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研究成果の概要（和文）：本研究では１倍体ES細胞の半数性維持に関連するびシグナルカスケードを解明するこ
とを目指し、半数性維持効率上昇のための新規ターゲット探索と効果検証を行ない、14-3-3 蛋白質の阻害剤R18
 が高効率な細胞増殖性を示すとともに半数性維持能力を示すこと、ROCK inhibitorであるY27632が1倍体ES細胞
の細胞死を防ぐことを明らかとした。さらに、ES細胞においてインプリンティング領域のDNAメチル化状態の安
定的な維持のために、FBS+2i培地が有効であることを見だした。したがって、半数性維持のための培養条件の最
適化及びエピジェネティックに安定なES細胞の培養条件が確立された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the signal cascade related to the 
maintenance of haploidy of haploid ES cells, and performed search for new targets to increase the 
haploid maintenance efficiency. As a result, it was revealed that the 14-3-3 protein inhibitor R18 
exhibits high efficiency of cell proliferation and haploid maintenance ability, and that the ROCK 
inhibitor, Y27632 prevents the apoptosis of haploid ES cells. Thus, stable establishment of haploid 
ES cells and optimal culture conditions were established.
Also, the instability of epigenetic states such as DNA methylation in ES cells is one of the 
problems in using ES cells for regenerative medicine. In this study, we demonstrated that FBS+2i 
condition is particularly effective in preventing epigenetic instability during both ES 
establishment and maintenance. Therefore, this condition is useful as the culture condition of 
epigenetically stable ES cells.

研究分野：生物学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生物に見られる多様な表現型の解明には限界があるため、希望の表現型をもたらす遺伝子変異をスクリーニング
するフォワードジェネティクスの方がより根本的な解決策となるため、１倍体ES細胞はこの実験系に大変有効で
ある。本研究では半数性維持に効果的な阻害剤を見だすとともにエピジェネティックに安定なES樹立と維持条件
を確立したため、これらの安定的な培養条件は幅広い有用性を持つと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生物の生存に有益である２倍体の核型は、特定の表現型をつかさどる未知の遺伝子を探索する
フォワードジェネティクス研究においてヘテロ変異体では表現型が見られないため弱点となる。
そこで、近年 Leebら（Leeb & Wutz Nature 2011）はマウス単為発生胚のブラストシストから
ES細胞を樹立し、FACSにより 1倍体（haploid）ES細胞樹立に成功し、これらの細胞は遺伝
的なスクリーニングに有効であると考えられた。しかし、１倍体 ES細胞は培養すると２倍体に
なってしまうことで、半数性（haploidy）維持のための改善が必要であった。そこで、申請者は
parthenogenetic haploid ESC (phESC；パルセノジェネティック１倍体 ES細胞)が２倍体化す
る理由として、１倍体細胞の細胞周期の一時的破綻（G2 arrest、S・G2重複）考え、G2 arrest
阻害剤である PD166285 (Wee1 kinase inhibitor) を用いて半数性維持機構を明らかにした
（Takahashi & Lee et al. Development 2014）。遺伝子の機能を決定する方法論の主流は、既存
の遺伝子の変異体を作成（KOマウス等）するリバースジェネティクスであるが、生物に見られ
る多様な表現型の解明には限界があるため、希望の表現型をもたらす遺伝子変異をスクリーニ
ングするフォワードジェネティクスの方がより根本的な解決策となるため 1 倍体 ES 細胞の安
定な維持は重要な点であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では半数性・多能性維持・分化に関与する細胞周期関連分子機構を明らかにすることで、
より安定でフォワードジェネティクスに効果的な細胞株の作成・維持することを目的とする。 
これまでの研究成果をもとに、本研究では１倍体 ES細胞の半数性・多能性維持に関連するシグ
ナルカスケードを明らかにするための基礎的研究を重点的に行い、可逆的な倍数性の制御が可
能か検討し、将来的には１倍体 ES細胞を用いた再生医療やフェノタイプスクリーニングに役に
立つ基盤知識を見出すことを目指す。具体的な研究項目は下記の通りである。 
(1) 細胞周期調節による半数性維持のための培養条件の最適化を実現するために、 
 ① 1倍体 ES細胞における G２/M期移行に関連した因子の解析 
    :cdc2及び cyclinB複合体のリン酸化制御を重点的に調査 
② 半数性維持効率上昇のための新規ターゲット探索と効果検証する。 

