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研究成果の概要（和文）：Nanogは分化した細胞を、分化多能能と自己複製能をもつ未分化な状態へ細胞を戻すこと（
リプログラミング）ができる体細胞初期化因子であり、終末分化した細胞では発現していない。Nanog遺伝子がヒトES/
iPS細胞の分化に伴い発現が抑制される機構を解明するために、選択薬剤存在下において、未分化な状態では生存でき
るが、分化すると死滅する体細胞初期化因子の発現に細胞の生死が依存するレポーター細胞を樹立し解析した。また、
GPCRが分化多能性と自己複製能に関与することから、フォルミル・ペプチド受容体に関して、ホモロジー・モデリング
による3D構造の構築とリガンドのドッキング・シミュレーションを行い解析した。

研究成果の概要（英文）：A homeobox transcription factor, Nanog, is one of the genes which support the 
self-renewal and pluripotency of embryonic stem (ES) cells. Nanog can reprogram human somatic cells to 
pluripotent stem cells in combination with OCT4, SOX2, and LIN28. Molecular mechanism(s) of the 
regulation of Nanog expression is important for understanding of reprogramming process. We sought to 
establish the reporter cell line, which can monitor the somatic cell initialization factor expression for 
elucidating the molecular mechanism(s) of cell reprogramming. In addition, stem cell pluripotency and 
differentiation are regulated by the signal transduction pathways involeved in G protein coupled 
receptors (GPCRs). Therefore, we investigate ligand binding mode of the representative GPCRs, human 
formylpeptide receptor (hFPR) and formylpeptide receptor-like 1 (hFPRL1) by three-dimensional homology 
modeling of receptors and ligand docking simulation.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 体細胞初期化因子

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
ES 細胞（胚性幹細胞）は胚体外組織を除く

個体を構成するすべての細胞に分化できる
分化万能性 (pluripotency)を持つ。ES 細胞
では、転写因子である Oct3/4 (POU domain, 
class5, transcription factor 1; Pou5f1)
や Sox (SRY-related HMG box) 遺伝子ファミ
リーに属する Sox2 あるいは Nanog などの遺
伝子が発現しており、ES 細胞としての分化多
能性が維持されているが、終末分化した体細
胞ではこれらの遺伝子は発現していない。す
なわち、全ての体細胞は Oct3/4 や Sox2 ある
いは Nanog 遺伝子を核内に持ってはいるが、
様々な転写因子やエピジェネティック機構
により、発現が抑制されていると考えられて
いる。 
山中らのグループは、Oct3/4、Sox2、Klf4

および c-myc遺伝子を体細胞であるヒト由来
線維芽細胞に導入して ES 細胞のような分化
多能性と、分裂増殖を経てもそれを維持でき
る自己複製能を持つ誘導多能性幹細胞
（Induced pluripotent stem cells；iPS）
と呼ばれる細胞を樹立し、また、ジェーム
ズ・トムソンらのグループは Oct3/4、Sox2、
Nanog および Lin28 遺伝子の導入によりヒト
iPS 細胞を樹立している。したがって、Oct3/4、
Sox2およびNanog遺伝子は分化した体細胞を
未分化な分化万能細胞へと戻すこと（リプロ
グラミング）ができる体細胞初期化因子であ
り、これらの遺伝子発現制御の分子機構解明
とそれに関与する制御因子の活性制御は重
要な研究課題であると考えられた。 
２．研究の目的 
本研究では、(1)図 1 に示すように選択薬

剤存在下において、細胞は、未分化な状態で
は生存できるが、分化した状態では死滅する
という、体細胞初期化因子の発現に依存して
細胞の生死がコントロール可能なレポータ
ー細胞システムを樹立する。 
(2)分化させたレポーター細胞株にゲノムワ

イド siRNA ライブラリーあるいは ES 細胞由
来の cDNA ライブラリーを導入し、選択薬剤
存在下で生存可能な細胞を取得して、導入さ
れた siRNA あるいは cDNA を網羅的に解析す
ることで、Oct3/4、Sox2 および Nanog の遺伝

子発現を制御する因子を同定する（図 2）。 
(3)同定した体細胞初期化因子の遺伝子発現
制御因子の立体構造をホモロジー・モデリン
グにより構築して、低分子化合物のドッキン
グ・シミュレーションによるバーチャル・ス
クリーニングを行い、制御因子の活性を修飾
する可能性のある低分子化合物の検索・同定
を目的とした。 
(4)ヒト ES/iPS 細胞において G-protein 
coupled receptors (GPCRs)が分化多能性と
自己複製能に関与していることから、GPCR で
あるフォルミル・ペプチド受容体（hFPR ある
いは hFPRL1）に関し、ホモロジー・モデリン
グによる受容体の 3D 構造を構築してシステ
イン・プロテアーゼであるカルパイン阻害剤
のドッキング・シミュレーションを行うこと
でリガンド－受容体についての解析を行っ
た。 
 
