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研究成果の概要（和文）：本研究ではES細胞やiPS細胞の持つ多能性の分子機構の一端を解明するために、piggyBacト
ランスポゾンベクターを用いた全ゲノム規模のshRNAライブラリー構築を行った。作成したpiggyBac shRNAライブラリ
ーについては次世代シーケンサーを用い、数万のshRNAが無事にクローニングされていることを確認した。このpiggyBa
c shRNAライブラリーはウイルスを使用しないスクリーニング手法として、多能性幹細胞を含めた多くの細胞種で有用
なツールとなることが期待できる。

研究成果の概要（英文）：To reveal the molecular mechanisms behind the pluripotency of ES cells and iPS 
cells, we constructed a piggyBac DNA transposon vector to deliver a genome-wide shRNA library into ES/iPS 
cells. The generated shRNA library was validated by deep sequencing, and several ten-thousand shRNAs were 
successfully cloned into our piggyBac vector. Our piggyBac shRNA library is a versatile tool to dissect 
the molecular mechanisms in pluripotent stem cells and other cell types, without the use of viral 
vectors.

研究分野： 幹細胞遺伝子工学
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１．研究開始当初の背景 
 
 ES 細胞や iPS 細胞といった多能性幹細胞
において、レトロウイルスやレンチウイルス
ベクターで導入した外来遺伝子は、徐々にエ
ピジェネティックな発現抑制を受けてしま
うというサイレンシングの問題が古くから
知られている。 
 一方で、ある生命現象に関与する遺伝子群
を同定するために、全遺伝子規模の shRNA
ライブラリーは強力な実験ツールとして広
く用いられている。しかしながら、現状入手
可能な shRNA ライブラリーは、基本的にレ
トロウイルスベクターまたはレンチウイル
スベクターをベースとしており、ES 細胞や
iPS 細胞で用いるには適していない。 

 そこで我々は、レトロウイルスベクターや
レンチウイルスベクターと比べて発現抑制
がかかりにくいとされる piggyBac DNA ト
ランスポゾンベクターをベースとした
shRNA ライブラリーの構築を行う事とした。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の最終目標としては、トランスポゾ
ンベクターを利用した全ゲノム規模 shRNA
ライブラリーを構築し、多能性幹細胞の状態
維持に大切な分子機構を明らかにすること
である。多能性の維持に関与する Nanog の
発現ゆらぎをターゲットとして実験を行っ
た。 
 
３．研究の方法 
 
 特定の生物現象に対して、多数の遺伝子の
機能阻害実験を行うため、全ゲノム規模の
shRNA ライブラリーの構築を行った。shRNA
ライブラリーについては、市販の物が多数販
売されているが、どれもレンチウイルスベク
ターまたはレトロウイルスベクターに搭載
されている。しかし、多能性幹細胞ではウイ
ルスベクターの感染効率および発現効率が
極めて悪く、効率的な機能阻害実験は困難で
あった。そこで我々は、多能性幹細胞へ効率
的に外来遺伝子導入ができる蛾由来の
piggyBac DNAトランスポゾンベクターに着
目し、GFP や mRFP1 等の蛍光タンパク質を
搭載し、多能性幹細胞でも強力に働くヒト
EF1a プロモーター制御化で発現させること

により、多能性幹細胞やその分化細胞におい
ても、長期に渡って蛍光標識が可能であるこ
とを見出した。 
 このベクターをもとに、カニクイザル iPS
細胞やヒト iPS 細胞を GFP でラベルし、神
経前駆細胞へ分化させて移植実験に使用し
た所、GFP 蛍光が消失することなく移植細胞

を長期に渡ってトラッキングすることが可
能となった [Morizane et al., Stem Cell 
Reports, 2013 | Kondo et al., Stem Cell 
Reports, 2014]。また、piggyBac ベクターに
GFP をノックダウンする shRNA を搭載し、
GFPを恒常的に発現するマウスES細胞へ導
入した所、30 日以上の長期に渡って安定的に
GFP のノックダウン効果が持続することを
確認した。 

 
 まず、市販のレンチウイルスをベースとし
たゲノム規模 shRNA ライブラリーから shRNA
の部分を切り出し、我々の構築した piggyBac
トランスポゾンベクターへクローニングを
行った。クローニングによるバイアスを最小
限とするために、PCR 増幅は行わず、ライゲ
ーション後 の大腸菌培養も、軟寒天培養を

用いたコロ
ニー浮遊培
養を行った。
また、なる
べく多くの
shRNA をク
ローニング
するため、
このクロー

ニングを 4回繰り返して行った。  作製した
shRNA ライブラリーを確認するために、高速
シーケンサーMiSeq を用いた解析を行った。
MiSeq で DNA 断片を解析するためには 、ブリ
ッジPCR反応を行うためのアダプターを付加
する必要があるが、市販の PCR 産物へアダプ
ター付加可能なキット(TruSeq)は、平滑 末
端に T塩基を付加してアダプターをライゲー
ションする方式であるため、操作が煩雑であ



る。そこで我々は、2 回の PCR 反応でアダプ
ター配列を付加する方法を確立し、shRNA の
配列解析を行った。その結果、一つの shRNA
ライブラリー中に少なくとも2万種類以上の
shRNA が含まれる事を確認した。 
 
 
４．研究成果 
 我々は、多能性幹細胞の維持に重要な役割
を果たす Nanog 遺伝子の発現ゆらぎの分子
機構を解析するために、Nanog 発現に対応し
て GFP を発現するマウス ES 細胞(1A2)に、
作成した piggyBac shRNA ライブラリーの
導入を行ったが、コントロール shRNA ベク
ターと比較して、顕著な差は観察されなかっ
た。 
 一方、多能性幹細胞の特性として外来遺伝
子のサイレンシング機構がある。我々は
piggyBacベクターを用いてES/iPS細胞へ導
入実験を行った所、長期培養条件下において、
徐々に piggyBac 外来遺伝子の発現が抑制さ
れる現象を見出した。内在性トランスポゾン
の発現抑制には DNA メチル化の寄与が有名
であるが、de novo DNA メチル基転移酵素
Dnmt3a と Dnmt3b を両方欠損する ES 細胞
においても発現消失が起こる事から、それ以
外の抑制機構の関与が強く示唆される。 
 この機構を網羅的に解析する為に、GFP を
発現する piggyBac が発現抑制を受けたマウ
ス ES 細胞に上記の shRNA ライブラリーを
導入してみた所、コントロール shRNA と比
較して、有意な GFP の再活性化が観察され
た。これは、shRNA ライブラリーによって、
発現抑制機構が解除されたことを示唆して
いる。 
 

 我々は次世代シーケンサーMiSeq を用い
て shRNA の配列を解析した所、一般的な抑

制転写因
子を含む、
多数の候
補因子を
同定する
ことに成
功した。 
 
今後、個
別の候補
因子につ
いて、ノ
ックダウ
ンと強制
発現系を
用いた機

能解析を行い、piggyBac ベクターをベース
とした shRNA ライブラリーの有効性を確認
していく予定である。 
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