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研究成果の概要（和文）：本研究では、ドナー細胞の性質・種類に問われないiPS細胞の誘導及び培養法の開発
を試みた。実験には様々な生理現象に関わっており、また種保存性が高いβ-cateninおよび転写コアクティベー
タCBPに着目した。CBP/β-catenin経路の活性化によってマウスだけでなく、ヒト細胞においても多能性幹細胞
へのリプログラムを促進することを明らかにした。また、マウス多能性幹細胞の未分化維持に対して、CBP/β
-cateninの活性化は基底状態を強く正に制御することが観察された。以上のことから、CBP/β-catenin経路の活
性化は、再現性が高いかつ効率的なiPS細胞の誘導及び培養法であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Wnt/beta-catenin signaling pathway is conserved in numerous animal species, 
and greatly involved in homeostasis mechanism as well as various body developments. We hypothesized 
the involvement of Wnt/beta catenin, especially CBP/beta catenin signaling pathway is deeply 
associated with the reprograming of pluripotent stem cell（PSC）. In this study, we tried to develop
 the inducing and culture method of iPS cells independent of characteristics of donor cells. It was 
promoted reprogramming of fibroblasts to PSC not only in mice but also in human cells by activating 
the CBP/β-catenin pathway. In addition, it was observed that activation of CBP/β-catenin strongly 
and positively regulates the maintenance of undifferentiation of mouse PSC as naive state. These 
results suggest that activation of the CBP/β-catenin pathway is thought to be a highly efficient 
iPS cell induction and culture method.

研究分野： 幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 多能性幹細胞は、生殖細胞を含む三胚葉へ
と分化できる高い分化能及び半永久的に分
裂を繰り返すことができる自己複製能を有
していることから組織発生学の体外モデル
としてあるいは、再生医療の移植材料の供給
源として注目されている。特に、近年山中ら
が開発した体細胞に4つの遺伝子-Oct4、Sox2、
Klf4、cMyc を導入することで多能性幹細胞へ
とリプログラムを引き起こす技術から得ら
れた細胞、人工多能性幹細胞（induced 
pluripotent stem cell: iPS細胞）の発見は、
多能性幹細胞を用いた再生医療の実現にお
いて非常に大きな影響を与える技術である。
しかしながら、これら iPS 細胞を含めた多能
性幹細胞に関連する現象については未だに
不明な点が多い。そのため、多能性幹細胞の
未分化維持やリプログラミング機構を明ら
かにし、iPS 細胞の基本的な性質における詳
細な知見を得ることができれば、より安定的
かつ効率的に高品質な iPS 細胞の作製、培養
及び提供することが可能となると考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究では種間において保存性が高く、ま
た iPS 細胞を含む多様な細胞の増殖・維持に
おいて重要な機能を示す-catenin 経路、特
に転写コアクティベーターである CBP/p300
の機能に着目し、ドナー細胞の性質・種類に
とらわれない安定的かつ良質なiPS細胞の作
製・培養方法の開発とともに、リプログラミ
ングに伴う-catenin/転写コアクティベー
ター経路の機能解析をおこなうことを目的
する。 
 Wnt/-catenin 経路は、線虫からヒトにい
たるまで広く保存されたシグナル伝達経路
であり、発生、形態形成における細胞の運命
決定に重要な役割を果たしている。また、こ
れらの変異は細胞の癌化など細胞の転換に
おいても重要な原因であると知られている。
さらに、-catenin 経路について詳細にみる
と、これらの経路の活性化には転写コアクテ
ィベーターである CBP 及び p300 が作用して
おり、二つの転写コアクティベーターが選択
的に遺伝子発現を調節し、細胞増殖や性質決
定などに重要な役割を果たしていることが
最近明らかになってきている。もちろん、多
能 性 幹 細 胞 に お い て も 同 様 に 、
CBP/-catenin 経路を選択的に活性化するこ
とが多能性の維持に重要である可能性を示
唆する報告がなされている。）したがって、

