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研究成果の概要（和文）：当研究室は、Mycタンパク質が機能する上で必要であるタンパク質をコードするMax遺
伝子のホモ欠失ES細胞がアポトーシスを示す事を報告して来た。本研究では、c-Myc とNanogが相互作用を示す
事を見出した。また、非ステロイド性の抗エストロゲン剤であるタモキシフェンで活性が調節できるc-MycERを
ES細胞へ導入し、安定株を樹立した後、その細胞株にタモキシフェンを添加するとアポトーシスを起こした。こ
れらの結果より、Max欠失ES細胞が示すアポトーシスはMax非結合型c-Mycによるものであり、このc-Mycによるア
ポトーシスは、Nanogと結合する事で抑制される可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In 2011, our lab reported that extinction of Max gene expression in ES cells
 provoke cell death. In this study, we found that Nanog is co-precipitated with N-Myc and c-Myc 
proteins in a Max protein independent manner. Next we performed the experiments with Myc-ER fusion 
protein and found that activation of Myc activities in ESCs provokes apoptosis like that observed 
with Max-null ES cells. Indeed, we found that c-Myc-ER stable transfectants of wild-type ESCs show 
extensive apoptotic phenotype by the addition of 4-hydroxytamoxifen. Based on these findings, we 
hypothesize that Myc proteins liberated from Max control in Max-KO ESCs attribute to apoptotic 
phenotype of Max-KO ESCs and Nanog can neutralize apoptosis-promoting activity of Myc proteins by 
interacting with them.

研究分野：幹細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ES細胞においてMax欠損状態では、生物学的な機能を持たないであろうと考えられていたc-Mycが、アポトーシス
を誘導するという思いもよらない現象を引き起こした。そこで申請者は、この現象を規定している分子メカニズ
ムを解明する事は、c-Myc に関して全く新しい分子指標を見出すことに繋がるのではないかと考えている。そし
て、この研究は、c-Myc を標的としたES 細胞のアポトーシス誘導による、未分化状態の細胞を優先的に死滅さ
せる創薬や排除させるシステムの構築の指針なると考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
c-Myc タンパク質は、ES 細胞（embryonic 
stem cell，胚性幹細胞）やiPS細胞（induced 
pluripotent stem cell，人工多能性幹細胞）
の未分化性の維持と自己複製に必須であり、
また、iPS 細胞の誘導効率を著しく増大さ
せることが知られている。しかし、c-Myc
遺伝子を導入して樹立した iPS 細胞は、宿
主 DNA に組み込まれた c-Myc 遺伝子の再活
性化により腫瘍化のリスクが高まる事が報
告されている。この問題を回避するために、
c-Myc の導入方法の開発や、代替タンパク
質の同定等の研究が数多くなされてきた。
iPS 細胞の腫瘍化のリスクについては
c-Myc の再活性化の問題がクローズアップ
される傾向にあるが、ES細胞あるいは iPS
細胞は、元来未分化の状態で生体に移植す
ると奇形腫（テラトーマ）を形成するとい
う性質を有している。それ故に、我々は、
安全な再生医療の実現には、多能性の誘導
方法の開発のみならず、iPS 細胞が本来も
つ腫瘍原性に焦点をあてた研究を進めてい
くことが重要であると考える。これまで、
c-Myc は幹細胞自体のもつ腫瘍原性に深く
関与することが報告されているものの、
c-MycがES細胞においてどのような役割を
もつのかについては、あまりよく調べられ
てこなかった。申請者の所属する研究室は、
Myc のパートナー因子である Max の機能を
欠損させた ES 細胞を樹立し、ES 細胞にお
ける Myc の役割について検討・報告して来
た。その結果、Max 欠損 ES 株ではアポトー
シスを示すことを報告した。申請者がさら
に研究を進めた結果、①ES 細胞において、
Max 非結合型 c-Myc はアポトーシスの原因
になる。②c-Myc と Nanog タンパクは直接
相互作用する。③Max 欠損 ES細胞株の示す
アポトーシスは、Esrrb の強発現によって
抑制される。以上の未発表データを新たに
見出していた。 
 
