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研究成果の概要（和文）：Ces1ノックアウトES細胞を用いてCes1遺伝子の未分化性維持に係わる機構を解析した。ノッ
クアウト細胞はキメラ形成能を維持していたが、テラトーマ形成能を喪失していた。ノックアウト細胞から胚様体を形
成しin vitro分化能を検討したところ、野生型ES細胞と違いは見られなかった。Zinc finger蛋白であるCES1は転写因
子として機能していると考えられ、ChIP sequence法により解析した結果、特に遺伝子の転写開始点近傍に多くの結合
が確認された。Ces1蛋白により発現抑制される遺伝子の転写開始点近傍に結合が多く見出され、CES1はrepressorとし
て機能していると推定された。

研究成果の概要（英文）：The Ces1 gene encodes a Zinc finger-type transcription factor. Its expression is 
high in mouse embryonic stem (ES) cells, but rapidly decreases following differentiation. To assess its 
roles in ES cells, we generated Ces1-deficient and -overexpressing ES cell lines. We found that 
Ces1-deficient ES cells grow as flat colonies, which are clearly distinct from rounded colonies commonly 
formed by undifferentiated ES cells. The differentiation potency of Ces1-deficient ES cells was not 
considerably different from wild-type ES cells in vitro and in vivo. DNA microarray analysis revealed 
that the Ces1 knockout downregulated a distinct group of genes, including Dppa3. To identify the 
CES1-binding loci in the genome, chromatin immunoprecipitation sequencing was performed. The result 
showed that CES1 binding was often seen in the genes activated by Ces1 deficiency, suggesting the 
repressive role of Ces1.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 様々な細胞に分化する多分化能を有す
る胚性幹（ES）細胞は、マウスやヒトなどの
胚盤胞より単離され、未分化状態のまま分裂
増殖する自己複製能を保持している。その多
分化能を利用し、特定の系列の細胞へと分化
誘導し再生医療への利用を目指す研究や、リ
プログラミングとの関連を含め細胞の未分
化状態の解明を目指す研究において広く使
用されている。申請者の研究室においては独
自の解析プログラムを開発し、ES 細胞に特異
的に発現するが体細胞ではほとんど発現が
認められない遺伝子の in silicoスクリーニ
ングを行い、それらの解析を行ってきた。こ
の う ち ３ つ の 遺 伝 子 Cue318/Sohlh2 、
Cue110/Gtsf1、Ces5/Ooep については、生殖
細胞系列でも発現が認められ、それらのノッ
クアウトマウスは不妊を示し、その解析結果
は既に報告してきた（Toyoda et al, Dev Biol 
325:238-248, 2009; Yoshimura et al, Dev 
Biol 335:216-227, 2009; Tashiro et al, 
Genes Cells 15:813-828, 2010)。これらの
遺伝子は生殖細胞系列の発生・分化において
重要な役割を持つことが明らかとなり、現在、
他の因子との関係などさらに詳細な解析を
行っている。 
 
(2) 同様な方法で同定された遺伝子の1つに
Ces1 がある。この遺伝子は未分化なマウス
ES 細胞で特異的に発現し、ES 細胞を分化さ
せることにより急速に発現が失われる。この
遺伝子は生殖細胞系列でも発現することか
ら、細胞の未分化状態制御との関連が示唆さ
れる。Ces1遺伝子にコードされるアミノ酸配
列には Zinc finger motif が存在し、転写因
子として働くと考えられる。これまでの研究
で、gene targeting 法により Ces1 ノックア
ウト ES 細胞（Ces1-/-）を作製している。興味
深いことに、ノックアウト ES 細胞は親株の
ES 細胞とは異なり扁平なコロニー形態を示
し、alkaline phosphatase 染色で弱い染色を
示した。このノックアウト細胞に Ces1 を導
入し強制発現した rescue 細胞を解析した結
果、親株と同様な凝集したコロニー（いわゆ
る stem cell colony）を形成し、alkaline 
phosphatase 染色で強く染色された。ノック
アウト細胞のコロニー形態から、epiblast 
stem (EpiS) cells に似た性質を持つ可能性
が考えられ、EpiS cells で発現が低下する
Dppa3/Stella 遺伝子の発現を調べたところ、
発現がほとんど消失していた。興味深いこと
に 、 Ces1-rescue 細 胞 に お い て は
Dppa3/Stella 遺伝子の発現が回復していた。 
初期胚から作成される幹細胞(stem cell)と
しては、ES (embryonic stem)細胞の他にも、 
TS (trophoblast stem), XEN 
(extraembryonic stem), EpiS 細胞などが知
られている。特に EpiS 細胞は、blastocyst
より分化の進んだ胚の epiblast から作成さ
れる。epiblast が胎仔を形成することから、

EpiS 細胞は全能性を維持していると考えら
れるが、その維持・培養のために LIF 
(leulemia inhibitory factor)ではなく、
bFGF (basic fibroblast growth factor)を
必要とすることや、遺伝子発現パターンにお
いてES細胞と違いがある。以上の結果から、
Ces1 は ES 細胞の未分化性状態維持に特別な
役割を有すると推定された。この遺伝子機能
を明らかにすることにより、生命科学の重要
な課題の１つとなっている細胞の未分化状
態維持機構の解明に有用な情報をもたらす
と期待される。特に、再生医療への応用が期
待されるヒト iPS 細胞や ES 細胞は、マウス
の iPS 細胞や ES 細胞とは未分化状態が異な
り、より発生が進んだ胚である epiblast の
性質を有していると考えられている。この違
いを分子レベルで解明することに関しても、
本研究の知見は重要と考えられる。本研究に
基づき、ヒト iPS 細胞における Ces1 遺伝子
の機能についても検討を進める予定である。 
 
