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研究成果の概要（和文）：iPS 細胞による転写因子型初期化において、Oct4 の標的領域への結

合力が極めて重要であり、他の転写因子 MyoD 及び VP16 の転写活性化領域を Oct4 に付加す

ることでその結合を強め効率的にまた均一に iPS 細胞へ初期化されることを見いだした。しか

しながら体細胞核移植による卵細胞質型初期化は促進しなかった。 

 
研究成果の概要（英文）：In this research, we found that transcription factor-base 
reprogramming require strong Oct4 binding to the promoter region. We succeed strong 
binding Oct4 promoter region and radical acceleration of mouse iPS cell production by 
chimeric Oct4 with transactivation domain from MyoD and VP16. However, oocyte-base 
reprogramming by somatic cell nuclear transfer could not accelerated by chimeric Oct4 
injection into ooplasm. 
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１．研究開始当初の背景 

完全に分化した体細胞を未分化な状態へ

と初期化できることは、体細胞核移植による

クローン動物やiPS細胞の作出により証明さ

れた。これまで世界中でこの機構解明が展開

されてきたが、未だその効率が低率であるた

めその分子機構を解析するのが困難な状況

にある。その原因が初期化過程におけるエピ

ジェネティックエラーが頻発するためと考え

られているが不明な点も多い。これまで研究

からこれらの原因を克服するために、実験に

用いる体細胞の細胞腫、培養方法、小分子化

合物などによりその効率は向上してきた。こ

のことは、体細胞核のクロマチンや DNA 修

飾がリプログラミング機構に重要であること

を示しているが、核心的な部分の解明は未だ

不明である。 

 
２．研究の目的 

 iPS 細胞研究は、分化し安定型の体細胞型

転写ネットワークから未分化な ES 細胞型に

ダイナミックに初期化するため転写制御を

研究する上で極めて優れたシステムである。

さらにこの体細胞核初期化機構には全能性

を誘導できる卵細胞質型及び多能性を誘導

できる転写因子型があり、その速度及び頻度

の違いが存在することがわかっているが詳

細に検討されていない。これらの機構を生化
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学的に解析する上で、サンプル量の問題から

転写因子型初期化を研究することでより詳

細で確実なデータを得ることが出来る。しか

しながらほとんどの細胞は、初期化されず

数％の細胞群のみが初期化され iPS細胞に変

換する。そこで iPS 細胞への初期化過程にお

いて、初期化に失敗する原因を詳細に調べる

ことで初期化を阻害する機構を解明し克服

する方法を開発することで包括的な機構の

解明を目的とした。また、転写因子型初期化

から得られた知見を体細胞核移植にフィー

ドバックすることで両方の初期化機構にお

ける違いを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 iPS 細胞への初期化過程において、初期化

に失敗する原因を調べるため初期化因子を

導入した体細胞における Oct4 及び Sox2 のプ

ロモーター領域への結合状態及びクロマチ

ンリモデリングの経時変化をクロマチン免

疫沈降法（ChIP）用いて調べた。また iPS 細

胞への初期化に必要な転写因子Oct4, Sox2, 

Klf4, c-Myc（OSKM）の内、Oct4 は他の因子

に置換できない唯一の因子であり初期化確

立及び未分化転写ネットワーク構築に重要

な転写因子である。そこで Oct4 の転写活性

を強化する目的で様々な転写因子から転写

活性化領域を融合することでキメラ転写因

子を作製し、マウス iPS 細胞の作出効率に及

ぼす影響を調べた。さらにこれらの結果を体

細胞核移植に導入しブタ体細胞クローン胚

の発生率に及ぼす影響を調べた。 
 
４．研究成果 

iPS 細胞作出過程において、初期化に失敗

する原因を探るため Oct4 と Sox2 プロモータ

ー領域における Chip 解析を行った。 レト

ロウイルスベクターにより OSKM を導入後 3

～9 日目のマウス胎児繊維芽細胞（Oct4 

promoter-GFP）を解析すると Oct4、Sox2、

H3K4me3、H3K9ac、H3K14ac の結合は 9日目ま

でほとんど変化しなかった。これらの結果よ

り、ほとんどの体細胞では体細胞初期化過程

において転写因子の結合及びクロマチン構

造の変化が起こらず初期化に失敗している

と推測できた（図 2）。 
 

そこでこの結合を促進することで初期化

を促進できると考えた。そこで転写活性に必

要な共役転写調節因子などを結合する機能 

 

図1.iPS細胞の初期化効率に及ぼす転写活性
化領域の影響 

 

 

を持つ転写活性化領域に注目した。MyoD、

VP16、Tax、Gata4、Mef2c など様々な転写因

子から転写活性化領域を OCT4 に融合し、そ

の活性をiPS細胞の作出効率を指標にスクリ

ーニングすると、骨格筋マスター因子 MyoD

の転写活性化領域（M3：1-62aa）及びヘルペ

スウイルス由来 VP16(411-490aa)の活性化領

域を Oct4 に付加するだけで iPS 細胞への効

率が劇的に向上するだけではなく、ほとんど

のコロニーにおいて Oct4-GFP が均一に発現

することや樹立の際フィーダー細胞を必要

としないことを明らかにした（図 1）。 

 
Oct4 と Sox2 のプロモーター領域に対する

ChiP 解析を行うと MyoD 転写活性化領域を付
与した Oct4(M3O)を導入した体細胞は、Oct4
及び Sox2 の結合が亢進していることやクロ
マチンのアセチル化、転写活性型メチル化
（H3K4me3）の増加、転写抑制的なメチル化
(H3K9me3、H3K27me3)の減少していることか
らクロマチンが開いて状態であることが明
らかとなった。さらに制限酵素を用いたクロ
マチンアクセシビリティ解析においても確
認できた（図 2）。これらの結果より、M3O は
クロマチンリモデリングを促進することで
閉じているクロマチンが開き、初期化されや
すい状態になることで初期化が促進された
と推測できた。 

 
 



 

 

 

 
図 2.（A）A初期化過程におけるOct4 プロ

モーター領域の ChiP 解析、（B）Oct4 プロモ
ーター領域のクロマチンアクセシビリティ
解析 
 

そこで卵細胞質型初期化も促進できるか

どうか調べるため、MyoD の転写活性化領域を

付加した Oct4 の RNA を予めブタ未受精卵に

強発現させた改変卵細胞質を作出し体細胞

核移植に用いた。その結果、予想に反して体

細胞クローン胚の発生は4細胞期以降完全に

阻害された。 

 

以上の結果よりiPS細胞による転写因子型

初期化過程において初期化が失敗する原因

が、Oct4 や Sox2 が体細胞のプロモーター領

域に結合しにくいためであり、その結合を促

進させるために本研究で開発した転写活性

化法は、転写因子型初期化を促進することは

できるが卵細胞質型初期化を促進すること

ができなかった。これらのことは、転写因子

型及び卵細胞質初期化機構には違いがある

ことが示された。 
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