３．研究の方法 
(1) レポーターノックイン･ターゲッティン

グ・ベクターの構築 
(2) ヒト iPS/ES 細胞へのレポーターノック

イン･ターゲッティング・ベクターの導入、
および樹立したレポーター細胞株の特性
確認 

(3) ゲノムワイドsiRNA発現ライブラリーの
レポーター細胞への導入と生存細胞選択
によるネガティブ制御因子の同定 

(4) ES 細胞由来の cDNA 発現ライブラリーの
構築およびそのレポーター細胞への導入
と生存細胞選択によるポジティブな制御
因子の同定 

(5) Oct3/4、Sox2 あるいは Nanog の発現制御
に関与する因子群の立体構造予測 

(6) Oct3/4、Sox2 あるいは Nanog の発現制御
に関与する因子群に相互作用可能な低分
子化合物のバーチャル・スクリーニング 

(7) Protein Homology/analogY Recognition 
Engine (Phyre) server によるフォルミ
ル・ペプチド受容体（hFPR および hFPRL1）
の3D構造を構築およびArgusLabを用いた
リガンド・ドッキングシミュレーション 

(8) hFPR ならびにhFPRL1 の予測fMLF 結合
部位に関与するアミノ酸のすべてをアラ
ニンに置換した変異受容体の作製と、それ
らを発現する HEK293 細胞の樹立 



(9) 変異 hFPR あるいは hFPRL1 を発現する
HEK293 におけるカルパイン阻害剤刺激に
よる細胞内カルシウム濃度の一過性の上
昇を指標にした解析 

 
４．研究成果 
(1)レポーターノックイン･Nanog ターゲッテ
ィング・ベクターの構築 

① ヒト Nanog ゲノム遺伝子を含む大腸菌人工
染 色 体 （ Bacterial Artificial 
Chromosome: BAC）クローン（RP-11-298L8）
を有する大腸菌株から、λファージ由来
Red 遺伝子（Redα（エクソヌクレアーゼ）
および Redβ（DNA 結合タンパク質））に
よる相同組換え機構を利用した Red/ET 相
同組換え法により、マルチサイト・ゲー
トウェイ技術を利用できるように、部位
特異的組み換え反応に必要な配列を付加
した Nanog 遺伝子のエクソン 1 をはさむ
上流側の 5’相同領域（5’アーム）およ
び下流側の 3’相同領域（3’アーム）を
取得し、5’アーム・エントリークローン
（5’-Nanog）および各 3’アーム・エン
トリークローン（3’-Nanog）を作製した。 

② ネオマイシン、ハイグロマイシンあるいは
ピューロマイシンの薬剤耐性遺伝子
（Drugr）をインターナル・リボゾーム・
エントリーサイト（ IRES ）をもつ
pIRES2-EGFP プラスミドに組み込んだレ
ポーター遺伝子を作製した。 

③ 部位特異的組み換え反応に必要な配列を
付加した各薬剤耐性遺伝子-IRES-GFP カ
セットを増幅するプライマーを用いて各
レポーター遺伝子を増幅した後、BP 組み
換え反応により、それぞれの薬剤耐性遺
伝子を含むレポーター遺伝子エントリー
クローンを作製した。 

④ ①で得られた Nanog の各 5’ アーム・エ
ントリークローンおよび各 3’ アーム・
エントリークローン、そして②および③
で作製した薬剤耐性レポーター遺伝子エ
ントリークローンと pDEST DTA-MLS（ネ
ガティブ選択用のジフテリア毒素 A 配
列；DTA を含む）を用いて LR 組み換え反
応によりレポーターノック・イン・Nanog
ターゲッティング・ベクターを作製した。 

(2)レポーターノックイン･Nanog ターゲッテ
ィング・ベクターのヒト iPS 細胞への導入 

① ヒト Nanog レポーターノックイン･ター
ゲッティング・ベクターをエレクトロ・
ポレーションによりヒト iPS 細胞へ導入
し、ネオマイシンを含む培地で培養して、
相同組み換えによるノックインが起こり、
生存してくる Nanog 遺伝子のプロモータ
ーが働き、選択薬剤耐性を獲得したクロ
ーンを選別してレポーター細胞株を樹立
する予定であったが、選択薬剤耐性株が
全く得られずエレクトロ・ポレーション
による遺伝子の導入効率が極端に低く、
また、相同組み換えによるノックインの
効率も悪いと考えられた。 

