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研究成果の概要（和文）：　NucleosteminはES細胞に発現している核小体タンパク質であり、欠損により本来の
ES細胞の分化とは異なり、栄養外胚葉へ分化する。申請者らは、栄養外胚葉分化を阻害する転写因子であるOct4
のDNA結合能が低下しているのではないかと仮定し研究を行った。
　Nucleostemin欠損ES細胞を用いたChIP-seq解析を行った結果、Nucleostemin欠損によってOct4が本来結合する
コンセンサス配列に結合できなくなる事を明らかにした。また、NanogまたはEsrrbの過剰発現で、Nucleostemin
欠損によるOct4のDNA結合能が回復することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　Nucleostemin (NS) is a nucleolar GTP-binding protein that is expressed in 
various cancer cells and stem cells including embryonic stem cells (ESCs).  We have previously 
demonstrated that knockout of NS resulted in the trophectodermal differentiation, although Oct3/4, 
one of the transcription factor that repress trophectodermal differentiation, is expressed in NS 
knockout ESCs.  Therefore, we hypothesized that DNA binding ability of Oct3/4 is impaired in NS 
knockout ESCs.  
　To address this, we carried out ChIP-seq analyses using NS knockout ESCs, and found that 
recognition sequence of Oct3/4 was altered in NS knockout ESCs compared with that in normal ESCs.  
We also revealed that overexpression of Nanog or Esrrb recues the DNA binding ability of Oct3/4 in 
NS knockdown ESCs. 

研究分野：分子生物学　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
　ES細胞は、外・中・内胚葉といった3胚葉全ての分化を達成できるが、胎盤等の胚体外組織の元となる栄養外
胚葉へと変換する能力は、本来失われている能力である。Nucleostemin遺伝子欠損によるES細胞の栄養外胚葉へ
の変換は、通常の発生とは逆であり、極めて謎である。従って、本研究成果がリプログラミングの研究分野に対
して極めて大きなインパクトを与えると考えられる。また、Nucleosteminは、がん細胞でも高発現しているの
で、本研究からの成果は、がん研究分野に対しても影響を与えるのではないかと期待される。



