
筑波大学・医学医療系・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２１０２

基盤研究(B)（一般）

2023～2021

iPS細胞の中間体を利用したリプログラムング機構の解析

Mechanistic analysis of somatic cell reprogramming using paused iPSCs

７０２７１２３６研究者番号：

久武　幸司（Hisatake, Koji）

研究期間：

２１Ｈ０２６７８

年 月 日現在  ６   ６   ７

円    13,400,000

研究成果の概要（和文）：我々は，リプログラミングが一時停止した iPS細胞の中間体（Paused iPS細胞）を誘
導できることを既に報告した。本研究では，このPaused iPS細胞を利用してリプログラミングの分子機構を解析
した。具体的には，１）間葉上皮転換（MET）の際にOsr2の低下が重要な役割を果たすこと，２）レトロウイル
スサイレンシングでILF2とILF3が翻訳段階で作用すること，３）メス細胞でのX染色体の再活性化（XCR）はテロ
メア近傍から開始し，KDM1Aが関与すること，４）E2F4がリプログラミングの早期には抑制，後期には促進効果
を持つことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have reported generation of partially reprogrammed iPSCs that have paused
 reprogramming during intermediate stages (Paused iPSCs). In this study, we found that 1) 
downregulation of Osr2 plays a critical role in mesenchymal-epithelial transition at an early stage 
of reprogramming, 2) ILF2 and LF3 are involved in silencing of retroviral gene expression by 
repressing translation of viral mRNA, 3) during reprogramming of female cells, XCR initiates near 
the centromere by the action of KDM1A, and 4) E2F4 impacts reprogramming at a stage-specific manger;
 i.e. negatively at an early stage and positively at a late stage.

研究分野：分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
iPS細胞の中間体（Paused iPS細胞）の解析から，間葉上皮転換（MET）でのOsr2の役割，レトロウイルスサイレ
ンシングでのILF2とILF3の作用，X染色体の再活性化へのKDM1Aの関与，E2F4のプログラミングへの影響などを明
らかにした。この研究から明らかになった分子機構に関与する因子群はリプログラミング効率に影響する。各因
子に作用するシグナル伝達系を薬物等によって操作することにより，高い多能性を有するiPS細胞を効率良く誘
導する方法に繋げることが可能になり，iPS細胞の再生医療への実用化を促進することができる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
体細胞をリプログラミングして得られる iPS 細胞は，多様な細胞に分化誘導が可能であり，再
生医療で有望視されている。しかし，iPS 細胞の誘導効率の低さや安全性への懸念から，iPS 細
胞を用いた再生医療は，広く容易に応用できる一般的治療法にはなっていない。この一因として，
リプログラミングの機構が分子レベルで十分に解明されていないことが挙げられる。 
 リプログラミング過程を分子レベルで明らかにする研究として，RNA-seq や ChIP-seq を用
いたゲノムワイドな解析が幾つかのグループにより報告されている（Apostolou E et al. Curr. 
Opin. Genet. Dev. 2018）。これらの研究から，リプログラミング時に遺伝子発現やエピゲノムが
大規模に変化すること，遺伝子発現が体細胞のパターンから多能性幹細胞に特徴的なものに変
化すること等が明らかになってきた。 
 しかし，これらの成果から分かるのは，遺伝子発現やエピゲノム変化の概略のみである。リプ
ログラミングでは細胞の構造や機能が大きく変換していくが，具体的にどの遺伝子が構造変換
や機能変換を引き起こすかは，ほとんど分かっていない。このような観点から，リプログラミン
グ途上で起こる細胞の構造や機能の変換過程で鍵となる遺伝子を明らかにし，その分子機構を
明らかにすることが必要である。 
持続型センダイウイルス（SeVdp）はセンダイウイルスの変異株で，細胞傷害を起こさずに持
続感染する特徴がある。我々は，この株から発現ベクターを開発し，複数の遺伝子を長期的かつ
安定に発現させることに成功した（Nishimura K et al. J. Biol. Chem. 2007）。SeVdp ベクターに
よってOct4，Sox2，Klf4 及び c-myc を発現させて iPS 細胞誘導を行うと，一般的に利用される
レトロウイルス系に比して，高い効率でより均一な iPS 細胞が誘導される（Nishimura K et al. J. 
Biol. Chem. 2011）。 
 我々はこのSeVdpベクターに改変を加えて，SeVdp(fK-OSM)ベクターを作製した（Nishimura 
K et al. Stem Cell Reports, 2014）。このベクターは４つの初期化誘導遺伝子（Oct4，Sox2，Klf4，
c-Myc）を発現するが，Klf4 に不安定化ドメイン（DD）を融合させているため，Klf4 量は 1/3
程度に低下する。この DD は，Shield1 という化合物によって安定化するため，Shield1 濃度を
変えると Klf4 の発現量が変わる。Shield1 の濃度を変えて iPS 細胞誘導を行うと，リプログラミ
ングは Klf4 の量に応じた段階まで進行し，一時停止する（図１）。例えば，Low-K 細胞，Mid-
K 細胞，High-K 細胞は，それぞれ Shield1 が 0，30，100nMの時に生成する Paused iPS 細胞で
ある。これらの Paused iPS 細胞は，比較的安定に増やすことが可能なだけでなく，Klf4 の量を
操作して Low-K 細胞からMid-K 細胞，Mid-K 細胞からHigh-K 細胞のように，部分的にリプロ
グラミングを進行させることもできる。 
 通常の iPS 細胞誘導では，リプログラミングが一部の細胞でのみ起こり，不均一かつ連続的に
進行する。そのため，リプログラミングの各段階で起こる現象を個別に解析することが非常に難
しく，その分子機構は依然として“ブラックボックス”状態である。我々の開発した Paused iPS
細胞（Low-K 細胞，Mid-K 細胞，High-K 細胞など）では，Klf4 の発現量調節によってリプログ
ラミングが一時停止し，ほぼ全ての細胞が同じ段階で存在するため，ある特定段階の現象を分割
して取り出すことが出来る。このように，Paused iPS 細胞を用いる本申請の研究は，連続的か
つ複雑なリプログラミング過程を，いくつかの段階に分けて単純化し解析することに独自性が
ある。この各段階の細胞は Klf4 量に依存して生じるが，RNA-seq データの PCA（主成分分析）
より Paused iPS 細胞は他の系と同様のリプログラミング経路を辿っており，単なるKlf4 に特異
的な現象が起こっているのではないことが分かっている。 
 従来の iPS 細胞誘導系では，遺伝子 Xの発現と現象Aについて，遺伝子 Xのノックダウンや
過剰発現をマウス胎児繊維芽細胞（MEF）で行ったとする。この系では，現象 A がかなり時間
を経てから起こるので（iPS 細胞で観察），遺伝子 Xの発現と現象Aのダイレクトな因果関係を
明らかにすることが困難である。しかし Paused iPS 細胞の系を利用すると，リプログラミング
過程で一過性に起こる現象 A に関して，リプログラミング途上で現象 A が観察される細胞に対
して，遺伝子 X のノックダウンや過剰発現を行うことが可能であり，遺伝子 X の発現と現象 A
の因果関係をよりダイレクトに検証できる。 
 
