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研究成果の概要（和文）：胚性幹細胞（ES細胞）における未分化維持機構の解明は、再生医療や細胞医薬に関する最重
要課題の一つである。本研究は、マウスES細胞のOct3/4, Sox2, Cdx2, Nanogの4遺伝子に着目し、その発現動態のリア
ルタイム単一生細胞解析を目的として実施した。各遺伝子の発現制御ベクター、遺伝子産物タンパク質、発現可視化細
胞等を開発した。ベクターやタンパク質をフェムトインジェクション法で単一ES細胞に導入後、タイムラプス・イメー
ジング等によって、例えばNanogとCdx2の発現の関係、Oct3/4タンパク質量とOct3/4遺伝子の発現の関係、等の結果を
得た。

研究成果の概要（英文）：Analysis of the mechanism of undifferentiated state maintenance is one of the 
most important research subjects for regenerative therapy and cell medicine. This study was aimed at the 
real time analysis of dynamic expression of 4 genes; Oct3/4, Sox2, Cdx2, and Nanog, in living 
single-cells of mouse ES cell. The gene expression regulating vectors, gene product proteins, and gene 
expression visualized cell lines were developed for the study. Vectors and proteins were introduced into 
single ES cells of novel cell lines by femtoinjection and their gene expressions were analyzed by 
time-lapse imaging. Typical experimental results were the relationship between Nanog and Cdx2 expressions 
and the relationship between Oct3/4 protein quantity and Oct3/4 gene expression.

研究分野： 生物機能工学

キーワード： 生物機能・バイオプロセス　ゲノム工学　胚性幹細胞　未分化状態　遺伝子発現動的制御　フェムトイ
ンジェクション
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１．研究開始当初の背景 
 
（1）胚性幹細胞（ES 細胞）を利用する再
生医療、細胞医薬などに対する社会の期待
高まっている。それに比例して研究報告も
急速に増えているが、依然として未解決の
難問の一つが「未分化状態とは何か」であ
る。この問題は iPS 細胞が開発されても何
ら解決するわけではない。むしろ、iPS 細
胞よりも基本的な細胞である ES 細胞で、詳
細に調べることが一層重要になっている。 
 
（2）ES 細胞内では、未分化維持に関係し
ている遺伝子群が、相互に制御関係にある
ネットワークを形成していると理解されて
いる。厄介なことに、その制御は、単にオ
ン－オフの関係ではなく、定量的な制御に
なっている点である。各遺伝子の発現強度
は、絶えず変動していて、相互作用しなが
ら、全体としてはある幅の中で定常状態を
保っている、と想像される。 
 
（3）本研究は、このような“動的な定常状
態”をリアルタイムで捉えようとする意欲
的な試みである。具体的には、既に報告さ
れている多数の未分化維持関連遺伝子の中
から、特に主要な 4 遺伝子 Oct3/4, Sox2, 
Cdx2, Nanog に的を絞った。これらの遺伝
子に関わる制御ネットワークの概要を図 1
に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１. ES 細胞の未分化維持関連因子間にあ
ると推定されている制御ネットワーク 
 
２．研究の目的 
 
（1）本研究は、マウス ES 細胞における 4
遺伝子間の関係について網羅的に解析す
るためのプラットフォームを構築するこ
とを究極の目的として、企画され、そのた
めのベクターや細胞を種々開発してきた。
それらを組み合わせて取組んだ動的解析
の実例の中から、特に以下に示す 4 命題に
対する取り組みを中心に述べる。①前提：
ES 細胞を未分化に維持するための、実用
的方法は、培地に白血病阻害因子（LIF）
と呼ばれるサイトカインを加えておくこ
とで、既に良く知られているが、今問題に
しているのは、そういう外的因子によって、
何故、ES 細胞内が未分化状態を維持して

いられるのか、という点である。 
②命題 1：未分化状態で高発現する Nanog
を、人工的に細胞内で強制発現させたら
LIF 無しでも未分化状態を維持させるこ
とができるか？ 

③命題２：Cdx2 を強制発現させたら、
Oct3/4、Sox2、Nanog の発現強度はどのよ
うに変動するか？ 

④命題 3：Oct3/4 の発現抑制因子を細胞内
に導入すると、正のフィードバックによっ
て、やがて Oct3/4 の発現が低下するはず
であるが、そのような動的応答が検出でき
るか？ 

