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研究成果の概要（和文）：本研究は、エピゲノムを制御する新しいシグナル分子群を同定し、その機能と意義を解析す
るとともに種々の新しいエピゲノム制御法を開発することを目的とした。新たにエピゲノム制御性液性因子として同定
した同定遺伝子（X）の作用機構の解析を行い、（X)がAMと同様に多能性幹細胞初期分化過程において、分化速度の調
整に関与していることを明らかにした。さらに分化初期以外の生命現象における（X)の関与を探索している。

研究成果の概要（英文）：Purpose of this study is development of novel manipulating methods of epigenome 
through identification of signaling molecules being involved in epigenetic regulation.
 We identified a humoral factor that regulate differentiation velocity in early differentiation stage of 
pluripotent stem cells through epigenetic silencing of pluripotent genes.Now we are investigating other 
physiological functions of the gene than differentiation through epigenetic regulation.

研究分野：幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
染色体等の高次構造により遺伝子発現を
制御するエピゲノム制御は、細胞の分化・形
質維持・リプログラミングをはじめ、がんや
生活習慣病等種々の慢性疾患などへの関与
が知られている。しかしこれまで、種々のシ
グナル、特に細胞外シグナルによるエピゲノ
ム制御機構に関してはほぼ全く報告がない。 
 代表者はこれまで、心血管系細胞の分化を
系統的経時的に解析できる独自の ES細胞分
化システムを構築し、心血管細胞の分化再生
研究を行ってきた。すなわち、マウス ES細
胞からFlk1陽性の中胚葉細胞を分化誘導し、
そこから血管を分化させる新しい分化系を
開発した  (Nature, 2000)。また心筋分化
(FASEB J, 2005)、動静脈リンパ管内皮分化
を含む新しい内皮細胞分化制御機構(Blood, 
2009, 2011; J Cell Biol, 2010; Stem Cells, 
2012)など種々の心血管分化機構を明らかに
している。iPS 細胞研究にも世界に先駆けて
成 功 し (Circulation, 2008 ； 2008 年
Circulation 誌基礎科学部門第１位 Best 
Paper Award受賞）、ES/iPS細胞の分化研究
において世界的にも先端的である。代表者ら
は、ES 細胞の分化途上において Protein 
kinase A (PKA)を活性化することにより、三
胚葉及び内皮細胞の分化が通常の約 2倍早ま
ることを見いだした。PKAの活性化により、
ヒ ス ト ン ３ リ ジ ン ９ の ジ メ チ ル 化
(H3K9me2)酵素である G9a の発現が増加し、
抑制性ヒストンメチル化であるH3K9me2が
未分化遺伝子（Oct3/4, Nanog）に早く入る
ため、未分化遺伝子の発現低下が早まり分化
が促進されていた(Cell Stem Cell, 2012)。同
研究は、分化の時間の制御という新しい概念
を PKAによるG9a発現制御という新しいシ
グナルーエピゲノム連関により示したもの
である。PKAを手がかりに上流の因子を探索
することにより、エピゲノムを制御する新し
いシグナル分子（特に液性因子）群を同定し、
その新しい作用機構を明らかにするととも
に、エピゲノムを制御する新しい手段、新し
いエピゲノム治療法の開発等が行えると考
えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、エピゲノムを制御する新しいシ
グナル分子群を同定し、その機能と意義を解
析するとともに種々の新しいエピゲノム制
御法開発ことを目的とした。これまでに、ア
ドレノメデュリン(AM)がES細胞及び胎生早
期において PKA を活性化して ES 細胞の分
化タイミングを変化させることを見いだし
ている。さらに PKA に関与する分子を探索
し、種々の生体維持機構へ関与している液性
因子（X）がエピゲノム制御を介して作用し
ている新たな可能性を見いだしている。研究
期間内においては、１）AMの分化過程及び
成体におけるエピゲノムへの関与、２）同定
遺伝子（X）の作用機構の解析、３）新規エ