 
２．研究の目的 
 
我々は，Klf4 の発現量を調節すると，リプログラミングが種々の段階で一時停止し, iPS 細胞
の中間体（Paused iPS 細胞）が誘導できることを報告した。本研究では，この Paused iPS 細胞
を利用し，リプログラミングの分子機構の解明を目指す。具体的には，リプログラミングの各段
階にある Paused iPS 細胞間で遺伝子発現を比較し，間葉上皮転換（MET）の分子機構，レトロ
ウイルスサイレンシング機構，X染色体の再活性化（XCR）の分子機構，E2F のリプログラミン
グ過程での作用機構，について解析を行う。これら一連の解析により多能性獲得の分子機構を明



らかにし，高い多能性を有する iPS 細胞を効率良く誘導する方法に繋げ，iPS 細胞の再生医療へ
の実用化を促進させる。 
 
 
３．研究の方法 
 
A. 間葉上皮転換（MET）の分子機構 
 MEF から Low-K 細胞への移行期では，Nカドヘリン，Zeb1，Zeb2，Twist1 などの発現低下
が起こり，EMT（上皮間葉変換）の逆現象であるMET（間葉上皮変換）が起こる。我々は，MEF
からLow-K細胞への移行期に発現が低下する転写因子をいくつか同定し，その解析の結果，Osr2
の発現低下がリプログラミングに重要であることを見出した。本研究では，その分子メカニスム
をさらに詳細に解析する。 
1）リプログラミング初期での，Osr2 と TGF-β の機能的関係 
リプログラミング中にOsr2を過剰発現させてOsr2発現を維持させた上で，阻害剤によって
TGF-βシグナル伝達系を抑制し，リプログラミングの効率を解析する。 
2）Osr2 過剰発現と TGF-β阻害時の遺伝子発現の変化 
Osr2 を過剰発現させてリプログラミングした細胞の RNA-seq 解析を行う。ここで，Osr2 過
剰発現（+）と TGF-β阻害（+），O sr2 過剰発現（+）と TGF-β阻害（-），Osr2 過剰発現（-）
と TGF-β阻害（+），Or2 過剰発現（-）と TGF-β阻害（-）の各細胞での遺伝子発現パターン
を比較する。 