② そこで、CRISPR/Cas9 システムを用いる
遺伝子編集技術により先の問題点を解決
することを試みた。まず、CRISPRdirect 
(http://crispr.dbcls.jp/) を 用 い て
CRISPR/Cas9 によるヒト Nanog 遺伝子の
改変に必要な guide RNA（gRNA）を検索
した。その結果、以下の 2ヶ所 A, B（A: 
start-end/459-481: AGAGAAGAGTGTCGC 
AAAAAAGG, B: start-end/702-724/TAGCA 
ATGGTGTGACGCAGAAGG）が off- target 効
果の少ない gRNA の候補として予測され、
gRNA および Cas9 発現ベクターである
px459 の Bbs I サイトに cloning して
px459-hNanog/459 お よ び
px459-hNanog/702 を作製した。また、A
および B の配列を含む hNanog の target 
sequence 約 600 塩基を PCR で増幅後、
pCAG-EGxxFP の SalI–EcoRI サイトに
cloningして pCAG-EGxxFP-hNanogを作製
し、dideoxy 法により塩基配列を確認し
た。 

③ 遺伝子導入効率の高いヒト胎児腎由来細
胞 HEK293 に px459-hNanog/459 あるいは
px459-hNanog/702 を pCAG-EGxxFP- 
hNanogと共にPEIを用いたリポフェクシ
ョン法によりに遺伝子導入し、EGFP の蛍
光 を 観 察 し た  (single strand 
annealing; SSA assay)。また、リポフェ
クション法により px459-hNanog/459 あ
るいは px459-hNanog/702 を HEK293 に遺
伝子導入後、2 μg/ml の puromycin で選
別してクローンを得た。 

④ c)で得られたクローンから定法により全
RNA を抽出し、RT-PCR で Nanog の塩基配
列を確認したところ、いくつかのクロー
ンにおいて塩基の欠失が認められたこと
から、CRISPRdirect によるヒト Nanog 遺
伝子のgRNA候補はCRISPR/Cas9システム
で機能することが確認された。 

⑤ 上記 b)で作製した px459-hNanog/459 あ
るいは px459-hNanog/702 をレポーター
ノックイン･Nanog ターゲッティング・ベ
クターと共にエレクトロ・ポレーション
によりヒト iPS 細胞へ導入したところ、
ネオマイシン耐性株が得られたことから、
上記d)と同様にNanogの塩基配列を確認
したところ、Nanog 遺伝子両アレルにノ
ックインが起こっていた。 

今後、px459-hNanog/459 あるいは px459- 
hNanog/702 とレポーターノックイン･Nanog
ターゲッティング・ベクターの DNA 量の比率
を変えて遺伝子導入して、Nanog 遺伝子の片
側のアレルにノックイン･Nanog ターゲッテ
ィング・ベクターが挿入されたクローンを樹
立し、Nanog 遺伝子の発現を制御する因子を
同定・解析していく予定である。 
 

(3)システイン・プロテアーゼあるカルパイ
ンの阻害剤はヒトの好中球や単球におい
て、百日咳毒素感受性のケモタキシスを誘
導する（Katsube M et al. J Leukoc Biol. 



2008 Jul; 84 (1): 255-63. doi: 
10.1189/jlb.0907664., Noma H et al., 
Immunology. 2009 Sep; 128 (1 Suppl): 
e487-96.  doi:10.1111/j.1365-2567. 
2008.03012. x.）。またカルパインの阻害
剤は GPCR であるフォルミル・ペプチド受
容体（hFPR あるいは hFPRL1）を発現させ
た HEK293 において百日咳毒素感受性の細
胞内カルシウム濃度[Ca2+]i の上昇を引き
起こす（Fujita H et al. Arch Biochem 
Biophys. 2011 Sep 1; 513 (1): 51-60. doi: 
10.1016/ j.abb.2011.06. 007.）。 

今回、hFPR および hFPRL1 に関して、ホ
モロジー・モデリングによる 3D 構造を構
築し、カルパイン阻害剤のドッキング・シ
ミュレーションを行なったところ、以下の
示すように、フォルミル・ペプチド受容体
の代表的なリガンドである fMLF と同程度
の結合自由エネルギーで、ペプチド性のカ
ルパイン阻害剤ALLNはhFPRおよびhFPRL1
に、また非ペプチド性のα-mercapto 

acrylic acid 誘導体である PD150606 は
hFPRL1 にのみ結合することが明らかにな
った。 
さらにドッキング・シミュレーションに

おいてリガンドの結合に重要であると考
えられた 10 か所のアミノ酸をアラニンに
置換したhFPRおよび hFPRL1を安定的に発
現するHEK293においてはfMLFおよびカル
パイン阻害剤（ALLN あるいは PD150606）
による細胞内カルシウム濃度[Ca2+]iの上
昇が認められなかった。したがって、カル

パイン阻害剤は、直接相互作用することで
ヒト・フォルミルペプチド受容体を活性化
することが明らかとなった。 
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