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研究成果の概要（和文）：Max欠失ES細胞に存在するMAX非結合型c-MYCが、この細胞が呈するアポトーシスの責
任分子であり、NANOGは遊離c-MYCと結合する事で、アポトーシス誘導に対する抑制因子として機能している事を
見出した。NANOGは、NuRD複合体を活性化する機能をもち、NuRDの構成因子であるMBD3はc-MYCと結合することが
報告されている。そこで、MBD3の強制発現によってもMax欠失ES細胞が示すアポトーシスが抑圧されるかを調べ
た結果、この細胞が呈するアポトーシスは抑圧された。さらに、DNAマイクロアレイ解析を行い、強制発現され
たMBD3がどの様な遺伝子群の発現に関与しているかを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In 2011, our lab reported that extinction of Max gene expression in ES cells
 provoke cell death. Further studies revealed that the MAX-unbound c-MYC in Max-deficient ES cells 
is responsible factor for the apoptosis exhibited by these cells, and that NANOG functions as a 
suppressor of apoptosis induction by binding to free c-MYC. NANOG functions to activate the NuRD 
complex, and MBD3, a component of NuRD, has been reported to bind to c-MYC. Therefore, we examined 
whether forced expression of MBD3 suppressed the apoptosis exhibited by Max-deficient ES cells and 
found that apoptosis was suppressed by forced expression of MBD3. In addition, DNA microarray 
analysis was performed to determine what kind of gene groups are expressed by the forced expression 
of MBD3.

研究分野：幹細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
MYCタンパク質は、腫瘍化の要因として考えられている一方、古くからMycの強制発現は、アポトーシスを引き起
こすと言う、相反する現象にも関与している事が知られていた。本研究はES細胞における、MYCタンパク質によ
るアポトーシス誘導という、今までにあまり着目されてこなかった研究項目を中心課題に据えた研究ではあった
が、c-MYCに関して全く新しい分子指標を見出すことに繋がったと考えている。この得られた知見はES・iPS細胞
の特性の根幹をなす『分化多能性・自己増殖性』の理解につながり、しいてはES・iPS細胞を用いた再生医療の
安全性の向上につながる事を期待する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
幹細胞は、多様な種類の細胞に分化する能力である「分化多能性」と、その分化多能性を維
持しつつ増殖することができる「自己増殖性」を持った細胞として定義される。そして、発
生初期の胚から樹立される ES 細胞も幹細胞の一つとして分類される。しかし、ES 細胞が
持つこれら幹細胞を定義する 2つの特徴は特筆すべきものであり、事実、ES細胞は、体を
構成するあらゆる種類の細胞へと分化することができ、かつ、半永久的に自己増殖できる。
これらの特徴が、ES 細胞に対して細胞移植の為の無尽蔵な細胞の供給源として極めて大き
な期待が注がれてきた所以である。また、免疫拒絶と倫理的な問題という大きな 2つの懸念
材料が ES 細胞を用いた再生医療の実現を強く阻むであろうと考えられたいたが、iPS 細胞
という生物学的性質においては ES細胞と全く同じと言える細胞の登場により、細胞移植治
療の実現・普及が極めて現実味を帯びたものになった。但し、iPS細胞を、移植すべき細胞
を得る為の出発材料として用いることを前提とするならば、分化の誘導方法の開発は重要
ではあるが、ES細胞及び iPS細胞が共通に持つ特筆すべき 2つの性質『分化多能性・自己
増殖性』を分子レベルで正確に理解することも極めて重要なことであると考えた。 
申請者の所属する研究室は、Myc のパートナー因子である Max の機能を欠損させた ES 細
胞を樹立し、ES細胞におけるMycの役割について検討・報告して来た。その結果、Max欠
損 ES 株ではアポトーシスを示すことを報告した。さらに研究を進めたところ、MAX 非存
在下では全く機能しないであろうと想定していた遊離状態にある c-MYCタンパク質が、ア
ポトーシスを起こしている責任分子である事が示された。但し、現状においては、MAXと
相互作用していない遊離 c-MYCが起こすアポトーシスのメカニズムは全くわかっておらず、
それ故、それを解明することを本研究課題の目的とした。 
 
