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研究成果の概要（和文）：　本研究では、卵母細胞に豊富に存在する母性効果因子を用いて、分化全能性を有し
た幹細胞へのリプログラミングを目指す。23種類の母性効果因子を、山中４因子とともに一つずつMEF細胞へ発
現させたところ、そのうちいくつかがiPS細胞へのリプログラミング効率を上昇させるとともに、全能性の遺伝
子マーカーとなりうる胚２細胞期特異的遺伝子の発現およびその陽性細胞の分布を増加させた。母性効果因子を
発現するES細胞あるいはiPS細胞を、初期胚と混合させ胎盤胞まで成長させたところ、これらの細胞が通常寄与
できない栄養外胚葉へ寄与している可能性が示唆された。これらの母性効果因子は、全能性獲得に重要である可
能性がある。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to reprogram mouse embryonic fibroblasts into 
totipotent stem cells. Each lentivirus to express 23 maternal effect genes was infected in MEFs 
together with Yamanaka’s 4 factors to generate iPS cells with a higher potency. The reprogramming 
efficiency was clearly enhanced by some of them. Moreover, some of the iPS cells significantly more 
expressed a series of genes specific to embryos at the 2 cell-stage, and the cell population of the 
cells expressing the genes was increased. To test totipotency, either iPS cells or ES cells that 
were generated by using maternal effect genes from CAG-EGFP transgenic mice were combined with 
wild-type mouse embryos at the 8 cell-stage. The GFP fluorescence was carefully observed in inner 
cell mass and trophectoderm of the blastocysts. The results implied that a few cells might be 
contributed to the trophectoderm and that some of the maternal effect genes might play an important 
role for the acquisition of totipotency.

研究分野： 再生医療
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 我々の研究室では最近、卵母細胞に豊富に
存在するヒストンのバリアントが、母性効果
因子として機能し、初期胚の発達に必要であ
ると同時に、体細胞から iPS 細胞へのリプロ
グラミングの効率を促進することを発見し
た。体細胞核移植（SCNT: Somatic cell 
nuclear transfer）によって、卵母細胞の核
を体細胞の核と入れ換えると、DNA やヒスト
ンといった核クロマチンのエピゲノムの状
態が、分化全能性を有する状態までリプログ
ラミングすることが知られている（図１A）。
このことは、卵母細胞中に豊富に存在するタ
ンパク質（母性効果因子）が、終末分化して
いる体細胞の核を、生体組織のみならず胎盤
組織にも分化可能な全能性を有する状態
（totipotent state）にリプログラミング可
能であることを示している。このような母性
効果因子は、現在 iPS 細胞へのリプログラミ
ングに用いられている山中４因子（Oct4、
Sox2、Klf4、c-Myc）と比べ、より効率良く
かつ ES 細胞に近い状態にリプログラミング
可能であると期待されている。しかしながら、
その鍵となる母性効果因子はその全てが同
定されておらず、またリプログラミングの詳
細なメカニズムも不明である。 
 
 

 近年、ヒト iPS 細胞を用いた臨床応用が実
際に始まったばかりであるが、依然として再
生医療や創薬への応用にはいくつかの障壁
がある。その一つは、より効率的かつ ES 細
胞に近い iPS 細胞の作製である。山中４因子
を過剰発現させてリプログラミングする iPS
細胞では、DNA のメチル化、ヒストンの種類・
修飾といったエピゲノムの状態が、初期胚か
ら単離された ES 細胞とは大きく異なってい
ることが報告されている。また、このリプロ
グラミングの状態がコロニーの種類によっ
ても異なり、iPS 細胞の性質の不均一性が指
摘されている。このような iPS 細胞では、多
能性の獲得と適切な分化に関わる遺伝子の
発現が損なわれている可能性がある。卵母細
胞を用いた体細胞核移植（SCNT）の実験に証
明されているように、母性効果因子を用いる
ことでより完全なリプログラミングを行え
ることが期待される。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、卵母細胞に豊富に存在す
る母性効果因子を用いて、分化全能性
（totipotency）を有した幹細胞へリプログ
ラミングすることおよびそのメカニズムを
解明することである。そのため本研究では、
まず母性効果因子を発現させるためレンチ
ウイルスベクターの構築を行い、MEF 細胞お
よび ES 細胞にこれらを発現させて、全能性
獲得に重要な母性効果因子の同定を目指す。
そして次に、これらの母性効果因子を用いて
作製した iPS 細胞やこれらを発現する ES 細
胞が、本当に全能性を持つかどうか検証し、
このリプログラミング機構をエピジェネテ
ィクスの観点から解析を行う。本研究で目的
としている分化全能性獲得のリプログラミ
ング機構の解明は、細胞を適切にリプログラ
ミング・分化させることが必要な幹細胞研究
とそのヒトへの臨床応用にとって科学的基
盤となることが期待される。 
 