⑤命題 4：Oct3/4 は、その生産物である
Oct3/4 タンパク質自身が自らの転写因子
の一つである。実際に Oct3/4 タンパク質
を細胞内に導入したら、Oct3/4 遺伝子の
増強が起こるか？ 

 
（2）細胞内の諸反応は、一般的には、多数
の細胞で同調しているわけではないので、
細胞集団の平均値を調べる通常の実験法で
は捉えられない。そこで、申請者が従来か
ら開発研究を行ってきたフェムトインジェ
クションを利用した単一細胞実験法によっ
て実施する。研究の発想のみならず、その
方法論についても独創的な所以である。 
 
３．研究の方法 
 
（1）4 遺伝子間の関係について網羅的に解
析するためのプラットフォーム構築 
①EGFP と DsRed の生合成：ES 細胞内に
おける蛍光レポータータンパクとしての
定量性と安定性を検証するために、大腸菌
を用いて各タンパク質を生合成した。 

②遺伝子発現可視化細胞株の樹立：各遺伝
子の発現に伴って蛍光を発する細胞株を
開発した。各遺伝子のプロモーターをマウ
ス ES 細胞からクローニングし、これに蛍
光タンパク（EGFP、DsRed、あるいは
Venus）の遺伝子を結合したベクターを作
製し、これを ES 細胞に導入した。 

③ルシフェラーゼ発現ベクター及び細胞
株：遺伝子発現強度の早い変化に応答する
レポーター遺伝子として、計画にはなかっ
たが、新たにルシフェラーゼを導入した。 

④強制発現ベクターの作製：CAG または
CMV のプロモーターに、各遺伝子の構造
遺伝子、IRES、蛍光タンパク遺伝子、を
結合して構築した。 

⑤各遺伝子タンパク質の生合成：蛍光タン
パクと同様、大腸菌を用いて、転写因子の
タンパク質を生合成した。 

⑥shRNA 発現ベクターの開発：各遺伝子
に有効な siRNA を開発し、それに基づく
shRNA 発現ベクターを作製した。 

 
（2）単一細胞遺伝子発現解析 
ES 細胞に半定量的に遺伝子を直接導入し
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てリアルタイム解析する方法は、申請者ら
のフェムトインジェクション法をおいて他
に無い。また、タイムラプスによるイメー
ジング解析法に関しても、専ら申請者らに
よって開発されたシステムを利用した。 
 
４．研究成果 
 
（1）プラットフォーム構築のためのベクタ
ー、タンパク質、及び細胞株の開発結果 
①EGFP および DsRed を合成できた。これを
ES 細胞内に導入し 72h 連続測定した。そ
の結果、EGFP、DsRed の蛍光強度は、
ES 細胞内で各々半減期 2～4 h、1～3 h
で減衰することが分かった。したがって、
外来タンパク質は半減期 1～4 時間で減衰
する場合が多いと推論した。 

②4種の標的遺伝子のプロモーター活性を
可視化した細胞株、及び4種の標的遺伝子
の発現に伴って標的タンパクと可視化タ
ンパクが同時に生成する細胞株を樹立す
ることができた。前者に関しては
Cre-loxP相同組み換えにより作製したと
ころOct3/4、Sox2、Nanogについては作
製できたが、Cdx2については良好な結果
が得られなかった。原因は不明であったが
、再度ベクターを作り直すと同時に、レポ
ーター遺伝子も新たにルシフェラーゼに
変えることにした（下記③）。また、Nanog
に関しては、新たにVenusをレポーターと
する可視化ベクターを作製した。すなわち
、骨格ベクターとしてpCS2- Venusを用
い、これに元々入っているCMVプロモー
ターを各転写因子のプロモーターとSalI 
- BamHIサイトで入れ替え、これを導入し
て細胞株を樹立することができた。 

③Cdx2プロモーターにルシフェラーゼ遺
伝子を結合したベクターproCdx2-Lucを
新たに作製し、ES細胞に導入してCdx2発
現可視化細胞を樹立した。その結果、分化
誘導培地中で、Cdx2の発現に伴うと思わ
れる発光が計測された。 

