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研究成果の概要（和文）：神経幹細胞用細胞（NPC)および肝臓系幹細胞（HPC)からのiPS細胞への誘導初期の遺伝子変
化についてシングルセル解析を行い、遺伝子発現の関連性についてのマッピングを行った。その結果、NPC/HPCにとっ
て重要な遺伝子と未分化細胞特異的な遺伝子の相関関係がクリアに示された。また、ヒストン修飾と併せて比較するこ
とで、遺伝子発現制御に重要な役割を持つ因子をリストアップすることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Gene expression mapping was performed using single cell analysis in neural 
progenitor cells and hepatic progenitor cells.　As result, relationship between cell type specific genes 
and pluripotent stem cell genes was made clear.　And several transcription factors which have important 
role in differentiation were enriched by comparison of gene correlation and histon modification analysis.

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： iPS細胞誘導　転写因子
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

これまでの研究結果から、マウス神経系細胞

(NPC)および肝臓系細胞（HPC）に特異的に発

現するいくつかの転写因子がiPS細胞誘導に

干渉すること、また同時にこれらの転写因子

が NPC・HPC で中心的な制御因子として重要

であることを明らかにしてきた。しかし、実

際にどのようなメカニズムによりNPC/HPCの

中心転写因子がiPS細胞等で発現するべき未

分化マーカーを制御しているかは未知であ

った。 

 

２．研究の目的 

iPS細胞誘導時のNPC/HPC特異的な中心転写

因子による干渉のメカニズムについて研究

を進めることは、iPS 細胞誘導に重要な遺伝

子発現制御を解明することと同義であると

考えた。そこで本研究では、細胞特異的な転

写因子と iPS 細胞特異的な転写因子の間の相

互排他的な制御関係を発現制御ネットワー

クマップとして明示し、その iPS 細胞誘導に

おける重要性について解析・評価することを

目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）これまではシャーレ上の複数の細胞

（おおむね 1x106 個程度）から回収した RNA

を用いて遺伝子発現解析を行ってきたが、

個々の細胞内での相互排他的な遺伝子発現

状態を調べるためにシングルセル（フローサ

イトメーターもしくはフリューダイム社製

C1 を用いて 1個ずつに分離した細胞）におけ

る遺伝子発現解析を次世代シーケンサー技

術により行った。iPS 細胞誘導時に変化する

遺伝子の相関関係をマップとしてあらわす

ため、NPC および HPC において iPS 細胞誘導

の初期、中期、後期にそれぞれの細胞群から

24 ないし 48 個のシングルセルを個々に回収

し発現データを収集し、統計解析を行うこと

でそれぞれの遺伝子の発現量の変化を相関

値として導きパターン化した。 

 

（２）NPC、HPC および ES 細胞についてヒス

トンヒストンH3K27のアセチル化状態をクロ

マチン免疫沈降法を用いて特定した。その後、

それぞれの細胞間でアセチル化状態の差の

ある部分を抽出し、その領域に結合しうるタ

ンパク質の結合モチーフ解析を行うことに

よりリストアップした。 

 

４．研究成果 

（１）NPC へ iPS 細胞誘導因子を導入後のい

くつかの時点においてシングルセルを回収

し、個々の細胞における遺伝子発現状態を網

羅的に解析し、得られたデータは、発現状態

の変化パターンの近いもの（正の相関）、遠

いもの（負の相関）の重みづけを行った。そ

の結果、NPC において正に相関している遺伝

子は 39 群のかたまりとして分類された。そ

の群のうちの一つは 23 個の遺伝子が協調的

に発現しており、さらにこれら遺伝子は NPC

において重要な働きを持つと考えられる

Pax6を含むNPC特異的な遺伝子によって構成

されていた（図 1）。このことから、細胞にと

って重要な役割を持つ遺伝子は、いくつもの

細胞特異的遺伝子と協調的に制御されてい

ることが示唆された。同様に HPC においても

協調的に発現が制御される 27 群に分類され

た。 

 