    :Wee1阻害剤による G2/M期移行の制御以外に、14-3-3の阻害剤や antagonistの 
    1倍体 ES細胞の半数性維持に関連した役割を調べる。 
(2) ES 細胞のインプリンティング領域 DNA メチル化揺らぎと幹細胞活性における培養条件の
影響を調べるために、ES細胞の培地条件による DNAメチル化の変化、細胞性質、in vivo stem 
cell activityについて検討し、多能性幹細胞の DMRのメチル化を安定に維持する条件を見出す。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞周期調節による半数性維持のための培養条件の最適化 
申請者の前回の研究で細胞周期の G2 期から M 期への変換を抑制する Wee1 阻害剤は
PD166285と MK1775両方とも１倍体 ES細胞の半数性維持に有効であることが明らかとなっ
たが、その因子の作用は 100%ではなかったため、より安定な培養条件の最適化が必要である。 
 
a. 1倍体 ES細胞における G２/M期移行に関連した因子の解析 

G２/M期移行に必要な cyclinBと cdc2の複合体が活性化する
には色々な細胞周期関連因子、脱リン酸化酵素、リン酸化酵素
が作用する（図 1）。特に、chk25 によって Ser216 がリン酸
化された cdc25は 14-3-3との結合によって不活性化状態にな
る。これは plx1 によって 14-3-3 が放出されることや新たに
Thr48がリン酸化された活性化状態の cdc25cになる。したが
って、本研究では１倍体 ES 細胞において、G2 から M 期へ
の変換における cyclinB, cdc2複合体のリン酸化及びそれに関
連した因子のリン酸化を詳細に調べる。実験としてはリン酸
化抗体を用いた免疫染色による定性解析を行った。 
 
 

 
b. 半数性維持効率上昇のための新規ターゲット探索と効果検証 
Wee1 阻害剤による cyclinB, cdc2 複合体の制御だけではなくその近傍で働く因子もターゲット
とする。たとえば、14-3-3の阻害剤(R18)や antagonistである BV02の効果を検証した。 
① ES細胞樹立時に上記のWee1阻害剤（PD166285, MK1775）、14-3-3阻害剤・antagonist 

(R18・BV02)を添加して１倍体 ES細胞樹立効率が上昇するか否かを確認した。 
② １倍体 ES細胞の培養中に 14-3-3阻害剤・antagonist (R18・BV02)を添加して１倍体 ES細
胞効率が上昇するか否かを確認した。 
③ ソーティング後の１倍体 ES細胞の生存率が急激に下がる（細胞死; apoptosisが増加する）
ことを防ぐために、ROCK inhibitorである Y27632の効果について検討を行った。 
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（ 図1）



2. ゲノムインプリンティング領域の正常な DNA メチル化維持に有効な ES 細胞培養条件
探索 
エピジェネティック修飾の代表的な DNA メチル化は遺伝子発現調節に重要なエピジェネティ
ック機構であり、特に哺乳類の発生に必須なゲノムインプリンティングの消去と再確立のリプ
ログラミング過程で重要な役割を果たす。インプリンティング遺伝子の制御領域に存在する
differentially methylated region (DMR)の正常な DNA メチル化パターンは体細胞において維
持される。一方で、増殖、自己複製、多能性細胞である ES細胞のメチル化状態は培地条件、培
養期間によって影響され、エピジェネティックな不安定性を示す。したがって、多能性を維持し
たままインプリンティング領域の DNAメチル化を安定にする培養条件を探す必要がある。そこ
で、本研究では多能性幹細胞の DMRのメチル化を安定に維持する条件を見出すために、ES細
胞の培地条件による DNAメチル化の変化、細胞性質、in vivo stem cell activityについて検討
した。具体的には、KSR（Knockout serum replacement）培地と FBS (Fetal bovine serum)培
地を用いて、2i（Gsk3β、Mek1/2阻害剤）を添加した条件、添加しない条件で ES細胞のメチ
ル化状態を長期的に調べた。さらに、ES細胞樹立時から DNAのメチル化状態が不安定な状態
であることから、より安定なメチル化状態の ES細胞を樹立できる条件を探索した。 
 