 

B. レトロウイルスサイレンシング機構 
これまでの解析より，レトロウイルスからの遺伝子発現が MEF から Low-K 細胞の間で抑制
されることを見出している。既に iChIP 法を用いて，細胞ゲノム中に挿入されたレトロウイル
ス上に存在するタンパク質を網羅的に解析し（Bui PL et al. Cell Rep. 29, 2019）， ILF2，ILF3
を同定したのでこれらについて機能解析を行う。 
1）ILF2，ILF3 ノックダウンのリプログラミングでのサイレンシングへの影響 
マウス胚性繊維芽細胞（MEF）で ILF2 と ILF3 遺伝子をノックダウン後に，SeVdp ベクター
で Low-K 細胞の段階までリプログラムミングを行い，サイレンシングを定量する。 
2）ILF2，ILF3 のマウス胎児性がん細胞（EC）細胞でのサイレンシングへの影響 
EC 細胞に蛍光タンパク質を発現するレトロウイルスを導入し，ILF2，ILF3 をノックダウン
し，蛍光タンパク質の発現量を FACS で定量することによって，サイレンシングへの影響を明
らかにする。 
3）内在性の ILF2 と ILF3 遺伝子をノックアウトした ES細胞（KO ES 細胞）の作製 
CRISPR/Cas9 のシステムを用いて，ES 細胞の ILF2 と ILF3 遺伝子のノックアウトを行う。
ノックアウトの確認はゲノム PCRにて行う。 
4）ILF2 と ILF3 の機能ドメインの解析 
各機能ドメインに変異を入れた ILF2 と ILF3 を KO ES 細胞に導入して，レトロウイルスから
の蛍光タンパク質の発現を定量する。解析対象とする機能ドメインは，二量体形成ドメイン，二
本鎖 RNA結合ドメインである。 
 
C. X 染色体の再活性化（XCR）の分子機構 
Mus spretus(Algerian mouse)は，通常の実験用マウスMus musculus(B6 など)と異なる野生の
マウスで，両者はゲノム配列が 1%程度異なる。両マウスを交配させて得たメス細胞は，２つの
X 染色体から転写された RNA が SNP によって区別できるので，X 染色体の再活性化（XCR）
の解析に有用である。この細胞を用いて以下の方法で解析を進める。 
1）アリル特異的な X染色体の転写産物を定量的に測定する系の開発 
X 染色体のいくつかの遺伝子についてアリル特異的な TaqMan プローブを作製し，標準サン
プルを用いて，アリル毎の転写産物を PCRで増幅し，その定量性を解析する。 
2）リプログラミング各段階での Paused iPS 細胞の作製と RNA-seq 解析 
異なる Shield1 濃度の存在下でMEFのリプログラミングを行い，RNA調整後に RNA-seq を
行う。 
3）Xist の発現低下と XCR 開始の因果関係 
Paused iPS 細胞を FACS でソートし，一細胞から RNA を抽出する。この RNA を増幅後，
TaqMan 解析を行い Xist やその他の遺伝子の発現を比較する。 
4）メス MEF 細胞を用いてリプログラミングを行い RNA-seq データの解析より，XCR の開始
部位と時期を明らかにする。 
5）XCR開始部位に作用する転写関連因子の解析 
XCR 開始領域の各遺伝子の近傍に結合する転写関連因子を検索したところ，EP300， Kdm1a, 
Kdm4c，Nelfa，Otx2，Runx1，Smad2，Supt5，Tcfl2，Tcf3 を同定したこれらの因子について



XCR との機能的関連を明らかにする。Paused iPS 細胞において，上述の各因子を shRNA ベク
ターでノックダウンし XCRの開始時期と開始部位を解析する。逆に，各因子をMid-K 細胞で過
剰発現させて，XCR が促進されるかどうか，その程度や開始部位の変化，新たな開始部位の存
在等を明らかにする。 
 

