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研究成果の概要（和文）：未分化細胞であるES細胞には、ごく少数転写因子Zscan4を発現する高い未分化性を有
する2細胞期胚様細胞が存在するが、その移行メカニズムはほとんど分かっていなかった。本研究では、核小体
タンパク質Pum3がこの移行に関与していることを見出した。Pum3の欠損はリボソームストレスを引き起こし、
p53を活性化させていた。これらの結果から、2細胞期胚様細胞への移行にはp53の活性化が重要であることがわ
かった。また、クロモセンターは2細胞期胚様細胞で消失する核構造である。DNA脱メチル化関連因子Tet1とポリ
コームがクロモセンター構造の制御に機能していることも発見した。

研究成果の概要（英文）：Embryonic stem cells (ES cells), undifferentiated cells with the capacity to
 differentiate into all cell types, harbor a small population of highly undifferentiated cells known
 as 2-cell-like cells, which express the transcription factor Zscan4. However, the mechanisms 
underlying their transition were largely unknown. In this study, we discovered that the nucleolar 
protein Pum3 is involved in this transition. Pum3 deficiency induced ribosome stress and activated 
p53. These findings highlight the importance of p53 activation in the transition to 2-cell-like 
cells. Furthermore, we identified that the chromocenter, a nuclear structure, is lost in 2-cell-like
 cells. We also uncovered the involvement of DNA demethylation factor Tet1 and polycomb in the 
regulation of chromocenter structure.

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
この研究はES細胞の2細胞期胚様細胞の移行メカニズムやクロモセンターの制御に関する新たな知見を提供し
た。これの発見は再生医療や幹細胞の臨床応用に寄与するだけでなく、がんや遺伝子疾患の研究においても重要
な情報となりうる。特に、ES細胞の未分化状態やゲノムの安定性に関わる分子メカニズムの解明は、がんの発生
や進行における異常な細胞分化やゲノム不安定性の理解に寄与する。また、クロモセンターの制御に関する知見
は、遺伝子の正確な制御やゲノムの安定性に関連し、遺伝子疾患のメカニズムや治療法の開発に向けた手がかり
となる。これらの成果は学術誌に公開済みであり、生命科学の深化に寄与すると期待している。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
胚性幹細胞（ES細胞）は、胚の内細胞塊から由来し、正常な核型を維持しながら三胚葉に分化
する能力を長期培養下でも維持する。近年、ES細胞は均一な細胞ではなく異なる転写パターン
と分化能力を示す異なる細胞集団からなる事がわかってきた。マウス ES 細胞のごく少数（約
1.0％）の細胞は Zscan4やMuERV-Lなどの 2細胞期胚特異的遺伝子（2C遺伝子）を発現し、
2細胞期胚様（2CL）細胞と呼ばれる。2CL細胞は高い分化能力を有しており、胚組織だけでな
く胚外組織にも貢献する。2CL状態は安定的に維持されず、2CL細胞と非 2CL細胞の状態を遷
移している。そのため、この遷移は初期発生における胚性ゲノム活性化の分子メカニズムを研究
する理想的なモデルとなりうるとして注目されていた。2CL 状態遷移の重要な誘導因子として
転写因子 Duxが同定されていた。しかし、いずれのシグナル経路が Duxの活性化、そして 2CL
状態の遷移に重要なのかは未解明であった。これまでの研究から Kdm1a/LSD1、G9a、Trim28、
CAF1、Hnrnpk、HP1、Chd5、Rybp、TETタンパク質などの欠損 ES細胞で 2CL細胞集団が
増加することがわかっていた。しかし、これらの遺伝子のターゲットは共通ではなく多様である
ことから、これらの遺伝子の欠損によるストレス自体がトリガーとなっている可能性があった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ES 細胞の 2CL 細胞状態への移行を制御している重要遺伝子を同定し、その遺伝
子産物の分子機構を明らかにする。特に２CL細胞状態へのトリガーとなっている現象の同定を
目指す。また、遷移に伴うエピジェネティックな現象を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、まず 2CL 状態を可視化するために 2CL レポーターES 細胞を樹立し、2CL 状態の誘
導に関与する因子のスクリーニングを実施した。次に、同定した候補遺伝子である Pum3 という
リボソーム RNA プロセッシング因子が２CL 状態への移行を制御する分子メカニズムの解明に焦
点を当てた。本研究では、ESC を用い、遺伝子発現解析や特定の遺伝子（Pum3 および p53）の欠
失などの手法を用いて、2CL 状態の誘導における役割を検討した。また、紫外線（UV）照射やゼ
オシン処理により DNA 損傷を誘導し、2CL 状態への移行に及ぼす影響を検討した。さらに、2CL
状態で消失するクロモセンターの核内構造に注目した。全能性状態に近い低 DNA メチル化のモ
デルとして、Dnmt1-KO ESC（DNA メチル化酵素 1遺伝子を欠損させた胚性幹細胞）を使用した。
免疫蛍光染色、エピゲノム編集ツール、遺伝子操作などの技術を駆使して、クロモセンターのク
ラスター化を研究した。また、顕微鏡を利用して、異なる細胞種における核構造およびクロムセ
ンター組織の可視化および解析を行った。 
 
４．研究成果 
研究成果は以下のとおりである。 
（１）2CL 状態の誘導に関与する遺伝子として Pum3 遺伝子の同定。 
 
Pum3 を欠損させた ESC（Pum3-KO ESC）では、2CL 状態を示す細胞集団が 4-5 倍程度増加した。
これらの細胞では Dux や Zscan4 などの 2CL 状態に特異的な遺伝子の発現が上昇していた。Pum3-
KO ES 細胞で増加した 2CL 細胞は野生型の 2CL 細胞と同様に２細胞期胚の遺伝子を発現し、核内
のヘテロクロマチンの凝集であるクロモセンターが消失していた。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（２）p53 依存的な 2CL 細胞状態への移行メカニズムの解明 
Pum3-KO ESCs では、プレリボソーム RNA の蓄積や p53 タンパク質の活性化が観察された。そこ
で、Pum3-KO ESCs において p53 遺伝子を欠損させると、2CL 細胞は野生型と同等の水準まで現象
した。このことから、Pum3-KO ES 細胞で生じる 2CL 状態の誘導が p53 に依存していることが示
された。更にこの結果を検証するために、紫外線処理や薬剤処理によって DNA 損傷を誘導したと
ころ、予想通り 2CL 細胞の増加が認められた。 



 
 
 
 
 
 
 

 
 
（３）Tet1 依存的な低メチル化 ES細胞核のクロモセンター集合  
Dnmt1 を欠損した低メチル化 ES 細胞ではクロモセンターが核内で集合（クラスタリング）する
が、この集合が Tet1 を欠損すると認められなくなり、野生型と同様の状態になることを見出し
た。エピゲノム編集技術を用いて Tet1 タンパク質をメジャーサテライト反復配列領域に誘導す
ると、予想通りクロモセンターの集合が認められた。また、ポリコーム複合体の PRC1 の構成遺
伝子を破壊すると、クロモセンターの集合が生じなくなることもわかった。これらの結果から、
低メチル化状態で生じるクロモセンターの集合はポリコーム複合体 PRC1 を通じて生じているこ
とがわかった。クロモセンターの集合は減数分裂に重要であることが報告されており、低メチル
化状態となる始原生殖細胞で Tet1 依存的にクロモセンターが集合することが正常な生殖細胞の
発生に重要であることが示唆された。 
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