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

Nucleostemin は核小体に局在するタンパク質であり、多くの種類のがん細胞や ES 細胞を

含めた各種組織幹細胞で発現することが知られる。申請者らのグループは、Nucleostemin の

欠損により ES 細胞の多分化能が維持できず、胚体外組織になることが運命付けられた栄養

外胚葉細胞へと分化することがわかった。これまでの研究で、Oct3/4 遺伝子を欠失させると

Cdx2 の発現が亢進し、栄養外胚葉細胞へと変換することが知られている。また ES 細胞にお

いて、Cdx2 を過剰発現すると、Cdx2 タンパク質は Oct3/4 とヘテロダイマーを形成すること

で Oct3/4 の機能を阻害し、その結果、内在性の Cdx2 遺伝子の発現が上昇することが知られ

ている。従って、栄養外胚葉への分化は主に Oct3/4 と Cdx2 のバランスにより調節されてい

るといえる。上記の背景から、申請者は、Nucleostemin 欠損 ES 細胞が栄養外胚葉へと分化

する理由として、Oct3/4 の発現量減少が原因であると考えた。しかしながら、この細胞では、

多くの ES 細胞マーカー遺伝子の発現が軒並み低下するにも関わらず、Oct3/4 の発現の減少

がほとんど見られないことがわかった。しかし、Cdx2 の発現は顕著に上昇しており、

Nucleostemin 欠損による栄養外胚葉分化メカニズムは不明のままであった。 

２．研究の目的 

申請者らは、これらの結果を全て説明し得る分子メカニズムとして、Nucleostemin 欠損 ES

細胞では Oct3/4 の DNA 結合能が低下しているのではないかという可能性を考えた。実際に、申

請者らによる先行研究から、Nucleostemin 欠損に伴っていくつかの遺伝子プロモーターにおい

て Oct3/4 の DNA 結合能の低下が示唆された。そこで、本申請課題では Nucleostemin 欠損によ

るOct3/4のDNA結合能低下の分子メカニズムを明らかにすることを目標として本研究課題を設

定した。 

３．研究の方法 

（１）申請者らは、これまでの予備実験から Nucleostemin 遺伝子の発現の消失に伴って、少な

くとも一部の遺伝子領域で Oct3/4 の結合能が低下していることを発見した。そこで、この発見

が数少ない特定の遺伝子上でのみ見られる現象であるか、もしくは Oct3/4 によって発現が制御

されることが知られている多くの遺伝子で見られる現象であるかを明らかにするため、

ChIP-seq 解析を行った。 

（２）Oct3/4 の DNA 結合能が低下する原因として最初に考えられるのは、Oct3/4 とペアを形成

し、DNA に結合することが知られている Sox2 の発現量の低下の可能性である。実際に、

Nucleostemin の欠損 4日目から Sox2 の発現量の顕著な低下がみられる。しかし、Oct3/4 の DNA

結合能の低下は 3日目で観察されることから、Sox2 の関与の可能性は低いと考えられる。そこ

で、実際に Sox2 の発現量と Oct3/4 の DNA 結合能の低下の関連を調べるために、Sox2 を過剰発

現する Nucleostemin 欠損 ES 細胞を用いて ChIP-seq を行った。 

（３）申請者らは、Oct3/4 の翻訳後修飾であるユビキチン化が Oct3/4 の DNA 結合能低下と関

連する可能性を見出した。そこで、Oct3/4 のユビキチン化が Nucleostemin 欠損により変化す

るか Flag タグ融合ユビキチンを用いて解析を行った。また、ユビキチン化できない Oct3/4 変

異体を用いて ChIP-seq を行い、Oct3/4 のユビキチン化と DNA 結合能について解析を行った。 

（４）申請者らは、Nucleostemin 欠損による ES細胞の栄養外胚葉への分化が、転写因子 Esrrb

および Nanog の過剰発現によって抑制されることを明らかにしている。そこでこれらの転写因

子の過剰発現により Oct3/4 の DNA 結合能が回復するか ChIP-seq により解析を行った。 



 

４．研究成果 

（１）Nucleostemin 欠損により Oct3/4 の DNA 結合能が変化するか検討を行うために、ドキシ

サイクリン依存的にNucleosteminを欠損することができるマウスES細胞株を用いてChIP-seq

を行った。Gene Ontology 解析

の結果、Oct3/4 が結合する遺

伝子群に大きな違いは見られ

なかった。しかし Homer による

解析の結果、ドキシサイクリン

非添加の ES 細胞で観察されて

い た Oct3/4 ・ Sox2

（Pou5f1::Sox2）のコンセンサ

ス配列が、ドキシサイクリン添

加後に観察できなくなった（図

1 ）。 こ の 結 果 か ら 、

Nucleostemin欠損 ES細胞株内

では Oct3/4 がコンセンサス配

列に結合できない可能性が示唆された。 

（２）Oct3/4 の DNA 結合能が低下する原因の 1つとして考えられるのが、Sox2 の減少である。

Sox2 は Oct3/4 とペアで DNA に結合する性質がある。Nucleostemin 欠損 ES細胞では、ドキシサ

イクリン添加 4日後に Sox2 の減少が観察され、それが原因で Oct3/4 もコンセンサス配列への

結合が低下している可能性を考えた。そこで、Nucleostemin 欠損 ES細胞に Sox2 を過剰発現す

ることで Oct3/4 の DNA 結合能が回復するか ChIP-seq により検証を行った。その結果、Sox2 の

過剰発現では Oct3/4 のコンセンサス配列への結合能は回復しなかった。従って Nucleostemin

欠損による Oct3/4 の DNA 結合能の低下は Sox2 に依存しないことが明らかとなった。 

（３）我々は、核小体に局在する

Nucleostemin が直接核内局在の Oct3/4

に関与する可能性は低いと推測してい

た。これまでの報告で、Nucleostemin

欠損によりいくつかの核小体局在タン

パク質が核内に放出される報告がある。

そこでNuceostemin欠損により核小体に

存在する因子が核小体から核内に放出

されることで Oct3/4 の DNA 結合能に影

響を及ぼすのでないかと推測した。申請

当所は、核小体から放出される因子で

Oct3/4 に関与する因子のスクリーニン

グを計画していた。しかし、申請者は通

常の ES 細胞と Nucleostemin 欠損 ES 細

胞の Oct3/4 のウエスタンブロッティン

グを行った際に、通常の ES 細胞で観察

される本来の Oct3/4 のバンドより泳動



度の遅いバンドが観察され、それが Nucleostemin 欠損細胞では減少していることを偶然発見し

た。そこで、申請者は Oct3/4 の翻訳後修飾が Nucleostemin 欠損により減少することで DNA 結

合能が変化しているのではないかと考えた。これまでの報告で、Oct3/4 の SUMO 化により DNA

の結合が上昇することが示唆されていることから、Oct3/4 の SUMO 化が Nucleostemin 欠損で減

少する可能性を考えた 1。そこで、Flag タグ融合 SUMO タンパク質を発現する Nucleostemin 欠

損 ES 細胞を樹立し検討を行った。その結果、Nucleostemin 欠損により Oct3/4 の SUMO 化が減

少することが明らかとなった（図 2）。次に、Oct3/4 の SUMO 化による DNA 結合能への影響を検

討するため、SUMO 化される Oct3/4 のリジンをアルギニンに置換した Oct3/4 変異体を作成して

ChIP-seq により検討を行った。その結果 SUMO 化されない Oct3/4 変異体においても通常の

Oct3/4 と同様にコンセンサス配列に結合することが明らかとなった。従って、Nucleostemin

欠損で見られるOct3/4のDNA結合能の変化はOct3/4の SUMO化に起因しないことが明らかとな

った。 

（４）申請者らはこれまでに、

Nucleostemin 欠損による ES 細胞の分

化が、転写因子である Nanog または

Esrrb の過剰発現で抑制できることを

見出している。そこで、Nucleostemin 

欠損による Oct3/4 の DNA 結合の低下

がこれらの転写因子により回復する

可能性を ChIP-seq により検討した。

その結果、Nanog または Esrrb のどち

らの転写因子の過剰発現においても

Nucleostemin 欠損によるよって消失

する Oct3/4・Sox2 のコンセンサス配

列が再び検出できるようになった（図 3）。この結果から、Nanog または Esrrb によって

Nucleostemin 欠損による Oct3/4 の DNA 結合能の低下を抑制できることが明らかとなった。 
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