
は TIF1βがＣ末のセリンのリン酸化に伴い
クロマチン構造を弛緩させる作用を引き起
こすという最近の報告に基づき、TIF1βは未
分化な ES 細胞でＣ末が特異的にリン酸化さ
れ、ES細胞特異的なクロマチンの弛緩を引き
起こしているのではないかと仮説を立てた。
実際に TIF1βは未分化 ES 細胞特異的にリン
酸化されており、また、ES細胞が樹立される
内部細胞塊でも特異的にリン酸化されてい 
た。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３．マウス胚盤胞の内部細胞塊で特異的に
TIF1βのリン酸化が観察される。 
 
TIF1βのリン酸化を模倣した S824Dやリン酸
化されない S824A の変異体をマウス ES 細胞
で安定発現させて調べてみたところ、LIF 非
存在下ではリン酸化依存的に Nanog、Oct3/4、
Sox2 などの未分化特異的転写因子群が発現
上昇し未分化維持活性が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４．TIF1βはリン酸化依存的(SD)に ES 細
胞の未分化状態の維持促進作用を示す。 
 
一方、リン酸化依存的に神経などへの分化を
抑制する効果が観察された。興味深いことに
Oct3/4、Sox2、Klf4、cMycの４因子と組み合
わせて TIF1β(S824A)を発現させるとほとん
ど iPS細胞が樹立されないが、TIF1β(S824D)
を組み合わせた場合には樹立された iPSにお
ける各種未分化細胞マーカーがより安定し



 

 

て発現するようになった。すなわち、TIF1β
のリン酸化は iPS化の過程で重要であること
が示唆された。 

図５．リン酸化型(SD)及び非リン酸化型(SA) 
TIF1βの iPS細胞樹立への効果(左) 
樹立された各種 iPS細胞株の遺伝子発現(右) 
 
我々は TIF1βが未分化 ES 細胞特異的な遺伝
子群の転写活性化に関わっている可能性を
考え、TIF1βリン酸化変異体を安定発現させ
た ES 細胞を用いて免疫沈降実験により TIF1
βと相互作用する因子を検討した。その結果、
Oct3/4 が TIF1βのリン酸化依存的に TIF1β
のＮ末断片に結合し、TIF1βがリン酸化依存
的に Oct3/4と協調して Nanog近位プロモー 
ターを転写活性化すること、さらには Nanog 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．TIF1βはリン酸化依存的に Oct3/4 に
結合する。 
 

図７．TIF1βはリン酸化依存に Nanog近位プ
ロモーターに結合する。 
 
近位プロモーターにリン酸化依存的に結合

することを ChIP アッセイにより見出した。
また、マイクロアレイ解析の結果、TIF1βの
リン酸化依存的に変動する遺伝子の約半数
が Oct3/4 のターゲット遺伝子であり、その
他にも Suz12、CHD9、Pcaf等のクロマチンリ
モデリングに関与する因子が転写活性化さ
れることが明らかにした。 
 
以上の結果から、TIF1βは未分化 ES 細胞で
リン酸化依存的に Oct3/4 と協調して転写活
性化に寄与するクロマチン制御因子である
ことが示唆された。 
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