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研究成果の概要（和文）：ゲノムワイドな遺伝子発現解析より、リプログラミングの初期に発現量の減少する転写因子
を選択し、Oct4やKlf4の直接の標的となりうる候補遺伝子をデータベースを利用して絞り、38個の候補遺伝子を見出し
た。siRNAや過剰発現の型を用いてこれらの遺伝子がリプログラミングに及ぼす影響鵜を解析した。その結果、Osr1、E
bf1、Ebf3、Meox2、Smardc3及びPrrx1がリプログラミングの初期に低下することが、必須であることが分かった。NMuM
G細胞を用いて遺伝子が上皮間葉転換および間葉上皮転換に関係するどうかを調べたところ、Ebf3にEMTを促進する活性
が認められた。

研究成果の概要（英文）：Genome-wide expression analyses were used to identify transcription factors whose 
expression decrease at the early stage or reprogramming. They were further narrowed down by other data 
base to select for the genes that are likely to be regulated directly by Oct4 and Klf4. The selection 
resulted in 38 candidate genes whose expression changes are potentially important for the early stage of 
reprogramming. siRNA-mediated knockdown and over-expression of these genes showed that down-regulation of 
Osr1、Ebf1、Ebf3、Meox2、Smardc3 and Prrx is essential at the early stage of reprogramming. The 
involvement of these genes in EMT or MET was examined by the used of NMuMG cells, and the Ebf3 was found 
to have an activity in promoting EMT.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 本研究で用いるベクターは RNA ウイルス
であるセンダイウイルスの持続感染株
Cl.151 株から開発したものである。Cl.151
株は野生型センダイウイルスとは異なり、細
胞質内で長期間にわたり持続感染する
（Nishimura K et al, 2007）。また、染色体
挿入が無く、複数の遺伝子を一定のバランス
で、持続的かつ高発現し、ベクターを人為的
に除去することも可能である。このベクター
の性質を利用し、Oct4、Sox2、Klf4 および
c-myc を同一のゲノムに搭載した持続発現
型 RNA ベクターを作製し iPS 細胞誘導を行
うと、従来の誘導方法よりも約 100 倍も効率
良く、しかもベクターゲノムを含まない iPS
細胞が誘導できた（Nishimura K et al, 
2011）。 
 持続発現型 RNA ベクターによる iPS 細胞
誘導系では、100%近い効率でマウス胎児繊
維芽細胞（MEF）に遺伝子導入が可能である
ので、この系を利用して誘導初期に関与する
遺伝子のスクリーニングを行った。まず持続
発現型 RNA ベクターを用いてマウス胎児繊
維芽細胞（MEF）から iPS 細胞を誘導し、発
現アレイ解析で全ゲノムの遺伝子発現の変
化を解析した。iPS 細胞誘導過程では MEF
特異的な遺伝子発現が抑制され、細胞の性質
がリセットされた後で ES 細胞特異的な遺伝
子発現が起こるという知見（Stadtfield M et 
al, 2008）があるので、我々はまず誘導初期
に発現の低下する転写因子に着目した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、iPS 細胞誘導初期にみられる
遺伝子発現の変化、特に転写因子の発現変
化に着目し、その変化が iPS 細胞誘導に必
須のものを同定し、次のその因子の機能を
明らかにする。以上の結果をもとに、高い
多能性を獲得するために必要な遺伝子や細
胞機能の変化を明らかにし、より効率の良
い iPS 細胞誘導方法の確立に資するデータ
を得る。 

 
３．研究の方法 
1) ノックダウンによるiPS細胞の誘導効率

上昇の検証 
 データベースのスクリーニングで絞
った 38 個の転写因子毎に、3個の siRNA
を設計する。GFP を Nanog 遺伝子座にノ
ックインしたMEF細胞をsiRNAで処理し
転写因子の発現を下げた上で、Oct4、
Sox2、Klf4 および c-myc を発現する持

続発現型 RNA ベクターを導入し、iPS 細
胞ができるまで培養する。ここで、siRNA
によるノックダウンの効率はウイルス
感染直前に各転写因子の mRNA を定量し
て推定する。iPS 細胞誘導の効率はプレ
ート当たりコロニー数をアルカリフォ
スファターゼ染色によって計測し、さら
に蛍光顕微鏡観察下でNanog陽性細胞の
比率も検討する。 
 

２）候補転写因子の持続発現による iPS 細胞
の誘導効率低下の検証 1)とは逆に、38
個の転写因子をそれぞれレトロウイル
スの発現ベクターに組み込み、MEF に予
め感染させたあと、持続発現型 RNA ベク
ターによる iPS 細胞誘導を行い、候補遺
伝子の発現低下がiPS細胞誘導に必須か
どうかを決定する。なお、この実験で用
いるレトロウイルスは市販のベクター
を改変したものを用いる。予備実験によ
り市販のベクターで幾つかの転写因子
を発現させると、内在性のものに比べ
100 倍以上の発現を示し、過剰発現によ
る細胞毒性が強く出る。市販ベクターの
CMV エンハンサー/プロモーター部分を
TdT などの細胞由来の弱いプロモーター
に替えたベクターでは、各転写因子の発
現が内在性のものの数倍程度となり細
胞毒性を示さないので、この改変ベクタ
ーにて実験を行う。 

