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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞から神経堤細胞を経由して、分化誘導した間葉系間質細胞の軟骨分化誘
導法を確立し、軟骨分化における翻訳制御の関与を確認した。さらに軟骨分化誘導段階において、RNA免疫沈降
法を行い、翻訳開始因子eIF4G1の制御を受ける候補遺伝子の同定に成功した。そして翻訳効率解析用バイシスト
ロニックベクターを作製し、候補遺伝子の5`UTR依存的翻訳がeIF4G1により制御されることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We established a method for chondrogenic induction of mesenchymal stromal 
cells that have been induced to differentiate from human iPS cells via neural crest cells, and 
confirmed the involvement of translational control in chondrogenic differentiation. At the 
chondrogenic differentiation induction stage, we performed RNA immunoprecipitation and succeeded in 
identifying candidate genes that are regulated by the translation initiation factor eIF4G1. Then, we
 manufactured a bicistronic vector for translation efficiency analysis and found that 5′
UTR-dependent translation of candidate genes was regulated by eIF4G1.

研究分野：幹細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義として、軟骨細胞の増殖分化にかんする転写レベルあるいは蛋白レベルの解析は数多く行われている
が、それらをリンクする段階としての翻訳機構の解析は極めて重要である。社会的意義としては、軟骨組織の生
理的および病的状態を翻訳制御という新しい観点から理解することで、未解決の課題の解明や新規治療法の開発
に役立つ知見をもたらすことが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
これまで申請者らは、iPS 細胞から骨軟骨細胞の分化誘導法を開発し、病態解明から創薬へ
の応用を進めてきた。その 1 つである内軟骨性骨化による異所性骨形成を特徴とする進行
性骨化性線維異形成症では、患者由来 iPS 細胞を活用した病態再現から、内軟骨性骨化の
引き金となる因子としてアクチビン Aを同定し(Hino et al, PNAS 2015)、更にアクチビン
A の下流シグナルとして mTOR の活性化が重要な役割を果たしていることを明らかにした
（Hino et al, JCI, 2017）。mTOR は、複数の細胞内シグナル伝達のハブ蛋白として様々な
細胞において増殖、分化、アポトーシスなど重要な機能に関与しており、軟骨組織において
も下流のp70S6KやHIF1αを介して、増殖や分化に関与していることが報告されている（Chen 
et al, Development 2014; Yan et al, Nature Commun,2016; Agarwal et al, PNAS,2016）。
しかし申請者の解析により、これまで軟骨分化における関与が報告されていなかった、もう
一つの主要な下流因子である eIF4F 複合体、特に eIF4G1 を阻害により、軟骨分化が顕著に
抑制されることを見出した。eIF4G1 は eIF4F 翻訳開始複合体の足場蛋白質として、RNA の
キャップ構造に結合した eIF4E および RNA ヘリカーゼ eIF4A と結合する。このキャップ依
存的な翻訳制御は数多く研究されてきたが、キャップ非依存的な翻訳制御における eIF4G1
の関与もいくつか報告されている。そしてその後の解析により、確かに軟骨分化に関連した
遺伝子が転写レベルではなく翻訳レベルで制御を受けている遺伝子があることが判明し、
本申請を構想するに至った。 
 

２． 研究の目的 
RNA レベルと蛋白レベルの解析結果の相違を理解する上で、翻訳制御機構の役割が注目され
ており、普遍的な現象と考えられていた翻訳が細胞特異的あるいは遺伝子特異的な制御を
受けている可能性が明らかになりつつある。申請者らは稀少難病の 1 つである進行性骨化
性線維異形成症における異所性骨化形成機構の解析過程で、未分化間葉系細胞から軟骨細
胞への分化過程において、eIF4F 複合体の中心となる eIF4G1 による翻訳制御が重要な役割
を果たしているという予備的知見を得た。本研究ではこの知見をもとに、独自に開発した多
能性幹細胞から、未分化間葉系間質細胞を経由して、軟骨細胞を分化誘導する実験系のアド
バンテージを生かして、研究分担者による最新の RNA 研究技術を応用することで、なぜ特
定の軟骨関連遺伝子が分化段階特異的な翻訳制御を受けるのかを解明することを目的とす
る。 
 

３． 研究の方法 
（１） 段階的分化誘導法の確立 
既報のヒト iPS 細胞から神経堤細胞を経由する誘導法を用いて、間葉系間質細胞（iMSC）を
効率よく誘導した（Fukuta et al, PLoS One, 2014）。さらに比較的に短時間で iMSC から
軟骨細胞に分化できる軟骨分化誘導法を開発するために、増殖因子の種類と濃度を検討し
た。軟骨分化の評価はアルシアンブルー陽性を示す軟骨様結節の形成や、SOX9 など軟骨関
連遺伝子の発現により行った。 

（２） RIP アッセイ（RNA binding protein immunoprecipitation）による RNA 回収 
iMSC の軟骨分化誘導段階において、eIF4G1 の制御を受ける mRNA を同定するために、ヒト
eIF4G1 に対する抗体（RIP-Certified Antibody）を用いて免疫沈降を行った。免疫沈降に
より回収された eIF4G1 翻訳開始因子に結合する RNA（RIP-RNA）と精製した全 RNA の RNA シ
ークエンシングを行った。 

（３） siRNA を用いた候補遺伝子のノックダウン実験 
iMSC の軟骨分化段階において、eIF4G1 に結合が増加した mRNA を同定し、それに該当する
遺伝子を siRNA によりノックダウンさせた。これらの候補遺伝子の発現を抑制させること
で、軟骨分化における影響をアルシアンブルー染色性および GAG(glycosaminoglycan)の産
生量により検討した。 