④各遺伝子の強制発現ベクターが設計通り
作製できた。 

⑤Oct3/4, Sox2 の遺伝子産物であるタンパ

クを合成した。元々Oct3/4 を発現してい

ない細胞株 MIN6 に Oct3/4 プロモーター

活性可視化ベクター(pP-Oct3/4-EGFP)と
共に Oct3/4 タンパクを同時導入したとこ

ろ蛍光が観察され、機能が確認された（図

２）。しかし、Sox2 タンパク質については

機能を確認するには至らなかった。 
⑥Oct3/4 に対してのみ、有効な配列が得ら
れた。すなわち、4 種類の候補配列から、
コントロールに対して 50％以下にノック
ダウンできる最適配列を選び、これを
EGFP と共に組み込んだベクターを作製
した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．生合成した Oct3/4 タンパク質が機
能することを確認した実験結果 
 
（2）単一細胞遺伝子発現の動的解析 
① 命 題 １ ： Nanog 強 制 発 現 ベ ク タ ー
pCAG-Nanog-IRES-EGFP を ES 細胞に
フェムトインジェクションで導入し、導入
量と蛍光強度の間に相関が得られた。さら
に 500 ng/μl で導入したところ、LIF 無し
で 72 時間後まで未分化状態を維持させる
ことができた。 

②命題 2：Cdx2-EGFP 強制発現ベクター
を Nanog-Venus 細胞へ導入した。51 個中、
EGFP を発現した細胞は 1 個のみであっ
たが、その細胞では Venus 蛍光強度は弱
く 72 時間でコロニー形状も不定形の分化
した状態になった。 

③命題 3：Oct3/4 発現可視化（Venus）細
胞に shOct3/4-EGFP強制発現ベクターを
導入したところ、24 h までは Venus 蛍光
強度が増大し続けたが、その後、72 h ま
でに蛍光が減少した（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．shOct3/4 強制発現ベクターを導入し
た細胞における Oct3/4 の発現強度変化 

 
④命題 4：図 2 で機能確認した Oct3/4 タン
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パク質を Oct3/4 発現可視化（Venus）細
胞に導入したところ、Venus 蛍光強度は 3 
h にわたって減少し続けた（図４）。低濃
度の Oct3/4 タンパクであれば、Venus 蛍
光は増強すると予想されたが、高濃度だっ
たので、逆にフィードバック阻害により
Oct3/4 の発現が抑制されたのではないか
と推察した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．Oct3/4 タンパクを導入した細胞にお
ける Oct3/4 発現強度変化 
 
（3）細胞内及び細胞間の分子移動解析 
単一細胞レベルでの定量的解析では、細胞
ごとのバラツキや、細胞内での分子の空間
的局在を考慮して、解析精度を上げる必要
があると考察された。そこで、蛍光色素を
用いて、細胞内移動解析（細胞質から核へ）、
及び細胞間の非対称的移動解析を行った。 
①細胞内移動解析：EGFP と類似の蛍光タ
ンパク AcGFP を用いて、これとグルタチ
オ ン  S- ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ラ ー ゼ
（GST）の融合タンパク質 GST-AcGFP、
及びこれに核移行シグナルペプチド
（ Nuc ） を 結 語 し た タ ン パ ク 質
GST-AcGFP-Nuc を、それぞれ ES 細胞に
インジェクションで導入した。その結果、
Nuc が付いている場合の方が、核移行が
促進されることが示され、細胞内での分子
移動を制御できることがわかった。 

②細胞間移動解析：ES 細胞をディッシュ
に播種し、2～5 個程度の細胞塊を形成す
るまで培養した。その後、顕微鏡にて、テ
ィッシュの底面に対して水平方向と垂直
方向の両方に分裂している細胞塊を選択
し、そのうちの 1 つにフェムトインジェ
クションで蛍光色素を導入した。その結果、
統計的に有意な差を得るには至らなかっ
たが、平面で接している細胞間の方が、垂
直に接している細胞間よりも、色素の透過
量が多いように見受けられた。 

 
（4）結論 
当初開発を予定していたベクター、タンパ
ク質、細胞を全て完成させることはできな
かったが、典型的な事例について動的解析
するためのツールは作製できたので、命題
1～4 について実行することができた。ただ、
何れも試行数が少なく、統計的な議論は不

十分なままに終わった。それでも、例えば
Nanog と Cdx2 の発現の関係、Oct3/4 タン
パク量と Oct3/4 遺伝子発現強度の関係、
などに関する有用な知見が得られた。プラ
ットフォーム構築の観点からは大きな成果
が得られたと判断している。さらに今後は、
網羅的な解析を進める前に、細胞内での空
間的局在や、個々の細胞間での分子移動の
非対称性についても十分考慮し、解析精度
を上げることが重要である、との結論を得
た。 
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