 
３．研究の方法 
 
 まず最初に、報告されている母性効果因子
の遺伝子クローニングを行い、発現効率の良
いレンチウイルスベクターに組み込む（①）。
次に、それぞれのレンチウイルスを調製した
後濃縮し、目的のタンパク質が発現すること
を確認する（②）。これを用いて、マウス胚性
繊維芽細胞（MEF 細胞）に、山中４因子とと
もに母性効果因子を発現させ、iPS 細胞への
リプログラミング効率を測定する（③）。この
とき、iPS 細胞の状態の違いについて、全能
性のマーカーとなりうる胚２細胞期の発現と
その陽性細胞の分布について解析する（④）。
また、ES 細胞についても本来発現していない
母性効果因子を発現させ、同様に胚２細胞期

図１. 母性効果因子による分化全能性を有し
た幹細胞へのリプログラミング 
 A. 体細胞核移植（SCNT）によるリプログラ

ミング 
 B. 山中４因子および母性効果因子の共発現

によるリプログラミング 
 C. 母性効果因子による胚２細胞様幹細胞へ

のリプログラミング 



の発現とその陽性細胞の分布について解析す
る（⑤）。最後に、これら母性効果因子によっ
てリプログラミングされたiPS 細胞およびES
細胞が分化全能性を持つかどうか調べるため、
野生型マウスの初期胚と混合したキメラ胎盤
胞における栄養外胚葉の細胞へ寄与するかど
うか調べる（⑥）。 
 
(1)遺伝子クローニング 
 23 種類の母性効果因子およびその候補に
ついて、卵母細胞より抽出したRNAを用いて、
cDNA クローニングを行う。これらの多くは、
卵母細胞において発現減少または消失によ
り、２細胞期（2-cell stage embryo）ある
いは胎盤胞（blastocyst）での発達が阻害さ
れることが報告されている遺伝子である。 
 
(2)レンチウイルスの作製 
 上記で増幅あるいはクローニングベクタ
ーへ組み込んだ母性効果因子の全長 cDNA に
ついて、それぞれテトラサイクリン誘導性
（Tet-on）のレンチウイルス発現ベクターへ
サブクローニングを行う。HEK293 細胞を基本
としたパッケージングシステムを用いてレン
チウイルスをそれぞれ調製し、濃縮後実際に
細胞へ感染させて、発現するタンパク質の分
子量について確認を行う。 
 
(3) 母性効果因子によるiPS細胞へのリプロ
グラミング効率の影響評価 
 ES細胞のマーカーであるNanog遺伝子のプ
ロモーターにより発現する蛍光色素 GFP を
iPS 細胞の指標とするため、Nanog-GFP トラ
ンスジェニックマウスより胚性繊維芽細胞
（MEF 細胞）を採取する。これら MEF 細胞に
対し、山中４因子（Oct4、Sox2、Klf4、c-Myc）
とともに一つずつ上記の母性効果因子を発現
するレンチウイルスを感染させ、リプログラ
ミングを行い、GFP 陽性の iPS 細胞のコロニ
ー数を計測する。また、フローサイトメトリ
ーを行い、GFP 陽性 iPS 細胞の数と蛍光強度
を定量することでリプログラミングの効率
を評価する。 
 
(4)胚２細胞期に特異的に発現する遺伝子群
の定量 
 山中４因子とそれぞれの母性効果因子に
よって作製された iPS 細胞について、リプロ
グラミングの状態がどのように異なるのか、
多能性の遺伝子マーカー（Oct4、Rex1、Sall4
など）と、全能性の遺伝子マーカーとなりう
る胚２細胞期に特異的に発現する遺伝子群
（Zscan4、Dub1、Tsctv3など）の発現レベル
を、山中４因子のみで作製した iPS 細胞と比
較することで検証する。 
 
(5)母性効果因子によるES細胞のリプログラ
ミング 
 上記の母性効果因子が分化全能性を持つ状
態までES細胞をリプログラミングすることが

可能かどうか明らかとするため、レンチウイ
ルスをそれぞれ ES 細胞に感染させる。しか
し、ES 細胞ではこのような外来性の遺伝子の
発現が抑制されることが知られており、安定
した発現を維持するため、抗生物質による細
胞のセレクションを行う。その後、リアルタ
イム PCRによる胚２細胞期特異的な遺伝子の
定量、また抗 Zscan4 抗体を用いた２細胞様細
胞の染色およびフローサイトメトリー解析に
よって、その分布の増加を評価する。 
 
(6)キメラ胎盤胞の作製による栄養外胚葉へ
の寄与の検証 
 上記研究計画(4)および(5)において判明し
た胚２細胞期特異的な遺伝子をより多く発
現する、母性効果因子を用いてリプログラミ
ングされた iPS 細胞および ES 細胞が、分化全
能性を持つ可能性について検討する。つまり、
これらの細胞が栄養外胚葉（trophectoderm）
の細胞に寄与するかどうか解析するため、こ
れらの細胞を野生型マウスから採取した８細
胞期（8-cell stage）の初期胚と混合させ、
キメラ胎盤胞までを作製する。このときES あ
るいは iPS 細胞由来の細胞であることを示す
ため、これらの細胞は全身に GFP を発現する
CAG-EGFP トランスジェニックマウスから採取
したMEF 細胞および ES 細胞を用い、レンチウ
イルスを用いて母性効果因子を発現させ調製
する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)遺伝子クローニング 
 表１で計画した母性効果因子およびその
候補を卵母細胞より抽出した RNA を用いて、
cDNA クローニングを行った。結果、23 種類
すべてのクローニングに成功し、レンチウイ
ルスベクターへ挿入した。 

