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研究成果の概要（和文）：低分子化合物の中には細胞内の蛋白質との相互作用を介して初期化や分化に影響を与
えるものが存在する。これらは初期化や分化の分子機構の解明やそれらを促進するのに有用だが、有効果化合物
を同定するためには、通常非常に多くの化合物を試す必要がある。本研究では、化合物の代わりに非哺乳類生物
蛋白質を用いたスクリーニングが可能であるという概念の証明実験を行った。例として細菌ボルバキアに特異的
な遺伝子を30個選び出し、それらを初期化因子と一緒に哺乳類細胞に導入した。すると8/30という高確率で初期
化効率に影響を与える因子が同定された。今回の結果は異種生物遺伝子が様々な細胞状態の制御に利用できる可
能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：Small molecule compounds have been identified to artificially achieve or 
influence cell reprogramming and differentiation through interacting with cellular proteins. 
Although such compounds are useful to reveal mechanisms underlying reprogramming and differentiation
 as well as enhancing these processes, the screening usually requires huge kinds (e.g. 50,000) of 
compounds. This study shows a proof-of-concept report that there are gene products that can affect 
efficiency of mammalian cell reprogramming in a xenospecies. I tested thirty genes specific for a 
bacterium Wolbachia, as a pilot trial. When they were forcedly expressed along with reprogramming 
factors in mammalian cells, I found that 8 Wolbachia genes affected the reprogramming efficiency. 
This is a surprisingly high probability compared with small molecule compounds reported. These 
results raise a possibility that xenospecific gene products could be useful for controls of various 
cellular states possibly with high hit rates.

研究分野：細胞生物学

キーワード： xenospecific protein　xenospecific gene　reprogramming
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１．研究開始当初の背景 
細胞がある状態（疾患、分化など）になる
ための分子メカニズム研究の際、事前情報が
ない経路の発見には、発現／ノックダウンラ
イブラリー、低分子化合物を使ったスクリー
ニングが有効である。しかし強制発現／ノッ
クダウンでは、同時に複数の因子に影響が出
てはじめて効果が見られるような場合や、分
子中の部分的な機能変化が必要なケースに
ついては発見できない。化合物によるスクリ
ーニングはライブラリー構築の手間やコス
ト、「当たり」確率の低さが問題となる。     
 
２．研究の目的 
異種生物遺伝子を用いた新規なスクリー
ニング方法により、iPS 細胞化メカニズムを
解析する手法を確立するために、例として細
菌 Wolbachia の遺伝子を用い、概念の証明を
行うこと。 
 
３．研究の方法 
（１）Wolbachia に特異的な遺伝子を in 
silico で抽出し哺乳類細胞での発現用に
codon optimize した後に、それらを発現す
るレトロウイルスを作製する。これを N31P
細胞（マウス神経前駆細胞N31のderivative
（引地ら,2013））に導入する。その上でこ
の細胞を iPS 細胞誘導し、誘導効率を変化
させるものをスクリーニングする。 
（２）同定された Wolbachia 遺伝子の発現に
より、マウス細胞の遺伝子発現全体にどの
ような影響を与えたかをマイクロアレイに
よって調べる。 
（３）免疫沈降・質量分析によって、
Wolbachia 由来の有効果遺伝子産物がマウ
スのどの因子群と相互作用したかを調べる。 
 
４．研究成果 
（１）ゲノム比較アルゴリズム RECOG を用い
て様々な細菌のゲノム全体を比較したとこ
ろ、昆虫に感染するタイプの Wolbachia
（Wolbachia の中にはヒトに感染できる線
虫に感染するものもある）に特異的な遺伝
子 30個が同定された。これらがマウス N31P
細胞の iPS 細胞誘導に影響を与えるかをス
クリーニングしたところ、30 個中 8個とい
う高い確率で iPS 細胞化誘導効率に統計学
的有意に影響を与えた。 
（２）有効果 Wolbachia 遺伝子のうち、最も
iPS 細胞化促進効果の高かった W20 と名付
けた遺伝子（図１）について、哺乳類細胞
の遺伝子発現に対しどのような効果を持つ
かを調べるため、これを N31 細胞に強制発
現させ、コントロール細胞とともにマイク
ロアレイ解析を行ったところ、W20 の発現に
より細胞種特異的遺伝子群の発現が選択的
に抑制されていることがわかった。W20 は細
胞種特異的遺伝子発現を抑制することによ
って iPS 細胞化を促進することが示唆され
る。 

 
 
 
 
 
 
 
 図１．Wolbachia 遺伝子によるマウス細胞
のリプログラミング促進 
 
（３）さらに W20 が哺乳類細胞中でどのような
分子と相互作用するのかを調べるため、
3×Flag-tag 付の W20 を N31 に発現させ、
Flag-tag 抗体で免疫沈降を行った後に質量
分析により共沈した蛋白質を調べたところ、
様々な細胞骨格関連蛋白質が多く含まれる
ことがわかった。β-アクチンをコードする
遺伝子である Actb の発現を抑制すると、iPS
細胞化が促進される。また、β-アクチンの
下流にあるSrfという転写因子は細胞種特異
的遺伝子群の発現を選択的に抑制すること
がわかった。W20 は細胞骨格蛋白質との相互
作用を通して細胞種特異性を弱めている可
能性がある。 
 本研究の成果は、異種生物遺伝子産物の中
に哺乳類細胞の細胞種 identity に影響を与
えるものがあるという一例を示し、その蛋白
質の簡単な機能解析を行った「概念の証明」
である。この成果は、異種生物遺伝子産物を
用いたスクリーニング系が、哺乳類細胞の初
期化や分化のみならず、様々な細胞の状態
（疾患など）のメカニズム解明や人為的制御、
創薬等につながる可能性を示唆するもので
ある。 
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