（４） バイシストロニックレポーターによる翻訳効率の検討 
IRES（Internal Ribosome Entry Site）を介して二つのルシフェラーゼ（ホタルとウミシイ
タケ）のオープンリーディングフレームを接続させたバイシストロニックベクターを作製
した。作製されたベクターの転写開始点に候補遺伝子の 5`UTR（非翻訳領域）を挿入し、翻
訳効率における影響を検討した。 

（５） 候補遺伝子の蛋白レベルでの変動 
eIF4G1 による翻訳制御を確認するために、eIF4G1 をノックダウンさせた後、PCR およびウ
ェスタンブロッティングを行い、候補遺伝子の転写レベルと翻訳レベルの違いを検討した。
さらに、マイクロアレイおよびプロテオーム解析を行い、eIF4G1 による翻訳制御の全体像
を調べた。 
 

４． 研究成果 
（１） 段階的分化誘導法の確立 
進行性骨化性線維異形成症の病態解明の研究により、軟骨分化に TGFβおよび BMP 両方のシ
グナルが必要であることが示された。この知見に従って、iPS 細胞由来 iMSC の軟骨分化に



おける TGFβファミリーと BMP ファミリ
ーの種類と濃度の組み合わせを検討し、
比較的に短時間で軟骨様結節が形成され
る分化誘導法の開発に成功した（図１）。
従来の軟骨分化誘導の方法（三次元培養
法とマイクロマス培養法）と異なり、間
葉系間質細胞の単層培養で分化誘導を行
うため、軟骨様結節の形成を経時的に観
察することが可能である。さらに、軟骨
分化誘導段階で siRNA ノックダウン、免
疫沈降など分子生物学実験が効率よく実
施することが可能になった。 

（２） 軟骨分化における翻訳開始因子 eIF4G1 の関与 
iMSC の軟骨分化誘導段階において、siRNA による eIF4G1 のノックダウンを行った。eIF4G1
をノックダウンさせても、細胞の生存に悪影響が見られなかった。この結果は iMSC 段階で
は eIF4G1 のノックダウンにより細胞死が誘導される現象と大きく異なる。さらに、eIF4G1
の発現抑制により、軟骨様結節の形成が顕著に抑制されると共に、軟骨関連遺伝子の発現も
低下するという軟骨分化抑制結果が得られた。この結果により、eIF4G1 による翻訳制御が
軟骨分化に重要な役割をになうことを実証し、eIF4G1 が軟骨関連遺伝子の翻訳を特異的に
制御することが示された。 

（３） eIF4G1 の翻訳制御を受ける mRNA の同定 
軟骨分化段階において、eIF4G1 の抗体を用いて RIP アッセイを行い、回収された RIP-RNA
および全 RNA の RNA シークエンシング解析を行った。全 RNA に比べて RIP-RNA で発現が高
く、eIF4G1 に結合が増加したと予想される mRNA を同定した。同定された候補遺伝子の中に
は明らかに軟骨分化に重要な役割をになう遺伝子および軟骨分化への役割が報告されてい
ない遺伝子が含まれていた。 

（４） 同定された遺伝子の軟骨分化における役割 
RIP アッセイにより同定された候補遺伝子の軟骨分化における役割を調べるために、siRNA
によるノックダウン実験を行った。軟骨分化における役割が明確な遺伝子に関しては、ノッ
クダウンさせると軟骨分化が明らかに抑制された。一方、軟骨分化への役割が不明な遺伝子
においても、ほとんどのノックダウンで軟骨様結節の形成が顕著に抑制された。この結果か
ら、翻訳開始因子である eIF4G1 は軟骨分化段階特異的に関連遺伝子の翻訳制御を担うこと
が示された。 

（５） 候補遺伝子における eIF4G1 の翻訳制御の検討 
mRNA の 5`UTR（5`非翻訳領域）におけるステムループ
および特定な配列が翻訳制御に関わることが知られ
ている。候補遺伝子における翻訳制御においても
5`UTR が関与するかを検討するために、ルシフェラー
ゼシステムを利用した翻訳効率測定用のレポターベ
クターを作製した。IRES（Internal Ribosome Entry 
Site）に接続された二つのルシフェラーゼのオープン
リーディングフレームを持つ、翻訳効率が 5`UTR に依
存するバイシストロニックレポーターの転写開始点
（TSS）とルシフェラーゼ Luc2 のオープンリーディン
グフレームの間に、同定された遺伝子の中から代表的
な遺伝子の 5`UTR を挿入し、翻訳効率を調べた（図２）。5`UTR の挿入により翻訳効率が大
幅に増加される結果が得られた。更に、eIF4G1 をノックダウンさせることで、この 5`UTR
依存的な翻訳が有意に低下した。また、ステムループを形成すると予想される配列を欠損さ
せることで、翻訳効率が有意に減少した。これら
の結果から、翻訳制御を規定する共通配列もしく
はステムループ構造が存在すると確信し、その同
定を進めている。 

（６） 候補遺伝子の蛋白発現を確認 
PCR およびウェスタンブロッティングを行い、
eIF4G1 のノックダウンによる蛋白発現の低下を
幾つかの候補遺伝子で確かめた。さらに、マイク
ロアレイおよびプロテオーム解析を行った結果、
eIF4G1 ノックダウンによる mRNA 発現の変動はほ
とんど見られないが、蛋白質発現が顕著に変動さ
れることが示された（図３）。この網羅的解析を深
めることで、軟骨分化段階特異的翻訳制御の全体
像を調べている。 
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