 
(2)レンチウイルスの作製 
 23 種類の母性効果因子が組み込まれたレ
ンチウイルスベクターを、一つずつ HEK293

表１ 報告されている母性効果因子の候補 



細胞を基本としたパッケージングシステムへ
トランスフェクションを行い、細胞上清へレ
ンチウイルスを調製した。次にこれを濃縮し、
それぞれのタンパク質が実際に発現すること
をウエスタンブロッティングにより確認を行
った。結果23種類全てにおいてその発現を確
認することができた。 
 
(3) 母性効果因子によるiPS細胞へのリプロ
グラミング効率の影響評価 
 山中４因子とともに、上記のように作製し
た 23 種類の母性効果因子のレンチウイルス
をそれぞれマウス胚性繊維芽細胞（MEF 細胞、
Nanog-GFP トランスジェニックマウス由来）
へ発現させ、iPS 細胞へのリプログラミング
効率の影響を解析した。発現開始から約 2週
間程度で、iPS 細胞のコロニーが現れ、その
コロニーの数と、GFP 陽性コロニーの数をそ
れぞれ計測し、その効率を計算した。結果、
効率を上昇させるいくつかの母性効果因子
を同定した。 
 
(4)胚２細胞期に特異的に発現する遺伝子群
の定量 
 母性効果因子を加えて発生させたiPS細胞
の状態の違いについて解析するため、全能性
の遺伝子マーカーとなりうる胚２細胞期に
特異的に発現する遺伝子群の発現レベルを
定量した。結果、Zscan4、Dub1、Tcstv3とい
った２細胞期に特異的な遺伝子の発現が有
意に上昇しており、一方 Nanogの発現レベル
は変わっていなかった。この結果から、山中
４因子のみによって生じた iPS 細胞とは明確
に状態が違うことが判明し、特定の母性効果
因子は全能性の遺伝子マーカーとなりうる
胚２細胞期の遺伝子を上昇させることがわ
かった。また、抗 Zscan4 抗体を用いて細胞
染色を行ったところ、Zscan4 陽性細胞の分布
が増加していることが明らかとなった。また
フローサイトメトリーによって解析したと
ころ、このような２細胞期特異的遺伝子を発
現する細胞の数も有意に増加していること
が明らかとなった。 
 
(5)母性効果因子によるES細胞のリプログラ
ミング 
 ES 細胞内では、すでに数％の細胞において
胚の２細胞期に特異的な遺伝子の発現が見
られることが知られている。次に、上記の母
性効果因子を ES 細胞に発現させることによ
って分化全能性を持つ状態までリプログラミ
ングすることが可能かどうかについて検討し
た。その結果、iPS細胞の場合と同様に、特定
の母性効果因子において、上記の２細胞様細
胞の発現とその発現細胞の分布が増加して
いることが判明した。これらの結果から、こ
れらの母性効果因子が全能性獲得における
リプログラミングに重要である可能性が示
唆された。 
 

(6)キメラ胎盤胞の作製による栄養外胚葉へ
の寄与の検証 
 全身にGFPを発現する CAG-EGFPトランスジ
ェニックマウスから採取した MEF 細胞から、
２細胞期特異的な遺伝子の発現を誘起する
母性効果因子を用いて iPS 細胞を作製した。
また、CAG-EGFP マウスの初期胚からES細胞を
採取し上記の母性効果因子を発現させた。こ
れら GFP でラベルされた２細胞期特異的な発
現を有するiPS/ES細胞が分化全能性を持つか
解析するため、これらの細胞を野生型マウス
から採取した８細胞期の初期胚と融合させた
後、胎盤胞（blastocyst）まで成長させた。
このとき、通常のiPS/ES 細胞では寄与しない
胎 盤 胞 の 周 辺 に 位 置 す る 栄 養 外 胚 葉
（trophectoderm）にこれらの細胞が寄与して
いるかどうか GFP の発光を検出することで評
価したところ、栄養外胚葉へ部分的に寄与し
ている可能性が示唆された（図２）。 

 現在、このような胎盤胞を仮親マウスの子
宮へ移植し、GFP の発光を検出することでキ
メラマウスの胎児および胎盤への寄与を評
価する予定である。これにより、これら母性
効果因子を発現する iPS/ES 細胞のより正確
な全能性の評価へとつながることが期待さ
れる。そして、どのような遺伝子発現が胎盤
胞における栄養外胚葉への寄与を可能にして
いるか考察する。また、山中４因子を用いな
い母性効果因子のみで行うリプログラミング
法の開発についても検討する。 
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