-catenin と転写コアクティベーターの関係
は多能性及びリプログラミングに関わる遺
伝子発現制御に大きな役割を果たしている
と考えられるが、未だに転写コアクティベー
ター/-catenin経路とiPS細胞の関係性に着
目した報告は少ない。 
 本研究では、山中 4因子と、多能性幹細胞
の未分化維持において種を超えて保存され
ている転写コアクティベーター/-catenin
経路の活性化を組み合わせることで汎用性
の高い新規iPS細胞作製法の確立を行なった。 
 さらに、これらの活性化が多能性幹細胞の
未分化維持に対してどのような影響を与え
るのかを明らかにし、得られた知見をフィー
ドバックすることで、動物・細胞種間を問わ
ない均一で安定的な iPS 細胞の樹立・培養法
の開発を試みた。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、非常に広い動物種間において
保存されている-catenin 経路、特に、転写
コアクティベーターである CBP/p300 の機能
に着目した。 
 本研究における iPS 細胞の誘導には、pMX 
plasmid をベースとした Oct4、Sox2、Klf4、
cMyc を含むウイルスベクターを用いた方法
と、最近主流となっている染色体へのインテ
グレーションが低いとされている Episomal 
vector（pEBNA-Oct4, Sox2, Lin28, Klf4, 
LMyc 、p53DD）を用いて実施した。ドナー細
胞としてマウス、ヒト共に最も基本的な細胞
である皮膚線維芽細胞を用いた。 
 また、-catenin の活性化、特に CBP によ
る-catenin の活性化を引き起こさせるため
に、低分子化合物である IQ1、ID-8、YH249、
YH250（YH compound については大阪大学 樋
口先生より分与いただいた）を使用した。こ
れらの低分子化合物処理によって-catenin 
/CBP 経路のリプログラミング過程における
適切な活性化を行い、効率的な iPS 細胞の作
製を行う。また、得られた細胞については遺
伝子・タンパク質発現解析、in vitro・in vivo
における分化能を評価した。また、iPS 細胞
へのリプログラミング現象だけでなく、多能
性 幹 細 胞 の 未 分 化 維 持 に お け る
CBP/-catenin の機能、特に多能性関連遺伝
子の発現制御について検討を行った。 
 
４．研究成果 
 本研究では、多岐にわたる遺伝子発現制御
に関わる転写コアテクィベーターCBP/p300
と、幅広い動物種間において保存されている



-catenin 経路に着目した新規 iPS 細胞樹立
技術の開発を試みた。 
 まず初めにマウス線維芽細胞をモデルと
した。マウス線維芽細胞に対して山中 4因子
（Oct4、Sox2、Klf4、cMyc）を導入し iPS 細
胞へ誘導する過程において、低分子化合物
IQ1 で処理をすることで CBP/-catenin 経路
を特異的に活性化させる状態を作り出し、
iPS 細胞化へのリプログラムに対して
CBP/-catenin 経路が及ぼす影響を検討した。
誘導２週間後に初期iPS細胞のマーカーのひ
とつであるアルカリフォスファターゼ活性
を指標にiPS細胞としてリプログラムされた
コロニー数を計測した。コントロール区と比
べ低分子化合物IQ1で処理した実験区ではア
ルカリフォスファターゼ活性陽性コロニー
数は 3倍へと向上した(図 1)。 
 

 
 また、得られた細胞は多能性幹細胞マーカ
ーである Oct4、Nanog、Sox2、Klf4 を発現し
ていた。さらに、体外において複雑な構造を
持つ胚様体を形成することから多分化能を
有する iPS 細胞であると考えられる。 
 
 前実験において、CBP/-catenin 経路の活
性化はマウス線維芽細胞から多能性幹細胞
のリプログラムを促進する働きが示された。
CBP および-catenin は種保存性が高い遺伝
子のひとつである。そこで、CBP/-catenin
経路の活性化によってマウス以外の種にお
いても同様に共通の制御機構が保存されて
いるかを検討するため、ヒト線維芽細胞を用
いて同様に実験を行なった。ヒト線維芽細胞
に対して Oct4、Sox2、Klf4、Lin28、LMyc、
p53DD を導入し、iPS 細胞への誘導を実施し
た。この時、IQ1 だけでなく、IQ1 と同じく
CBP/-catenin 経路の活性化を誘導する低分
子化合物 ID-8、YH249、YH250 で処理をし、
iPS 細胞の誘導効率が変化するか観察した。
誘導 3週間後において、アルカリフォスファ
ターゼ活性陽性コロニー数は、コントロール
区と比較し、CBP/-catenin 経路を活性化し

