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研究成果の概要（和文）：BMP-4はマウスES細胞の未分化性維持に重要であるが、ヒトES細胞やマウスEpiSCではBMP-4
により胚体外組織などへの分化が促進される。我々はBMP-4による未分化性維持にはSmad経路が必要不可欠ではないこ
と、転写因子KLF4がBMP- Smad1経路を阻害することを明らかにした。また、MEK5- ERK5経路が転写因子 KLF2を誘導す
ることで、マウスES細胞の自己複製に重要な働きを示すことを見出した。
我々はさらに脳腫瘍幹細胞ではBMP-4が分化誘導を行うことを行うことを確認し、網羅的遺伝子解析の結果、転写因子P
RRX1が分化誘導に重要な役割を果たすことを見出した。

研究成果の概要（英文）：BMPs are key serum-derived factors that act to sustain self-renewal and 
pluripotency of mouse ES cells. In contrast, human ES cells share defining features with mouse epiblast 
stem cells (mEpiSC). BMP-4 induces differentiation of mEpiSCs into extraembryonic lineage or mesendoderm. 
We found that the BMP-Smad pathway is dispensable for maintaining naive pluripotency, and that the 
transcriptional factor KLF4 plays a key role in the suppression of Smad1 activity. We also found that the 
MEK5-ERK5 pathway mediates BMP-4-induced self-renewal of mESCs by inducing KLF2.
We have investigated the roles of BMPs in regulation of glioma-initiating cells (GICs). In the orthotopic 
transplantation model, BMP signaling repressed the tumorigenic activity through loss of stemness 
properties of GICs. We further performed DNA microarray and RNA-seq analyses to identify novel target 
genes of BMP signaling in GICs, and found that PRRX1 plays an important role in regulation of the 
differentiation of GICs.

研究分野： 医化学一般

キーワード： 細胞医化学　ゲノム医化学　細胞内シグナル伝達　発生医学
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１．研究開始当初の背景 
BMP (bone morphogenetic proteins) は TGF-β

（transforming growth factor-β）ファミリーに属す
るサイトカインで、骨形成誘導のみならず心血
管系発生や鉄代謝などにおいて重要な役割を果
たし、生体内で多彩な機能を担っている。TGF-β
ファミリー分子のシグナルは、主に細胞内シグ
ナル伝達因子である転写因子 Smad を介して伝
達され、標的遺伝子の転写を調節することで機
能を発揮する。また Smad を介さずに MAP キナ
ーゼや PI3 キナーゼ経路等を活性化して細胞応
答を惹起する非 Smad経路も知られている。BMP
シグナルの異常は、種々の遺伝性疾患や発がん
などの病態に関与することが知られている。 

胚性幹細胞 (ES細胞; embryonic stem cell) は
自己複製能と生体を構成する全ての細胞に分化
しうる多分化能を有する細胞である。人工多能
性幹細胞 (iPS 細胞; induced-pluriopotent stem cell）
の樹立以来、ヒト ES 細胞および iPS 細胞が保持
する多分化能は再生医療・移植医療の資源とし
て注目を集め、広範な応用が期待されている。
一方、ヒト ES 細胞・ヒト iPS 細胞は、マウス
ES 細胞よりも発生段階が進みキメラ形成能を
持たないマウス胚盤葉上層幹細胞  (EpiSC; 
epi-stem cell) と多くの共通点を持つことが明ら
かにされた。これらの細胞の差異を明らかにす
ることは、ES 細胞の自己複製能と多分化能維持
機構に関する基本的な理解や、効率的な iPS 樹
立法の開発に重要であると考えられている。 

幹細胞の分野では、BMP-4 は白血病阻止因
子 (LIF; leukemia inhibitory factor) とともにマウ
ス ES 細胞の未分化性維持に重要であることが
示されている。一方、ヒトES細胞やマウスEpiSC
では、BMP-4 刺激により胚体外組織や中胚葉系
への分化が促進されることが報告された。この
ように、BMP シグナルは未分化性維持・分化に
関して 2 つの幹細胞で正反対の機能を果たすこ
とが報告されている。さらに、TGF-β は上皮－
間 葉 移 行  (EMT; epithelial-mesenchymal 
transition) を起こすことでよく知られているサ
イトカインであるが、BMP シグナルが EMT の
逆 と な る 間 葉 － 上 皮 移 行  (MET; 
mesenchymal-epithelial transition) の機構を介し
て効率的な iPS 細胞樹立に関与していることが
報告されており、幹細胞における BMP シグナル
の分子機構を詳細に明らかにすることが、効率
的な iPS 細胞樹立法開発や、より適切な ES／iPS
細胞維持法の解明に貢献すると考えられる。 