D. E2F4 によるリプログラミングの制御 
リプログラミング過程でのMETやカルシウムシグナリングの研究を進める過程で，E2F4がリ
プログラミングの効率に大きな影響を及ぼすことを偶然見出した。E2Fファミリーの他の転写因
子も同様に解析したが，この効果はE2F4にだけ認められたので，E2F4のみについてさらに解析
を進める。E2F4ファミリー遺伝子は，細胞周期に関係する遺伝子の発現を制御することが知ら
れているが，リプログラミング過程で見られるE2F4の作用には，細胞周期関連の遺伝子は関係
しないようである。 
1）E2F4をTet-ONシステムでリプログラミングの任意の時期に誘導する系の作製 
Tet-ONシステムを持つレンチウイルスにE2F4を挿入し，リプログラミングの任意の時期にド
キシサイクリンでE2F4を誘導し，コロニー数を定量する。 
2）E2F4の点変異体による機能ドメインの役割の解析 
E2FのcDNAを用いて，各機能ドメインに点変異を入れる。対象とするのは，RB結合ドメイン，
DNA結合ドメイン，HCF-1結合ドメインである。 
3）E2F4がKLF4のプロモーター結合に及ぼす影響の解析 
Low-K細胞とHigh-K細胞を用いて，E2F4を発現させ，多能性遺伝子プロモーター領域への
KLF4の結合がどのように変化するかをChIP-PCRで解析する。 
 
 
４．研究成果 

A. 間葉上皮転換（MET）の分子機構 
リプログラミング中にOsr2を過剰発現させて，Osr2発現を維持させると，TGF-βのシグナ
ル伝達が低下せずに，リプログラミングの効率も低下したが，さらに阻害剤によってTGF-βシ
グナル伝達系を抑制しても，リプログラミングの効率は完全には戻らなかった。この現象から，
Osr2の下流には，TGF-βのシグナル伝達経路とは異なる経路も作用していることが想定され
た。 
この経路を明らかにするために，Osr2過剰発現（+）とTGF-β阻害（+），O sr2過剰発現（+）
とTGF-β阻害（-），Osr2過剰発現（-）とTGF-β阻害（+），Or2過剰発現（-）とTGF-β阻
害（-）の各細胞についてRNA-seqを行い，遺伝子発現の変化する遺伝子を解析した。GO解析
等の結果から，Wntシグナル伝達系の関与が示唆された。リプログラミング中にOsr2を過剰発
現させた上で，阻害剤によってTGF-βシグナル伝達系を抑制し，さらにWntシグナル系を活性
化させると，Osr2の効果は相殺された。以上の結果から，Osr2がTGF-βシグナル伝達系の誘
導を介してEMTを引き起こすこと，及びリプログラミング過程において，Osr2の発現減少は
TGF-βシグナル伝達系を抑制するだけでなく，Wntシグナル伝達系を活性化することが明かと
なった。 
 
B. レトロウイルスサイレンシング機構 
マウス胚性繊維芽細胞（MEF）でILF2とILF3遺伝子をノックダウン後にセンダイウイルスの
系でリプログラミングを行った。このMEFのゲノムには蛍光タンパク質（hKO）を発現するレ
トロウイルスが挿入されている。7日後にFACSでhKOの蛍光を定量した結果，ILF2のノックダ
ウン細胞では，hKOの発現量が有意に増加していたが，ILF3のノックダウンでは変化が見られ
なかった。リプログラミング過程で起こるレトロウイルスのサイレンシングには主にILF2が関
与していることが分かった。 
EC細胞を用いた解析では，ILF2とILF3遺伝子をノックダウンすると，両者でhKOの発現量
が増加した。EC細胞では，ILF2とILF3の両者がレトロウイルスサイレンシングに関係してい
るようである。ところが，hKOのmRNAをPCRで定量すると，LF2とILF3遺伝子のノックダウ
ン前後で変化が認められなかった。このことより，ILFを介したサイレンシングは翻訳段階で
起こっている可能性が考えられた。そこで，合成mRNAを用いて同様の実験を行った結果，
LF2とILF3遺伝子のノックダウンにおいて，合成mRNAからのタンパク質翻訳が増加している
ことが分かった。 
CRISPR/Cas9システムを利用して，ES細胞の内在性のILF2とILF3遺伝子をノックアウト
し，ゲノムPCRにて遺伝子が破壊されていることを確認した。この細胞をKO ES細胞と呼ぶ
KO ES細胞にTet-ONシステムでILF2又はILF3を誘導可能なレンチウイルスを導入した。これ
によって，ILF2又はILF3の発現量を任意に調節できるようになった。この系を利用して，ILF2
とILF3の二量体形成ドメインの欠失変異体や，二本鎖RNA結合ドメインの点変異体をKO ES細
胞で発現させ，蛍光タンパク質の発現量を解析した。その結果，ILF3の二本鎖RNA結合能や