２．研究の目的 
ES 細胞および iPS 細胞は、未分化の状態で
生体に移植されると奇形腫（テラトーマ）
を形成するという性質を有し、この性質が
再生医療への応用を阻む大きな障壁となっ
ている。当研究室は、c-Myc のパートナー
因子であるMaxを欠損させたES細胞がアポ
トーシスを起こし、この表現型は Nanog の
強発現によって抑制される事を報告してき
た。更なる解析の結果、c-Myc と Nanog は
直接相互作用する事を、また、Max 欠損 ES
細胞の示すアポトーシスは、Max 非結合型
c-Myc が原因であり、Esrrb の強発現によっ
ても抑制される事を見出した。この現象を
規定している分子メカニズムを解明する事
で、c-Myc に関して全く新しい分子指標を
見出すことに繋がるのではないかと期待し
た。ES細胞におけるアポトーシスの解明は、

未分化状態の細胞の優先的に死滅させるシ
ステムの構築に繋がると考えた。 

３．研究の方法 
本申請の目的は、ES細胞における Max 非結
合型 c-Myc によるアポトーシスの分子メカ
ニズムを解明する事である。そこで、①ES
細胞における Max 非結合型 c-Myc が他のタ
ンパクをどのように認識しているかを明ら
かにする為、c-MycとNanogの各種deletion 
formを作製しc-Mycと Nanogが結合する領
域の決定を行う。②Esrrb の強発現によっ
てもMax欠損ES細胞が示すアポトーシスは
抑制された。そこで、Esrrb を強発現させ
た Max 欠損 ES 細胞の解析を行う。④Nanog
や Esrrb のそれぞれが独自に c-Myc と結合
するために、Max 非結合型 c-Myc の減少に
よってアポトーシスは抑制されている可能
性を考えた。⑤Nanog 強発現による Max 欠
損 ES 細胞が示すアポトーシスの抑制は、
c-Myc/Nanog 複合体による Esrrb の発現上
昇によるという可能性を考えた。そこで、
Esrrb はの発現をノックダウンする事で、
Nanog強発現によるMax欠損ES細胞が示す
アポトーシスの抑制は変化するか調べる計
画を立てた。 
 
４．研究成果 
転写因子 c-Myc と Nanog が、protein 
interaction を示す事は、HEK293 細胞への
共導入後の共免疫沈降によって見出してい
た。そこで、まず、ES 細胞を用い内在性の
c-Myc と Nanog が、protein interaction
を示すかを調べた、その結果、Nanog は、
c-Myc とのみならず N-Myc とも protein 
interaction を示す事が見出された。c-, 
N-Myc は Max と複合体を形成する事で機能
するが、Nanog との相互作用は、Max 非依存
的であった。 
Nanog が c-Myc のどの領域に結合している
かを調べた。HA tagged c-Myc deletion form
が挿入されているプラスミドベクターを作
成した。その HA-c-Myc deletion ベクター
と Flag-Nanog を HEK293 細胞へ共導入し、
共免疫沈降によって結合の有無を調べた。
その結果、Nanog は、c-Myc の N末端に結合
している事が見いだされた。 
非ステロイド性の抗エストロゲン剤である
タモキシフェンで活性が調節できる
c-MycER を ES 細胞へ導入し、安定株を樹立
した。その細胞株にタモキシフェンを添加
すると、劇的な細胞死を示し、アポトーシ
スを起こしている事が見いだされた。しか
し、その細胞死は N末端を欠失させると抑
制された。 
c-Myc が Nanog のどの領域に結合している
かを調べた。Flag tagged Nanog deletion 
form が挿入されているプラスミドベクタ
ーを作成した。HA-c-Myc ベクターと
Flag-Nanog deletion ベクターを HEK293 細



胞へ共導入し、共免疫沈降によって結合の
有無を調べた。しかし、明確に結合領域を
決定する事は出来なかった。 
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