 
３）NMuMG 細胞を用いた各転写因子の MET で

の作用機構の解析 
   NMuMG細胞は TGF—βにより上皮間葉変

換を起こすことが知られている。iPS 細
胞誘導の初期ではこれと逆の現象、すな
わち間葉上皮変換が起こる。本研究で同
定した転写因子群は発現が低下するの
で、NMuMG 細胞を TGF—βで間葉上皮変換
させる系を利用し、各転写因子の上皮間
葉変換での役割を検討した。まず各遺伝
子を siRNA でノックダウン後に、NMuMG
細胞を TGF—βで処理し、上皮間葉変換が
起こるかどうかを、形態学的観察や Eカ
ドヘリンの発現低下、N カドヘリンの発
現上昇にて検討する。逆に、各因子を
NMuMG 細胞に過剰発現させ、形態学的観
察や E カドヘリンの発現低下、N カドヘ
リンの発現上昇を解析し、TGF—β非依存
性に上皮間葉変換が起こるかどうかを
検討する。 

 



４）NMuMG 細胞を用いた各転写因子の MET で
の転写ネットワークの解析 

   各因子を NMuMG 細胞に過剰発現させ、
上皮間葉変換時に発現が変化する遺伝
子群、特に転写因子（Sox4、Zeb1、Zeb2、
Snail1、Snail2、Twist）に着目し、転
写因子間のネットワークを明らかにす
る。 

 
４．研究成果 

iPS 細胞誘導の各段階で、DNA マイクロ
アレイを用いて、全ゲノムの遺伝子発現デ
ータを取得した。次に、得られたデータに
ついて、解析ソフト GeneSpringGX10 を用
いて解析し、発現量が変化する遺伝子群を
同定した。また、他のデータベースも利用
することにより、iPS 細胞誘導の初期に遺
伝子発現が急速に低下する38個の転写因子
を候補因子として抽出した。 
次に、これらの遺伝子について siRNA と

過剰発現系を用いて iPS 細胞誘導への影響
を検討すると、Osr1、Ebf1、Ebf3、Meox2、
Smardc3及びPrrx1がリプログラミングの
初期に低下することが必須であることが分
かった。また、これらの因子を継続して発
現させると形態学的により繊維芽細胞に近
いものが残ることより、Osr1、Ebf1、Ebf3、
Meox2、Smardc3 及び Prrx1 が間葉上皮変
換時に抑制される可能性を示した。これは、
正常の発生・分化の過程で、これらの遺伝
が上皮間葉変換に関係していることを強く
示唆した。 
 そこで NMuMG 細胞を用いて各遺伝子

が上皮間葉転換および間葉上皮転換に関係
するどうかを調べたところ、これらの因子
の中で、特に Ebf3 に EMT を促進する活性
が認められた。実際、Ebf3 を siRNA でノ
ックダウン後、NMuMG 細胞を TGF—βで処理
し、上皮間葉変換が起こるかどうかを、形
態学的観察や E カドヘリンの発現低下、N
カドヘリンの発現上昇にて検討すると、上
皮間葉変換が強く抑制された。 
また、Ebf3 を過剰発現させると、上皮間

葉変換で重要な作用をする Zeb1、Zeb2、
Snail1、Snail2、Twist、Cdh1、Cdh2 等の遺
伝子の発現が上昇した。この作用は、上皮
間葉変換のマスターレギュレーターと言わ
れている Sox4 よりも強かった。 
 以上の結果より、iPS 細胞誘導の初期では、
リプログラミング因子によりEbf3の発現が
抑制され、Zeb1、Zeb2、Snail1、Snail2、
Twist、Cdh1、Cdh2 等の遺伝子の発現が低下

することにより、上皮間葉変換の逆現象で
ある間葉上皮変換が引き起こされることが
明らかとなった。 
なお、本研究の途中で偶然見出した Klf4

量依存的に多能性が異なる iPS 細胞が誘導
される系は、本研究で利用後に、別プロジ
ェクトからのデータを追加して論文投稿し、
Stem Cell Reports 誌 に 掲 載 さ れ た
（Nishimura K et al. 2014）。また、論文の
内容について大学の HP でプレスリリース
（ http://www.tsukuba.ac.jp/attention-res
earch/p20141003010.html）を行い、それ
に関する記事が、2014 年 10 月 3 日付けの
日本経済新聞に掲載された。 
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