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研究成果の概要（和文）：ES細胞の自己複製は、転写因子による制御が深く関わっている。本研究では、転写因子Oct3
/4とクロマチン・リモデリング因子Baf53aの相関を解析した。Baf53aは未分化なES細胞に強く発現し、Oct3/4の発現停
止数日後に発現が減少した。また、Baf53aはOct3/4のPOUドメインに相互作用していた。RNAiによるBaf53aの機能阻害
実験から、Baf53aはES細胞の増殖能と、ヒストンH4のアセチル化に関与していることを見出した。以上からBaf53aはOc
t3/4と連携してES細胞の増殖能やエピゲノム状態維持に関わっていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Several transcription factors are involved in the self-renewal of ES cells.  In th
e present study, I examined relationships between Oct3/4 (transcription factor) and Baf53a (chromatin remo
deling factor).  Baf53a mRNA expressed in the undifferentiated ES cells, and decreased after Oct3/4 repres
sion.  Also, Baf53a associated with the POU domain of Oct3/4.  Loss of function experiment of Baf53a by RN
Ai revealed that Baf53a was involved in proliferation and acetylation of histon H4.  Taken together, these
 results suggest that Baf53a, together with Oct3/4, is involved in proliferation and epigenomic maintenanc
e of ES cells.
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１．研究開始当初の背景 
 マウスES細胞はサイトカイン LIF刺激に
より自己複製が可能である。様ざまな研究か
ら、ES 細胞の自己複製には、LIF の下流で
機能する転写因子群が重要な役割を果たし
ていることが明らかにされた。例えば STAT3
や Nanog を人為的に活性化させておくと、
LIF非存在下でも自己複製が可能であり、一
方 Oct3/4や Sox2を遺伝子破壊すると、LIF
存在下でも自己複製ができず細胞は分化し
てしまう。さらに、これら転写因子群は単独
で機能するばかりではなく、他の因子と相互
作用することで自己複製に関与することが
知られている。私の属する研究室では、
Oct3/4が Dax1 や βcateninと結合し、自己
複製を促進することを報告している。加えて
別グループによる研究では、Oct3/4と相互作
用しうるタンパク質群が網羅的に同定され、
Oct3/4 を中心としたネットワークを形成し
ていることが示唆された。このことから、タ
ンパク質間の相互作用の生物学的意義を 1つ
1 つ解析することが、自己複製の分子基盤の
解明につながると考えている。このような背
景のもと、私が Oct3/4 と相互作用する因子
を酵母 two-hybrid 法で探したところ、
Baf53a という因子を独自に同定した。
Baf53a とは、クロマチン・リモデリング複
合体のサブユニットの 1つである。この複合
体はコンパクトに凝集されたクロマチン構
造を緩める機能を持ち、それにより転写因子
などは標的遺伝子への到達が可能となるこ
とが知られている。この複合体の機能から推
定すると、Oct3/4単独ではクロマチン構造を
緩めることができないが、Baf53a を介して
クロマチン・リモデリング複合体と相互作用
することで、Oct3/4の標的遺伝子の発現を誘
導し、自己複製維持に関与しているのではな
いかというのが、研究開始当初の背景である。 
 
 
２．研究の目的 
 ヒト ES 細胞や人工多能性幹細胞（iPS 細
胞）が樹立され、幹細胞の多能性や再生能力
を利用した細胞移植や臓器再生の可能性が
国内外で熱く議論されている。ところが、こ
のような高い注目度とは裏腹に、「なぜ多能
性を保持したまま増殖（＝自己複製）するの
か？」という疑問には未だに不明な点が多く
残されており、「再生医療の基盤の確立」と
いう観点からも、自己複製機構の全容解明が
急務であると考えられる。 
 上述の背景およびこれまでの先行研究や
知見をもとに、本研究では Baf53a の未だ解
明されていない基礎的研究を完成し、Baf53a
とOct3/4を介したES細胞の自己複製制御機
構を明らかにすることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 

(1) 細胞培養とWST1解析 
 ES A3 細胞および ZHBTc4 ES 細胞は、
0.1％ゼラチン溶液でコートした培養皿でES
細胞用培地（DMEM、15％FBS、2 mM グ
ルタミン、1 x 非必須アミノ酸、1 x ヌクレ
オシド、150μM 1-thioglycerol、マウス LIF）
で培養した。分化誘導には、培地から LIFを
除去、あるいは Tet 添加により Oct3/4 の発
現を人為的に停止（ZHBTc4 ES 細胞）し、
数 日 間 培 養 し た 。 HEK293 細 胞 は
DMEM-10% FBS培地で培養した。 
 細胞の増殖能の測定には WST1 解析法を
用いた。96-wellプレートの 1-wellあたりに
1000 から 6000 個の細胞を播き、3 日後に
WST1 試薬を加え、1 時間後に 450nm の波
長で吸光度を測定をした。 
 