ピゲノム制御シグナルの探索同定を行い、
種々の生命現象をエピゲノム制御を通して
理解し直すとともに、エピゲノムの新しい制
御機構の解明とその応用を目指した。 
  
３．研究の方法 
１） AM の分化過程及び成体における
エピゲノムへの関与 

PKA のエピゲノム制御に関する研究の中
で、cAMP を上昇させ PKA を活性化する作
用があるAM及びその受容体が胎生早期に発
現していること、また ES細胞の分化途上に
おいて AMを投与することにより、分化タイ
ミングを早める効果があることをすでに見
いだしている。まず AM に関して、実際に
G9aを介してH3K9me2を制御しているのか
を ES細胞分化モデルを用いて検証・確認す
る。AM及び受容体は血管内皮及び平滑筋細
胞、心筋細胞等に発現し、血管形成や動脈硬
化性病変、心不全の形成等多彩な病態に関与
していることが知られている。これら胎仔及
び成体におけるAMの作用においてエピゲノ
ム制御が関与しているかどうか検討する。具
体的には、ヒト臍帯由来内皮細胞や平滑筋細
胞、幹細胞由来心筋細胞等において、AMを
作用させたときの G9a 及び H3K9me2 の状
態を確認する。さらに可能ならば AMノック
アウトマウスや成熟マウスへのAM投与時に
おけるH3K9me2の状態を検討する。。 
 
２） 液性因子(X)の同定と機能解析 

AM の 効 果 は 、 constitutive active 
(CA)-PKA により PKA を強制的に活性化し
た場合に比べて強くなく部分的であり、PKA
の作用をすべて説明しうるものではなかっ
た。このことは、AM 以外にも PKA を介し
てエピゲノム制御に関与している液性因子
群が存在することを示唆する。そこで AM以
外の因子を探索した。 
i) PKA を下流シグナルとすることが
報告されている分子を標的とする candidate
アッセイ 

PKA を下流シグナルとして用いる他の液
性因子を候補物質として選択し、組換えタン
パクまたは cDNA を用いた機能発現により、
エピゲノム制御への作用を検討した。その結
果、これまで幹細胞や心血管細胞分化への関
与は特に知られていない既報の液性因子(X
とする)が、AM や PKA 活性化と同様に ES
細胞分化系における分化タイミングを早め
る効果があることを見いだした。G9a 発現、
H3K9me2量などエピゲノム制御作用が存在
するか確認する。 
ii) (X)の既報の機能についてエピゲノ
ムの関与を検討 
（X）は、同定されてから長い歴史があり、
さまざまな生命現象への関与が報告されて
いる。しかしそれらの中でエピゲノム制御が
関与した作用であることが示されているも
のはない。それらの中で、エピゲノム制御を



介したものがあるかどうかを検討する。細胞
分化等における細胞形質維持のみならず、広
範な生命維持機構におけるエピゲノムの関
与と新しい意義を明らかにする。 
 
３）新規エピゲノム制御シグナルの探索同定 
i)  PKAを下流シグナルとする分子を標的と
する candidateアッセイ 
ii) ES 細胞の分化タイミングをリード
アウトとした液性因子スクリーニング 
 
４．研究成果 
１） AM の分化過程及び成体における
エピゲノムへの関与 
 AMのES細胞早期分化及び受精卵の発生早
期おけるエピゲノム制御と分化速度への関
与を検討した。AM投与によりH3K9me2の
メチル化が誘導されるとともにOct4, Nanog, 
Sox2 など未分化維持遺伝子の発現が抑制さ
れ、早期の分化が誘導された。AMが内因性
のリガンドの一つとして、ヒストンメチル化
を介して分化速度制御に関与していること
を明らかにした。 
 
２） 液性因子(X)の同定と機能解析 
i) PKA を下流シグナルとすることが
報告されている分子を標的とする candidate
アッセイ 
同定した液性因子(X)に関して AM と同様
の検討を行い、（X)も H3K9me2 のメチル化
を誘導するとともに Oct4, Nanog, Sox2など
未分化維持遺伝子発現の抑制と、早期の分化
が誘導された。（X)も内因性のリガンドの一
つとして、ヒストンメチル化を介して分化速
度制御に関与していることを明らかにした。 
ii) (X)の既報の機能についてエピゲノ
ムの関与を検討 
（X）は、同定されてから長い歴史があり、
さまざまな生命現象への関与が報告されて
いる。しかしそれらの中でエピゲノム制御が
関与した作用であることが示されているも
のはない。それらの中で、エピゲノム制御を
介したものがあるかどうかを検討する。細胞
分化等における細胞形質維持のみならず、広
範な生命維持機構におけるエピゲノムの関
与と新しい意義を明らかにする。 
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