ILF2とILF3の二量体形成がサイレンシングに重要であることが分かった。 
 
C. X 染色体の再活性化（XCR）の分子機構 
メス細胞の 2つの X染色体からの転写産物 RNAを区別するために，遺伝的に距離の離れた
M. spretus と M. Musculus の 2 種類のマウスを用意した。両者は遺伝的にかなり離れているが
交配可能なマウスであり，100 塩基に 1 箇所以上の一塩基多型（SNP）があるため，TaqMan 
probe や RNA-seq によって，アリル特異的な転写産物をそれぞれ区別して定量することがで
きる。 
まず，X染色体上の遺伝子からのアリル特異的な転写を検出するために，M. spretus と M. 
Musculus を交配してマウス胎児を得て，ゲノム PCRでオスとメスを区別した。これらのマウ
ス胎児のメスより，マウス胎児性繊維芽細胞（MEF）を調製した。次に，薬剤耐性（HATで
処理）を利用して，M. spretus の X 染色体が活性 X（Xa），M. Musculus の X 染色体が不活性
X（Xi）となっているMEFを得た。このMEF をセンダイウイルスの系でリプログラミング
し，Shield1 の濃度を変えることによって，リプログラミングが異なる段階で停止した Paused 
iPS 細胞を得た。 
異なるリプログラミングのステージにある Paused iPS 細胞について RNA-seq を行い，X染
色体上の遺伝子に関して，M. spretus と M. Musculus のアリルからの転写量を解析した。
Paused iPS 細胞の時系列的な RNA-seq 解析から，XCRが Xi のセントロメア領域の近くで開
始することを明らかになった。この領域は約 0.5Mb の大きさで，含まれる遺伝子としては，
Gpkow, Wdr45, Gm45208, Tfe3, Hdac6, Wdr13, Ftsj1 などがある。これらの 7個の遺伝子は，
MEF が間葉上皮転換（MET）を起こすときに活性化が始まる。また，既に報告されている
Hi-C データベースの再解析により，この領域は Xi 上でもクロマチン状態が比較的オープンで
あることも分かった。 
また，Paused iPS 細胞について，シングル細胞レベルでアリル特異的な転写を定量した。
Paused iPS 細胞を FACS でソートし，各細胞より RNAを抽出後に増幅を行い，TaqMan 
probe で Lamp6，Hdac6, Atrx, Xist の発現を定量した。その結果，XCRは，Xist の発現が完全
になくなる前から開始することが分かった。 
データベースに登録されているChIP-seq の解析によって，XCRが開始する遺伝子の調節領
域に存在する転写関連因子を探し，KDM1A, KDM4C, NELFA, TCF12, OTX2 などが候補に挙
がった。これらの因子の中で，KDM1A の結合量が XCRの過程でダイナミックに減少するこ
とを見出した。実際に，リプログラミングの過程でKDM1A の阻害剤を入れると Xi での XCR
が促進された。 
 

D. E2F4 によるリプログラミングの制御 
MEFをセンダイウイルスの系でリプログラミングし，E2F4をTet-ONシステムで任意の時期
に誘導した。E2F4はリプログラミング前期ではリプログラミングに対して抑制効果を示すが，
後期になると促進効果を示すことが分かった 
このようにE2F4がリプログラミングの時期によってその作用が真逆になるメカニズムを解明
する第一歩として，各時期におけるE2F4の機能ドメインの役割を解析した。この実験では，機
能ドメインに点変異を導入したものを用いた。その結果，リプログラミング前期での抑制効果に
は，E2F4のDNA結合ドメインとRB結合ドメインが必要であった。しかし，リプログラミング後
期での促進効果にはHCF-1結合ドメインが必要であった。 
さらに，E2F4によるKLF4のプロモーターへの結合に及ぼす影響を解析するために，E2F4を
発現させた後で，KLF4の結合変化をChIP-PCRで解析した。Low-K細胞では，E2F4はKLF4の
プロモーターへの結合を抑制したが，High-K細胞では，E2F4はKLF4のプロモーターへの結合
を促進した。 
以上より，E2F4はリプログラミング過程で重要な役割を果たすが，その作用効果はリプログ
ラミングの時期によって真逆になり，E2F4の作用メカニズムも変化することが分かった。また，
E2F4の作用には，KLF4の結合変化がその役割の一部を担っている可能性が示唆された。 
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