４．研究成果 
(1)本研究では１倍体 ES 細胞の半数性および多能性維持に関連するシグナルカスケードを解明
することを目指し、半数性維持効率上昇のための新規ターゲット探索と効果検証を行った。Wee1
阻害剤による cyclinB, cdc2 複合体の制御だけではなくその近傍で働く因子 (14-3-3)もターゲ
ットとして、それらの阻害剤や antagonist (R18, Difopein, BV02)の効果を検証した結果、14-
3-3 蛋白質の阻害剤 R18 添加培地は、高効率な細胞増殖性を示すとともに半数性維持能力を示
すことが明らかとなった。特に、R18 を添加して培養した１倍体 ES細胞は Oct3/4, Nanog, SSEA1
などの幹細胞マーカーを発現し、１倍体としての核型を示したので、R18 は半数性維持および多
能性維持に有効であることが明らかとなった。また、R18 と BV02 を用いて 14-3-3 を阻害するこ
とで 1倍体 ES細胞の樹立初期の１倍体細胞の比率が著しく上昇した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、最初のソート後の 1倍体 ES 細胞に ROCK inhibitor である Y27632 を添加することによ
ってソート後の 1倍体 ES細胞の細胞死を防ぐことができた。したがって、本研究では多様な阻
害剤を用いることで１倍体 ES 細胞の半数性・多能性維持に関連する細胞周期を調節可能にし、
1 倍体 ES 細胞の安定的な樹立及び最適な培養条件を確立した。本研究で改善された培養法は、
1 倍体 ES 細胞株を用いたフォワードジェネティクス研究の推進には欠かせないものであり、フ
ェノタイプスクリーニングの拡大の道を開くなど非常に高い実用性も持っている。近年、２倍体
細胞でも CRISPR/Cas9 法でホモ欠失体を分離できるようになり、リバースジェネティクス研究
は多いに進んだが、フォワードジェネティクスにおける１倍体細胞の優位性は変わらないため、
本研究で半数性の維持をより完璧に制御できる実験系を構築したのはフェノタイプスクリーニ
ングを基盤とした多様な疾患の原因遺伝子解明などに大変貢献できると考えられる。 
 
(2)ES 細胞において DNA メチル化などのエピジェネティック状態が不安定であることは、再生医
療に ES細胞を利用する際の問題点として挙げられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 (図２) 

（図３） 



 
 
特に、1倍体、2倍体 ES細胞において、哺乳類の発生に重要なエピジェネティック機構であるゲ
ノムインプリンティング遺伝子のメチル化領域の DNA メチル化状態が不安定であることから、
ES 細胞のエピジェネティックな安定性を保つ培養条件を探索した。KSR+2i, KSR, FBS+2i, FBS
の条件と培養期間を検討した所、培地と培養期間によって様々な DNA メチル化の動的変化（脱メ
チル化、高メチル化を含む）が検出された。また、これらの細胞における遺伝子発現解析から、
phase specific な脱メチル化は KSR+2i による Tet1 および Parp1 遺伝子の発現上昇と関連して
いることが明らかとなった。さらに、これらの研究から FBS+2i 培地を使うことで、ES細胞の DNA
メチル化維持と正常な DNA メチル化を保つ ES 細胞の樹立ができた（図 3）ので、この条件はエ
ピジェネティックに安定な ES 細胞の培養条件として ES 細胞や iPS 細胞の再生医療へ応用する
際に大変有用であると考えられる。 
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