(2) RT-PCR解析とウエスタン解析 
 細胞の total RNAをSepasol-RNA I Super 
Gを用いて精製し、Oligo(dT) primerと逆転
写酵素 ReverTraAceを用いて cDNAを合成
した。作成した cDNAを鋳型とし、目的の遺
伝子に対するプライマーを用いて PCR 法に
よって増幅した。 
 タンパク質レベルでの遺伝子発現検討に
は、ウエスタン解析を行った。細胞抽出液を
サンプルバッファーに懸濁し、SDS-PAGE後
フィルターに転写した。フィルターは目的の
抗体を用いて反応し、ECLシステムを用いて
シグナルを検出した。 
 
(3) 遺伝子導入とMBP pulldownアッセイ 
 プラスミド発現ベクターと RNAi は、
lipofectamin 2000を用いて、HEK293細胞
もしくは ES A3細胞に導入した。 
 Oct3/4 と Baf53a の相互作用は MBP 
pulldown アッセイを用いた。HEK293 細胞
にMBP融合型Oct3/4とMyc-Baf53aを遺伝
子導入し、細胞抽出液を作成した。それぞれ
の因子の相互作用領域を決定するために、様
ざまな欠損変異体も作成し、同様に遺伝子導
入した。アミロースリジンによる pull down
反応後、ウエスタン解析により両者の相互作
用を確認した。 
 
 
４．研究成果 
(1) ES 細胞における Baf53a の発現 
 野生型 ES 細胞を-LIF（分化誘導条件）で
培養すると、LIF 除去後６日目で Baf53a の発
現が減少した（データ未表示）。また、テト
ラサイクリン誘導型 Oct3/4 欠損 ES 細胞
(ZHBTc4 ES 細胞)を利用して、人為的に
Oct3/4 の発現を停止させると、Baf53a の発
現も減少する傾向が認められた（下図）。こ
のことから、Baf53a は未分化な ES 細胞に強
く発現し、Oct3/4 の発現が停止して６日程度
経過すると、発現量が減少することが明らか
となった。 



 
(2) Oct3/4 と Baf53a の相互作用する領域の
決定 
 MBP 融合型の Oct3/4 全長、C 末端領域、N
末端領域、POU 領域、POU-homeo 領域及び
POU-specific 領域を作成し、Myc-Baf53a と
の相互作用を MBP pulldown アッセイにより
解析した。その結果、Baf53a は Oct3/4 の全
長のほか、 POU 領 域に結合し、特に
POU-specific 領域に強く結合することを見
出した（下図）。このことから、Baf53a は
Oct3/4のDNA結合領域であるPOU領域と相互
作用することが明らかとなった。 

 
(3) Baf53a の ES 細胞の増殖能への関与 
 Baf53a が ES 細胞の増殖能に関与していな
いか調べる目的で、RNAi による Baf53a の機
能阻害実験を行った。野生型 ES 細胞にコン
トロールもしくは、２種類の Baf53a に対す
る RNAi を導入した。WST1 アッセイから、
Baf53a RNAi を導入した ES 細胞は、コントロ
ールの細胞に比べ増殖能が低下しているこ
とが判明した（下図）。このことから Baf53a
は ES 細胞の増殖を促進している機能が示唆
された。 

 
(4) Baf53a ノックダウン ES 細胞の遺伝子発
現 
 Baf53a のノックダウンにより増殖能の低
下が認められたことから、次に増殖に関与す
る遺伝子発現を検証した。野生型 ES 細胞に
コントロールもしくは、２種類の Baf53a に
対する RNAi を導入し RNAを回収した。RT-PCR
解析から、Baf53a の発現減少に伴い、細胞周
期関連遺伝子である p21 やサイクリン D1、ま
た HAT活性を持つ Tip60 の発現量の低下が認
められた。このことから、Baf53a は p21 やサ
イクリン D1 の発現を制御することで細胞の
増殖能を促進している可能性が示唆された。 

 
(5) Baf53aノックダウンによるヒストンアセ
チル化状態の変化 
 Baf53a はクロマチン・リモデリング複合体
の構成因子である一方で、Tip60-HAT 複合体
の構成因子でもあることが知られている。そ
こで、Baf53a をノックダウンした際のヒスト
ン修飾状態をウエスタン解析により検討し
た。その結果、アセチル化ヒストン H4 の量
が、Baf53a のノックダウンにより大きく減少
することが明らかとなった。一方、ヒストン
H3 のアセチル化状態に変化は認められなか
った。このことから、Baf53a は ES 細胞のヒ
ストン H4 のアセチル化に関与していること
が明らかとなった。 
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