２．研究の目的 
ES 細胞および iPS 細胞は、未分化の状態で生体に移植されると奇形腫（テラトーマ）を形
成するという性質を有し、この性質が再生医療への応用を阻む大きな障壁となっている。当
研究室は、c-Mycのパートナー因子であるMaxを欠損させた ES細胞がアポトーシスを起こ
し、この表現型は Nanog の強発現によって抑制される事を報告してきた。更なる解析の結
果、c-Mycと Nanogは直接相互作用する事を、また、Max欠損 ES細胞の示すアポトーシス
は、Max非結合型 c-Mycが原因である事を見出してきた。また、NANOGや c-MYCと相互
作用を示す MBD3の強制発現によっても Max欠失 ES細胞が示すアポトーシスは抑圧され
る事を見出した。この現象を規定している分子メカニズムを解明する事で、c-Mycに関して
全く新しい分子指標を見出すことに繋がるのではないかと期待した。ES 細胞におけるアポ
トーシスの解明は、未分化状態の細胞の優先的に死滅させるシステムの構築に繋がると考
えた。 

３．研究の方法 
本申請の目的は、ES細胞におけるMax非結合型 c-Mycによるアポトーシスの分子メカニズ
ムを解明する事である。Max欠失 ES 細胞に存在する MAX 非結合型 c-MYC が、この細胞
が呈するアポトーシスの責任分子であり、NANOGは遊離 c-MYCと結合する事で、アポト
ーシス誘導に対する抑制因子として機能している事を強く示唆するデータを得た。そこで、
研究結果をさらに確固たるものにする為に以下を検討する。①Max/c-Myc/N-Myc 遺伝子ト
リプルホモ欠失 ES 細胞を作製する事で、Max欠失 ES 細胞における MYCの機能を明らか
にする。②ChIPシーケンスによるMAX非結合型 c-MYCタンパク質のゲノムへの結合部位
についての網羅的な解析をする。③NANOGや c-MYCと相互作用を示すMBD3の強制発現
によってもMax欠失 ES細胞が示すアポトーシスは抑圧された。そこで、Mbd3を強制発現
させたMax欠失 ES細胞のマイクロアレイ解析を行う。以上の計画を立てた。 
 
４．研究成果 
Max/c-Myc/N-Myc 遺伝子トリプルホモ欠失 ES 細胞を作製する事で、Max欠失 ES 細胞にお
けるMYCの機能を明らかにする計画を立てた。Maxの発現は Doxによって、そして c-Myc
は 4-OHTによって制御していたが、発現消失をシンクロさせる事が困難であった。しかし、
Max欠失 ES 細胞において c-MYC を sh-RAN を用いノックダウンする事で、アポトーシス
が抑圧される事を見出した。 
ChIPシーケンスによるMAX非結合型 c-MYCタンパク質のゲノムへの結合部位についての
網羅的な解析を計画した。元来、c-Myc抗体を用いた ChIp-seqを計画していたが、突如製造
中止となり、計画の変更を余儀なくされた。しかし、Myc-tagを融合する事で、Max非結合
型 c-Mycの染色体上への結合部位が同定できた。 
NANOGや c-MYCと相互作用を示すMBD3の強制発現によってもMax欠失 ES細胞が示す
アポトーシスは抑圧された。そこで、Mbd3を強制発現させたMax欠失 ES細胞のマイクロ



アレイ解析を行う計画を立てた。アポトーシス関連の遺伝子発現が著しく抑制されている
ことが見出された。また、Nanog強制発現Max欠失 ES細胞のマイクロアレイ解析のデータ
は既に取得しているたので、そのデータと比較したところ、発現に変化が見られた遺伝子に
は、多数の相関性があることが見出された。 
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