（図 1：正の相関を示す遺伝子群 一部抜粋） 

  



次に NPCと HPC それぞれの細胞において重要

とされる遺伝子（Pax6,Hnf4a）を中心とした

相関図を作成した（図 2）。NPC において Pax6

と正の相関を示す遺伝子にはNPCで特異的に

発現することの確認できている遺伝子が多

く含まれており、これは Pax6 が他の遺伝子

の発現を制御する中心転写因子であるとい

う結果とも一致した。また、これまでに細胞

集団を用いて行ったマイクロアレイ解析に

おいては特にNPC特異的な発現が認められて

いない遺伝子も多数含まれており、シングル

セル解析を行うことで初めて明らかとなる

知見も含まれていた。 

 

（図 2：Pax6 / Hnf4aを中心とした相関図） 

 

同様の相関結果は HPCにおける Hnf4aを中心

とした解析からも得られている。興味深いこ

とに、この NPC と HPC は全く異なる細胞であ

るにもかかわらず、Pax6と Hnf4aと正の相関

を示す遺伝子のいくつかが共通しているこ

とが明らかとなった。さらに Pax6 と Hnf4a

と共通して負の相関をする遺伝子に着目し

てみると、Esrrbや Pou5f1といった iPS 細胞

や ES 細胞において強く発現することが知ら

れている未分化マーカー遺伝子が抽出され

た（図 2）。このシングルセル解析データを用

いて未分化マーカー同士の相関についての

解析も行ったが、Esrrbや Pou5f1等は互いに

正の相関を示すことが確認されたことから、

本研究におけるこの解析手法の信ぴょう性

が高いことも強く示唆された。これら 2つの

細胞を比較した結果から、それぞれの細胞に

おける中心転写因子は共通したメカニズム

を介して分化誘導時の遺伝子発現制御に深

く関与しており、細胞特異的な遺伝子と未分

化細胞特異的な遺伝子とが相互排他的に制

御されていることが重要な役割を持つもの

と考察した。 

 

（２）iPS 細胞誘導時に重要な意味を持つヒ

ストン修飾の変化とその変化に関与する因

子を特定するため、体細胞（NPC、HPC）と未

分化細胞（ES細胞）の間でヒストン H3K27 の

アセチル化の比較を行った。アセチル化され

たH3k27をアクティブなエンハンサー領域と

捉え、NPC もしくは HPC でのみ特異的に結合

するであろうタンパク質をモチーフ検索解

析により抽出した。いくつかのタンパク質結

合モチーフが見うけられたが、特に AP1 ファ

ミリー遺伝子の結合配列が NPCおよび HPCの

エンハンサー領域に結合しうることが示唆

された。この AP1 ファミリー遺伝子の一つで

ある c-Jun 遺伝子は、先に示した NPC・HPC

それぞれの重要因子である Pax6 や Hnf4a と

共通して正の相関を示す遺伝子としても抽

出されてきたものであり（図 2）、何らかの意

味を持つものとして注目した。c-Jun 抗体を

用いた ChIP-seq アッセイにより、実際にｃ

-JunがNPCにおいていくつものNPC特異的遺

伝子の近傍に結合していることが確認され

た。さらにヒト角膜上皮細胞を用いた実験に

おいても JUNが iPS細胞誘導に干渉すること

が示されており、これは種を超えて分化誘導

時に重要な役割を持つことを示唆している。

現在、AP1 ファミリー遺伝子の分化誘導時に

おける役割についての解析を進めている。 

 

以上の結果から、シングルセル解析結果を利



用した遺伝子発現の相関マップ作成という

手法が、分化誘導時に重要な役割を持つ因子

の抽出および相互排他的な発現制御研究に

非常に有用なツールであることが示された。

この解析手法を用いることで、iPS 細胞分化

誘導のみならず体細胞分化誘導における重

要な遺伝子発現制御機構についての理解を

進めることが可能である。 
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