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研究成果の概要（和文）：成体多能性幹細胞は、胚性多能性幹細胞と異なる多能性維持機構を有すると考えられ
るが、詳細は明らかでなかった。我々は、多能性維持と分化方向決定に関与する一つの遺伝子領域を同定し、さ
らに、その因子が神経細胞特異的な遺伝子発現制御とスプライシング制御に関与することをつきとめた。この研
究結果に基づいた、新たな多能性制御モデルによる神経細胞の新規分化誘導方法の開発が期待される。

研究成果の概要（英文）：Maintenance of Multipotency in adult stem cells is regulated by a mechanism 
different from that of embryonic stem cells. We identified a gene region involved in maintenance of 
multipotency and direction of differentiation. Furthermore, we indicated the genes induced 
neuron-specific expression and splicing. These results might lead to development of a novel method 
to produce neurons from adult stem cells.

研究分野： 遺伝子工学
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１．研究開始当初の背景 
ヒト成体多能性幹細胞は、三胚葉への分化

能を維持する細胞である。初期胚由来の胚性
幹細胞（ES 細胞や、それを模した iPS 細胞な
ど）では、主に Oct3/4、Sox2 等の転写因子
群により多能性が維持されるが（Cahan and 
Dakey Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 14; 357-68, 
2013）、成体多能性幹細胞ではこれらの転写
因子群の発現は顕著ではない。そのため、そ
の多能性は初期胚由来の幹細胞とは異なる
分子機構により制御されていると推測され
るが、詳細は全く不明であった。 
 そこで、申請者らは、成体多能性幹細胞に
おいて、下等生物からヒトまで進化的に保存
された多能性制御機構が存在するという仮
説を立て、研究を進めていた。 
免疫沈降実験、質量分析解析実験から、再

生のモデル生物であるプラナリアの成体多
能性幹細胞（ネオブラスト）とヒト細胞とに
共通して発現する因子（以下、「Pluripotency
因子；P 因子」と呼ぶ）を同定し、8 種の P
因子バリアントが存在することを明らかに
するとともに、P因子のエキソン 4、6、又は
7 をノックダウンすると、それぞれ神経前駆
体細胞様、肝細胞様、骨格筋細胞様に分化す
るという結果を得た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 これらの結果から、P因子は多能性維持と、
三胚葉への分化方向決定のマスター因子で
ある可能性が示唆されるが、P 因子の機能に
ついてはほとんど報告がなく、どのようなメ
カニズムを介して多能性を維持／制御して
いるかは全く分かっていない。 
 本研究は、解明が進んでいる胚性の多能性
幹細胞に対し、殆ど研究されていない成体期
の多能性幹細胞に着目し、未知の多能性制御
機構の解明を試みる。 
 本研究により、P 因子による新規な多能性
制御の分子機構が明らかとなるものと予想
される。この結果は、成体における再生と損
傷修復を担う成体多能性幹細胞に、胚性の幹
細胞とは異なる多能性制御機構が存在する
こと示すものであり、これまで初期発生過程
と類似したものと考えられていた「再生・損
傷修復」の原理を、新たな視点から捉えなお
す最初の一歩となるものである。 
 

２．研究の目的 
本研究は、ヒト成体多能性幹細胞の多能性

維持／制御機構の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 

本研究では、多能性に関与していると考え
られる 8種の P因子バリアントのうち、どの
バリアント（群）が、どのようなメカニズム
を介して三胚葉性細胞への分化を制御して
いるかを明らかにする。 

  研究 1．各細胞への分化に関わる P 因子
バリアント（群）の特定 
  研究 2．分化プロセスの解明 
  研究 3．P 因子の標的遺伝子／シグナル
系の同定 
  研究 4．P 因子が選択的スプライシング
制御に及ぼす影響の検討 
 
(1)分化に関わる P 因子バリアント（群）の
特定 
エキソン 4、6、又は 7のノックダウン効果

の確認：エキソン 4、6、又は 7のノックダウ
ン後の細胞から mRNA 及びタンパク質を抽出
し、各 P因子バリアントの発現量の変化をリ
アルタイム RT-PCR 及び western blot により
調べる。 
 
(2)分化プロセスの解明 
①各胚葉及び細胞分化マーカーの発現の確
認 
研究(1)で同定された分化阻止バリアント

をノックダウンした細胞から、経時的に mRNA
を抽出し（ノックダウンから 2日後、5日後、
8日後）、各胚葉及び細胞分化マーカーの遺伝
子発現を RT-PCR 法より調べる。 
 
②分化制御因子のスプライシングの変化の
確認 
さらに、分化制御因子については、複数の

エキソンにまたがる複数のプライマーセッ
トを作製して RT-PCR 法を行い、分化阻止バ
リアントのノックダウンによるスプライシ
ングの変化の有無を調べる。 
 
(3)P 因子の標的遺伝子／シグナル系の同定 
遺伝子プロファイルの比較：分化阻止バリ

アントのノックダウン前後の細胞から mRNA
を抽出し、それぞれの遺伝子プロファイルを
次世代シークエンスにより調べ、GSEA 法又は
David 法を用いて比較検討することにより、



分化阻止バリアントの標的遺伝子（群）を特
定する。 
 
(4)P 因子が選択的スプライシング制御に及
ぼす影響の検討 
ノックダウン前後のスプライシングの変

化：(3)で得られた遺伝子プロファイルを解
析し、分化阻止バリアントのノックダウン前
後において、スプライシングパターンの変化
を確認する。 
 
４．研究成果 
成体多能性幹細胞は、胚性多能性幹細胞と

異なる多能性維持機構を有すると考えられ
るが、詳細は明らかでなかった。我々は、そ
の機構が、再生能力の高い下等生物からヒト
まで進化的に保存されているのではないか
という仮説を立て、プラナリアの成体多能性
幹細胞（ネオブラスト）とヒト多能性幹細胞
とに共通する因子を探索し、多能性維持と分
化方向決定に関与する一つの遺伝子領域（P
因子）を同定した。 
 実際にヒト細胞で P 因子を抑制すると、P
因子抑制前後で中胚葉および内胚葉に属す
る遺伝子の発現が減少し、外胚葉に属する遺
伝子、中でも、神経細胞特異的な遺伝子発現
が上昇することが明らかとなった。さらに、
P 因子抑制前後で多数の遺伝子のスプライシ
ングフォームが変化し、神経細胞特異的なス
プライシング産物が新規に発現してくるこ
とが明らかになった。以上の結果は、P 因子
抑制によってスプライシングが制御され、神
経関連遺伝子が非機能型から機能型に変化
することにより神経細胞への分化が開始す
るという、新たな多能性制御モデルが存在す
る可能性を示唆するものである。 
 一方で、P 因子は成体多能性幹細胞に特異
的なものではなく、正常ヒト線維芽細胞にお
いても、P 因子を抑制すると、成体多能性幹
細胞と同様に短期間のうちに神経細胞様細
胞への形態変化が起こることがわかった。こ
れは、マウス細胞においても同様であった。
このことは、P 因子が分化多能性において当
初予期していたより普遍的な機能を担って
いることを示唆する。今後、P 因子ノックア
ウトマウスを用いた、詳細な制御機構の解析
を計画している。 
 本研究に関連し、マウスに異種移植したヒ
ト多能性幹細胞を高感度に検出する方法を
開発したが、調査の結果、既存の方法より鋭
敏な系を開発できたことが分かった。これは
予定外の産物ではあったが、並行して論文執
筆、学会発表、特許出願を行った。 
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