これまで我々は、クロマチン免疫沈降 
(chromatin immunoprecipitation; ChIP)－プロモー
タアレイ (ChIP-chip)、クロマチン免疫沈降－シ
ークエンス法 (ChIP-seq 法)を導入することで、
転写因子 Smad のゲノム上の結合領域を全ゲノ

ムレベルで解析し、TGF-β ファミリー分子の細
胞種依存的な多彩な機能を果たす上で必要とな
る転写因子・転写共役因子を同定してきた 
(Koinuma et al. Mol Cell Biol 2009; Mizutani et al. 
J Biol Chem 2011; Morikawa et al. Nucleic Acids 
Res, 2011)。これらの結果から、ES 細胞・EpiSC
における細胞種依存的な BMP シグナルの分子
機構を解析する上で、ChIP-seq が極めて有効で
あることが示唆された。しかし、ChIP-seq 法で
解析を行うためには 1 条件あたり多くの細胞が
必要となるため、特に初代培養細胞であるEpiSC
の均質性が問題となる。また、ChIP-seq の結果
を比較するにあたり、遺伝的背景が異なる細胞
を比較する場合には解釈が難しくなることが次
第に明らかになってきており、これまで ES 細
胞・EpiSC の直接の比較が困難であった。 

 
 

２．研究の目的 
 BMPはTGF-βファミリーに属するサイトカイ
ンで、生体内で多彩な機能を担っている。幹細
胞の分野では、BMP-4 は LIF とともにマウス ES
細胞の未分化性維持に重要であることが示され、
Smad 経路の既知標的遺伝子である Id1 の関与が
指摘されている。しかしその後、この BMP の作
用は permissive とされる遺伝的背景を持ったマ
ウス ES 細胞に限定されることが明らかになっ
てきた。また、ヒト ES 細胞やマウス EpiSC と
いったプライム状態の細胞では、BMP-4 刺激に
より胚体外組織や中胚葉系への分化が促進され
ることが報告されている。このように、BMP シ
グナルは幹細胞において未分化性維持と分化促
進という正反対の作用を持つとされるが、その
分子機構は明らかにされていなかった。また、
Smad 経路が阻害される Smad4 ノックアウト ES
細胞が樹立され、初期状態で維持可能であるこ
とも報告されており、マウス ES 細胞における
BMP-Smad 経路の役割について未解明の点が残
されていた。 
 我々はこれまで、マウス ES 細胞の維持や分化
における TGF-β ファミリー分子の役割に関する
解析を行ってきた (Ogawa et al. J Cell Sci 2007)。
こうした解析の過程で、マウス ES 細胞を特殊な
条件で培養することで EpiSC 様細胞  (ESD- 
EpiSC) を分化・維持する培養法を導入すること
に成功し、EpiSC の代表的マーカーである Fgf5
を発現し、BMP-4 刺激で分化マーカーが誘導さ
れることを確認した。この結果、遺伝的背景を
揃えた条件で ES 細胞と ESD-EpiSC を比較する
ことが可能となった。また、これまでに BMP シ
グナルの中心的なシグナル伝達分子である
Smad1 や Smad5（以下、Smad1/5）に関して
ChIP-seq 可能な抗体を同定し、新規 Smad1/5 結
合配列や細胞種特異的な BMP シグナルの標的
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４．研究成果 
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されるシグナル伝達経路の中で、MEK5- ERK5
経路がマウス ES 細胞の自己複製に重要である
ことを見出した（前ページ図）。 
 今回我々は、BMP に対して異なる応答性を認
める 2 つの細胞（マウス ES 細胞と、マウス ES
細胞をヒト ES 細胞に類似したプライム状態ま
で分化させた細胞）の比較を通して、未分化性
維持における BMP の役割の再評価を行った。ク
ルッペル様 (KLF; Krüppel-like factor) ファミリ
ー転写因子のうち KLF2、KLF4、KLF5 は ES 細
胞に特徴的に発現し、EpiSC では発現が低下す
ることが報告されている。次世代シークエンサ
ーを用いた RNA-seq 法による全トランスクリプ
トーム解析、ChIP-seq 法を用いた Smad 蛋白
(Smad1、Smad5) の結合領域の解析の結果、初期
状態では Smad1/5 が KLF ファミリーの転写因子
のうち KLF4 を介して間接的にゲノムを認識し
ている可能性を見出した。さらに KLF4 は BMP- 
Smad 経路を阻害し、KLF4 と Smad1 が直接結合
することを明らかにした。また BMP-Smad 経路
が強く活性化した細胞を排除するネガティブセ
レクション系や、CRISPR-Cas9 によるゲノム編
集法を駆使し、初期状態のマウス ES 細胞の維持
には Smad 経路が必要不可欠ではないことを明
らかにした。 
 一方、過去の報告で示された通り、BMP シグ
ナル阻害タンパク質である Noggin が分化を促
進することを確認し、既知の非 Smad 経路のな
かでMEK5-ERK5経路がマウスES細胞の自己複
製に重要であることを指摘した。さらに、MEK5- 
ERK5 は KLF2 を誘導し、KLF2 がマウス ES 細
胞の自己複製に重要な役割を果たしていること
を示した。以上より、BMP がマウス ES 細胞で
未分化性維持する場合、異なる KLF 転写因子の
異なる作用が重要であることを明らかにした。 
 今回の研究では、permissive とされる遺伝的背
景のマウス ES 細胞における BMP の役割を解析
することを通し、ES 細胞の初期状態維持に関与
しているシグナル伝達機構の詳細を明らかにし
た。特に、異なる遺伝的背景のマウス ES 細胞に
おいても MEK5-ERK5 経路が自己複製を促進し
たため、今回の知見はより普遍的な現象である
可能性も予想される。従って、今回の結果はよ
り適切な ES／iPS 細胞維持法の開発や、より初
期状態に近い高品質のヒト iPS 細胞を樹立する
手法の開発に寄与するものと考える。以上の成
果を取りまとめて Stem Cell Reports 誌に発表し
た(Morikawa et al., 2016)。 
 なお、本研究の過程で、ES 細胞において
Smad1/5 とゲノム上で共局在が予想される転写
因子に注目し解析を行った。そのなかでとくに
転写因子 Nr5a2 について解析を行ったが、Nr5a2
のノックダウン実験では ES 細胞の未分化状態