２．研究の目的 
これまでの検討により、Ces1 が ES 細胞の
未分化性状態維持に重要な役割を持つと考
えられた。本研究は、Ces1遺伝子の機能を
明らかにすることで ES 細胞・多能性幹細胞
の未分化状態の維持機構の解明につながる
知見を得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
ES 細胞の未分化状態維持における Ces1 遺
伝子の機能を明らかにするために、マウス
ES細胞について以下の方法により解析を行
う。 
(1) CES1 に対する特異的抗体をウサギで作
製し、細胞内での局在を免疫染色法により
確認する。対象として ES 細胞のみならず、
生体の精巣・卵巣においても検討する。さ
らに、初期胚における Ces1遺伝子の発現を
調べる。 
 
(2) Ces1遺伝子欠損 ES 細胞の分化能を in 
vitro, in vivo で検討する。特に、in vivo
では、テラトーマの形成能、キメラマウス
形成能を中心に検討する。 
 
(3) 転写因子として他の遺伝子発現への影
響を検討するため、Ces1遺伝子の欠損によ
るES細胞の遺伝子発現の変化をDNAマイク
ロアレイを用いて網羅的に解析する。さら
に、大きく発現の変化した遺伝子について
は real-time PCR 法を用いて、それぞれの
遺伝子の発現レベルの詳細な比較を行い、
Ces1の未分化状態制御における役割を解析
する。特に ES 細胞の未分化性維持に関与す
る遺伝子の発現に着目して解析する。さら
に標的候補遺伝子の制御領域への CES1 蛋
白の結合に関してChiP assayにより解析す
る。 
 



(4) Ces1 遺伝子欠損 ES 細胞で発現が抑制さ
れる Dppa3/Stella 遺伝子の発現制御領域に
つ い て 、 CG の メ チ ル 化 を bisulfite 
sequencing により検討する。 
 
(5) 転写因子として CES1 が染色体上に結合
する部位を明らかにするために、Ty1-Tag を
結合した CES1 を Ces1 ノックアウト ES 細胞
（Ces1-/-）に発現させ、Ty1 に対する抗体を
用いて、ChIP-sequence を行い、解析する。 
 
４．研究成果 
本研究では、Ces1 ノックアウト ES 細胞を用
いて Ces1 遺伝子の未分化性維持に係わる機
構を詳細に解析した。 
(1) キメラ形成能の検討。 
EpiS 細胞はテラトーマ形成能を有するが、
キメラ形成はないとされている。CAG-EGFP
遺伝子を導入した Ces1 ノックアウト ES 細
胞を胚盤胞に注入し、キメラ胚の作製を行
った。発生途中で胚を取り出し、ラベルさ
れた細胞の分布を詳細に解析したところ、
胎仔全体にラベルが見られた。さらに、キ
メラマウスが誕生することと生殖系列への
伝達を確認した。これにより、ノックアウ
トES細胞は in vivoにおいて全能性を維持
していることが確認された。一方、Ces1ノ
ックアウト ES 細胞をヌードマウスに移植
したところ、テラトーマの形成はほぼ認め
られなかった。Ces1 遺伝子を Ces1 ノック
アウトES細胞に導入したrescue細胞では、
テラトーマ形成能が回復していた。このよ
うに、Ces1 ノックアウト ES 細胞はキメラ
形成能を維持しているにもかかわらず、テ
ラトーマ形成能を喪失しており、特異な未
分化状態にあると考えられた。 
 
(2) in vitroにおける分化能 
Ces1 ノックアウト ES 細胞から胚様体を形
成して in vitroにおける分化能を検討した
ところ、主要な分化マーカーを real-time 
PCR で見る限り、wild-type ES 細胞と大き
な違いは見られなかった。 
 
(3) Ces1 ノックアウト ES 細胞の増殖能の
検討。 
MTT アッセイにより、野生型 ES 細胞、ノッ
クアウト ES 細胞、rescue ES 細胞の間で、
増殖能を検討したところ、ノックアウト ES
細胞の増殖能が高く、apoptosis も低いこ
とが示された。 
 
(4) Dppa3/Stella遺伝子の発現制御領域に
おける CG のメチル化の解析。 
EpiS cells での Dppa3/Stella遺伝子の発現
低下は、その発現制御領域の CG のメチル化
を伴うとされる。Dppa3/Stella遺伝子の発現
制御領域について、CG のメチル化をノックア
ウト ES 細胞、野生型 ES 細胞、rescue ES 細
胞の間で bisulfite sequencing により検討

した。その結果、Ces1 ノックアウト ES 細胞
では、Dppa3/Stella遺伝子の発現制御領域が
高度にメチル化されており、rescue ES 細胞
ではメチル化が除去されていることが明ら
かとなった。 
 
(5) ChIP sequence による CES1 結合領域の同
定。 
Zinc finger motif を有する蛋白質である
CES1 は転写因子として機能していると考え
られる。実際に遺伝子の調節領域に直接結合
し、発現制御しているかを ChIP sequence 法
により解析した。その結果、染色体上の約
4000 か所への結合が見出され、特に遺伝子の
転写開始点近傍に多くの結合が確認された。
Ces1 発現により発現が抑制される遺伝子の
転写開始点近傍に結合が見出されるが、Ces1
発現により発現が活性化される遺伝子の転
写開始点近傍にはほとんど結合が見出され
なかったことから、CES1 は repressor として
機能していると推定された。 
 
以上の検討を元に、CES1 がターゲット遺伝子
に対しrepressorとして機能している可能性
を追求している。これまでの解析から、ヒス
トン H3 のメチル化等を介して制御している
可能性が推定されている。今後、この機構を
さらに詳しく解明することにより、ES 細胞の
未分化状態維持機構の１つの経路を明らか
にできるものと期待される。 
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