た全ての実験区において 4 倍以上となった。
特に YH249 および YH250 で処理した区におい
ては 12 倍以上のアルカリフォスファターゼ
活性陽性コロニー数を示したことから、非常
に有効な方法であることが示された（図 2）。 
 

 
 得られた細胞株は、Oct4 や Nanog といった
遺伝子の発現が観察され、bFGF 存在下におい
て強い増殖能を示した。このことから、IQ1
を代表としたCBP/-catenin経路を活性化さ
せることは、マウスだけでなくヒト線維芽細
胞においてもiPS細胞へのリプログラミング
を促進することを明らかにした。また、
CBP/-catenin 経路の活性化による iPS 細胞
へのリプログラム現象の活性化間は、マウス
およびヒトにおいて共通に存在している制
御機構であると考えられる。以上のことから、
iPS 細胞へリプログラム現象において
CBP/-catenin 経路は重要であることが示唆
される。CBP および-catenin 経路は種保存
性が高いことが知られていることから、これ
らの知見は、マウスやヒトだけでなく、その
他の動物種への適用が期待される。 
 
 次に、CBP/-catenin 経路と多能性幹細胞
の間における詳細な制御機構を明らかにす
るために、多能性幹細胞の遺伝子発現にどの
ように関わっているか検討した。まず転写コ
アクティベーターCBPまたはp300の発現がど
のようになっているか検討した。免疫染色に
よる CBP および p300 タンパク質の発現およ
びその局在について解析を行ったところ、マ
ウス ES細胞においては CBPおよび p300 どち
らも発現していることが示された。興味深い
ことに、マウス ES 細胞では CBP は主に核内
に多く存在しており、一方 p300 は核内では
なく細胞質内も含め細胞全体において弱く
存在することが観察された（図 3）。 
 
 これらの CBP/p300 の発現の違いとβ
-catenin の活性化状態がマウス ES 細胞の未
分化性にどのように影響を与えるか検討し



た。IQ1 を用いて特異的に CBP/-catenin 経
路を活性化処理したところ、未処理の細胞と
比べよりコンパクトな形態を示す細胞が観
察された。さらに、基底状態を維持するため
に重要とされている 2 つの経路の抑制
（MAPK/ERK および GSK3β抑制の抑制）：2i に
よる培養も含め、IQ1 処理したマウス ES 細胞
における未分化関連遺伝子の発現への影響
を観察した。多能性幹細胞の維持や iPS 細胞
へのリプログラミング因子として重要であ
ると報告されているNanog遺伝子およびKlf4
遺伝子の発現を強く正に制御することが示
された。また、多能性状態の質として基底状
態に関わる Esrrb 遺伝子や Rex1 遺伝子の発
現も同様に正に制御することが示された（図
4）。 

 

 
 驚くことに IQ1 で処理した ES 細胞は、基
底状態の獲得および維持に重要とされてい
る 2i 培養環境下と類似した状態を示した。
2i培養はiPS細胞の誘導効率を上昇させる機
能も有することから、本研究における IQ1 の
iPS 細胞におけるリプログラムへの正の影響
を裏付ける現象であると考えられる。 
 
 以上のことから、CBP/-catenin 経路の活
性化は多能性幹細胞の未分化性を強く正に
制御し、体細胞から多能性幹細胞におけるリ
プログラミング時において重要な因子であ
ることを明らかにした。 
 本研究によって、-catenin /転写コアク
ティベーター経路の活性化は、従来法と比べ
て効率的で汎用性が高く、動物・細胞種に影

響されない高性能なiPS細胞を誘導する効果
的な方法であると考えられる。また、種を超
えて共通して存在する経路であると予想さ
れることから、新規創薬研究や組織発生の体
外モデルといった研究材料として、目的に適
した動物あるいは細胞由来のiPS細胞を安定
的に提供することが可能となり、再生医療分
野の発展につながると考えられる。 
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