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研究成果の概要（和文）：L3MBTL1とFMBT2は、例外的に、多能性幹細胞が不安定化する際に発現が上昇する。そ
こで、これらの遺伝子をCRISPR-Cas9法を用いてノックアウトした結果、未分化の破綻が著しく促進することを
見出した。従って、これらの遺伝子は未分化破綻する状況で発現上昇し、未分化に引き戻すという役割を果たし
ていると考えられた。この仮説を実証するため、これらの遺伝子をクローン化して、iPS細胞に強制発現させた
結果、不安定化は有意に抑制され、上記の仮説が部分的に裏付けられた。

研究成果の概要（英文）：Maintenance of undifferentiated state is a critical requirement for 
regenerative medicine using pluripotent stem cells. In this study, we created the spontaneous 
differentiation by removing MEF cells, and then analyzed global changes of gene expression during 
the spontaneous differentiation using DNA microarray. As results of the microarray analysis using 
four human pluripotent stem cell lines,  we found that some polycomb group genes were commonly up- 
regulated during the collapse of undifferentiated state. Then we analyzed function of the 
spontaneous differentiation-induced polycomb group genes in pluripotent stem cells by CRISPR-Cas9 
mediated knockout. These knockout cells showed tendency to differentiate more frequently than 
control. Therefore these polycomb group proteins may function as defense against the spontaneous 
differentiation. To evaluate the proposed function, we analyzed cell lines over-expressing the  
polycomb genes. The results supported the hypothesis.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトiPS細胞などの多能性幹細胞は、様々な細胞に分化する能力を持つため、疾患のある組織を健康な組織で置
き換える再生医療において、その細胞供給源になると期待されている。多分化能を保持するためには、未だ分化
してない未分化状態である必要があるため、未分化維持機構の解明は医学的な重要性がある。本研究では、ポリ
コーム遺伝子の二つ、L3MBTL1とFMBT2は未分化状態が不安定になる際に発現して、未分化に戻す役割を果たして
いることが示された。これは分化が正しい方向にのみ進むことを補助しているとも言えるもので、再生医療だけ
でなく、分化研究においても意義深い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ES 細胞や iPS 細胞は身体を構成する全ての細胞になることが出来るとされ、多能性幹細胞 
と呼ばれている。多分化能を有している状態とは、分化し得るが分化してない状態でもあり、
未分化状態と呼ぶこともできる。 
多能性幹細胞の未分化状態は Nanog や Oct4、Sox2 などのコア因子によって形成可能であ

るが、未分化状態を安定に保つためには、クロマチンの構成にかかわるエピジェネティックな
因子が必要である。その一方で、in vitro における実際の培養では未分化維持が難しく、積極
的に未分化方向へ誘導しないと自然に分化してしまうことが広く知られている。 
多能性幹細胞を用いた再生医療を広く普及させるためには、細胞の分化状態を完全かつ容易

にコントロールする技術が必要である。そのためには実際の培養条件下における未分化状態の
維持機構とそれを破綻させる要因を適切に理解する必要があるが、これを直接的に検討した研
究は少ない。 
 
 
２．研究の目的 
 事前の研究において、研究代表者は、通常の培養条件に近い状況下での多能性幹細胞の振る
舞いに焦点を当てた研究を行っている。ここで、未分化状態が自然に破綻する不安定な培養条
件（DP）を細胞形態と未分化マーカーの発現を指標に確立し、そのときの細胞の状況をマイク
ロアレイによって解析した。その結果、明白な分化までは至っていないが、未分化性が不安定
になっている状態が存在することが示された。 
この研究の過程で、不安定化に際して発現が顕著に上昇している遺伝子として、ポリコーム

遺伝子群に含まれる L3MBTL1 と SFMBT2 を見出した。 
そこで本研究では、ヒト多能性幹細胞の不安定化において、L3MBTL1 と SFMBT2 の発現

が上昇することの意味を解析する。また、不安定化と分化の違いを明確にするため、積極に分
化させた場合についても検討を行う。 

 
 
３．研究の方法 
 ヒト ES 細胞および iPS 細胞を用い、その未分化状態、および、不安定化状態、さらに、積
極的に分化（肝臓方向へ分化）させた場合の遺伝子発現の変化を、L3MBTL1 と SFMBT2 を
中心に解析する。また、これらの遺伝子を CRISPR-Cas9 法を用いてノックアウトすることや、
クローン化した遺伝子を用いて発現を強制的に上昇させることで、不安定化における役割を解
析する。さらに、網羅的解析法を用いて、分化状態が変わった場合のターゲット遺伝子の変化
を検討する。 
 
 
４．研究成果 

未分化状態、不安定化状態、積極的な分化状態（胚様体および肝細胞）を含む、６種類の多
能性幹細胞（ヒト ES細胞株：KhES1, KhES2,KhES3, H1、ヒト iPS 細胞株：253G1, 201B7）に
ついて、その網羅的遺伝子発現を統合的に解析した。その結果、それぞれの状態で特異的な
遺伝子群を見出し、多能性幹細胞が不安定になった状態を遺伝子の発現パターンとして特徴
付けることに成功した。そして、L3MBTL1 と FMBT2 がポリコームとしては例外的に不安定化で
のみ発現上昇することが確認された。 
そこで、多能性幹細胞において、これらの遺伝子を CRISPR-Cas9 法を用いてノックアウトし

た結果、多くの未分化マーカーの発現が減少し、未分化状態の破綻が促進することを見出した。
従って、これらの遺伝子は未分化破綻する状況で発現上昇し、未分化に引き戻すという役割を
果たしていると考えられた。 
さらに、この仮説を実証するため、これらの遺伝子（L3MBTL1 と FMBT2）をＰＣＲ法によって

クローン化して発現ベクターに組み込み、iPS 細胞において強制発現させる実験を行った。そ
の結果、強制発現によって、不安定化状態に移行しても未分化マーカーの発現減少は小さく、
不安定化は有意に抑制された。このことは、上記の仮説を少なくとも部分的に裏付けるもので
ある。 
また、不安定化と分化の違いをより明確に明らかにするため、多能性幹細胞を確定的な分化

状態に誘導する研究も行い、リアルタイムＰＣＲ法による解析の他に、統合的な解析も行った。
その結果、各分化段階における遺伝子発現パターンの変化傾向やポリコーム遺伝子群の発現変
化を総合的に検討することができた。 
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