に明らかな影響を与えず、類似の機能を持つ転
写因子の重複の可能性が考えられた。またプロ
テオーム解析手法で ES 細胞、ESD-EpiSC に特
異的に Smad1/5 と結合するタンパク質の同定を
試みた。Tandem Affinity Purification (TAP)法など
を用いて Smad1/5 結合タンパクの同定を試み、
いくつかの候補タンパク質を見出したが、
mRNA レベルでは ES 細胞と EpiSC 様細胞で発
現量が同程度であったことからさらなる解析は
行わなかった。 
 
 2) 新規長鎖非コード RNA の同定と機能解析 
 ES 細胞や NMuMG 細胞で RNA-seq を行い、
既知の遺伝子だけでなく長鎖非コード RNA の
発現量やスプライシングバリアントの評価、
TGF-β ファミリー因子による調節などについて
検討を行った。マウス乳腺上皮細胞 NMuMG 細
胞のデータの解析の結果、新規長鎖非コード
RNA として lncRNA-Smad7 を同定した。
lnc-Smad7RNA はマウス Smad7 遺伝子座の近傍
に位置し、正常乳腺上皮細胞だけでなくマウス
乳がん細胞においても TGF-β で発現が誘導され
た。lncRNA-Smad7 は TGF-β による抗アポトー
シス作用に必要であるが、TGF-β による EMT の
誘導には影響を与えなかった。lncRNA-Smad7
の機能を個体レベルでも評価するため、lncRNA- 
Smad7 をノックダウンした乳がん細胞をヌード
マウスの皮下に移植し、がん細胞の生着および
増殖を経時的に観察した。その結果、コントロ
ールと比較すると lncRNA-Smad7 をノックダウ
ンしたがん細胞は腫瘍形成能が低下しているこ
とが明らかとなった。以上の成果を取りまとめ
てCancer Science誌に発表した(Arase et al., 2014)。 
 
 
 3) がん幹細胞における BMP シグナルの役割
と未分化性維持 
 脳腫瘍患者の予後を改善できる因子が、BMP
により発現変動する遺伝子の中に存在する可能
性がある。そこで，グリオブラストーマ患者の
臨床検体から単離された脳腫瘍幹細胞を用い、
DNA microarray および RNA-seq を用いて、
BMP-4 により発現変動する遺伝子を網羅的に探
索した。脳腫瘍幹細胞では既報の通り BMP-4 が
分化誘導を行うことを確認した。次に、各候補
遺伝子の発現と疾患の予後との相関関係をメタ
解析により予測し、TGS-01 において BMP-4 に
より発現変動して、かつ、その変動によって脳
腫瘍患者の予後が良好になると予測される遺伝
子を複数抽出した。なかでも転写因子 Paired 
homeobox protein 1 (PRRX1)が分化誘導に重要な
役割を果たすことを見出した。PRRX1 は脳腫瘍
幹細胞の未分化性を喪失させること、PRRX1 の
2 つのスプライシングアイソフォームのうちの



 
 

一つがCD133陽性の脳腫瘍幹細胞集団を減少さ
せること、このアイソフォームは脳腫瘍幹細胞
の腫瘍形成能を抑制することを見出し、PRRX1
の脳腫瘍幹細胞分化における役割を明らかにし
た。 
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