
	
 

様式Ｃ‐１９	
 

	
 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書	
 
平成２５年３月３１日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
	
 本研究では、人工多能性幹細胞 (iPSC)の初期化因子であるLin28、Nanog、Klf4の新たな機
能を明らかにするために、それぞれに関して我々が開発した独自技術のin vitro virus (IVV) 法
を用いてタンパク質間相互作用の解析を行った。その結果、Lin28の相互作用因子としてTnp2
が、Nanogの相互作用因子としてNap1が、Klf4の相互作用因子としてegfr mRNAがそれぞれ同
定された。Tnp2 とLin28 は、Msi1 を強制発現させたmESC において共局在し、相互作用す
ることが明らかになった。Nap1 をノックダウンすると、Nanog、Oct4、Sox2 の発現量が減少
し、過剰発現させるとこれらの初期化因子のmRNA の量が増加した。その結果、Nap1はNanog 
と相互作用し、その転写活性を促進していることがわかった。細胞増殖およびアポトーシス抑制
に関わるegfr mRNAのCDS 領域断片が配列特異的にKlf4 と結合することが示された。さらに、
ヒト前立腺癌細胞PC-3 にKlf4 を一過性発現させた結果、EGFR タンパク質の大幅な発現量上
昇が確認できた。マウス線維芽細胞からiPS 細胞誘導までのEGFR およびKlf4 の発現量推移を
経時的に観察した結果、双方の発現量上昇が同じ段階で起きていることから、iPS 細胞誘導時
においてもKlf4 がEGFR の発現量を上昇させている可能性が示唆された。 
研究成果の概要（英文）： 
  We comprehensively investigated protein-protein interactions (PPIs) of Lin28, Nanog, and 
Klf4 by mRNA display using the in vitro virus (IVV) method. As a result, we identified Trp2 
as a new Lin28-associated factor, Nap1 as a new Nanog-associated factor, and egfr mRNA as 
a new Klf4-associate factor, respectively. We confirmed co-localization and interaction of 
Tnp2 and Lin28 in mESC with forced expression of Msi1. Knockdown of Nap1 decreased 
expression of Oct4, Sox2, and Nanog in mESCs, while overexpression of Nap1l1 elevated the 
mRNA levels of Sox2 and Nanog. Nap1 and Nanog were co-immunoprecipitated with p300 
in mESC lysate. Klf4 showed sequence-specific binding to the CDS region of egfr mRNA 
which is a well-known regulator of cell proliferation and apoptosis. The overexpression of 
Klf4 in PC-3 cells resulted in an increase in EGFR protein without affecting its mRNA 
expression level. These data suggest Klf4 regulates EGFR expression post-transcriptionally. 
A temporal observation of EGFR and Klf4 expression during induction of iPS cells from 
fibroblasts showed simultaneous up-regulation of EGFR and Klf4. These data strongly 
suggest that Klf4 regulates EGFR expression during reprogramming process of iPS cells. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 人工多能性幹 (induced Pluripotent 
Stem : iPS ) 細胞は生物の各組織を構成する
様々な細胞に分化する能力（分化多能性）お

よび半永久的に増殖し続ける能力（未分化能）

を併せ持っている。それゆえiPS細胞に関する
研究は発生・分化や疾患のメカニズムの解明

にとどまらず、より安全な薬剤の開発や再生

医療につながるものとして期待されている。

マウスiPS細胞の分化誘導により作製された
体細胞の移植例が報告されているが、移植し

たときに腫瘍がかなり高効率に形成される。

iPS細胞の分化多能性および未分化能を維持
するために必要ないくつかの因子のうち、

Klf4, Lin28, およびc-Myc（以下、鍵因子と
称する）は他の細胞においては細胞増殖およ

び（あるいは）腫瘍形成に関わる因子でもあ

る。これら鍵因子群の分子機構についてはあ

る程度解明はされているものの、既存の手法

の制約の理由によりまだ不明な点も多い。こ

れまで我々は、in vitroにて表現型であるタン
パク質とその遺伝子型であるmRNAをピュー
ロマイシンを介して共有結合により連結させ

る我が国独自の技術であるin vitro virus 
(IVV)法を用いて、タンパク質相互作用解析を
行い、既存の手法では得られなかった新規な

タンパク質間相互作用を数多く見出すことに

成功した。 
 
２．研究の目的 
	
 iPS 細胞の分化多能性および未分化能の維
持に必須でかつ腫瘍形成に関わる可能性の

ある鍵因子群 Lin28, Nanog, Klf4 と相互作
用する因子を IVV法によって探索し、これら
鍵因子群の分子機構の全容を明らかするこ

とにより、iPS 細胞内における腫瘍形成に関
わる因子の分子機構の解明を目指す。具体的

には、鍵因子群と相互作用する因子（タンパ

ク質）の IVVスクリーニングを行い、選択さ
れた相互作用候補について様々な相互作用

の検証実験を行い、鍵因子と相互作用因子の

複合体の実態および機能（標的 DNA 配列な
ど）を解明し、同時に腫瘍マーカーとなりう

る因子に関する知見を得ていく。 
 
３．研究の方法 
	
 本研究は以下 ①~⑥のプロセスにより構
成される。①:IVV ライブラリーの構築、②:
各鍵因子と相互作用する因子のスクリーニ

ング、③:スクリーニングされた相互作用候
補因子の検証実験、④:鍵因子と相互作用因
子の複合体の標的シス DNA エレメントの探
索、⑤:鍵因子と相互作用因子の複合体と相
互作用する因子の探索、⑥:鍵因子と相互作
用因子の複合体のセルベースアッセイ等に

よる機能検証 
	
 初年度は①-③を行い、各鍵因子に相互作
用しうる因子の同定および検証を目指す。

次年度以降は前年度で得られた「鍵因子-相互
作用因子」複合体の機能についての検証を目

指し、④および⑤の実験を行い、⑥セルベ

ースアッセイ等による機能検証を行う。 
	
 
４．研究成果	
 

	
 人工多能性幹細胞 (iPSC) は、Nanog、Oct4、
Sox2、Lin28 およびGlis1 などの初期化因子
を強制発現させることで、体細胞から人工的

に誘導される多能性幹細胞である。iPSC は
その性質から医学への応用が期待されている。

本研究ではLin28、Nanog、Klf4の新たな機
能を明らかにするために、それぞれに関して

タンパク質間相互作用の解析を行った。この

成果はiPSC の形成過程および挙動の制御を
達成するための手がかりとなる。 



	
 Lin28 は初期化因子の一つであり、RNA 
結合因子として知られる。一方で、タンパク

質間相互作用に関しては研究が初期段階にあ

る。そこで我々はIVV法によるLin28 タンパ
ク質間相互作用解析を行った。Lin28 ベイト
タンパク質およびマウス胚性幹細胞 (mESC)
由来のcDNA ライブラリーを用いてIVV セ
レクションを行い、Lin28 相互作用因子とし
てTnp2を同定した。実験の結果から、Tnp2 
とLin28 は、Msi1 を強制発現させたmESC 
において共局在し、相互作用することが明ら

かになった。この結果は、Msi1 を発現する
精原細胞においてTnp2とLin28 が相互作用
することを示唆している。また、精子形成過

程におけるLin28 の役割を示唆し、iPSCを介
した体細胞からの精子の誘導並びにそれを利

用した生殖補助医療に寄与しうる。 
	
 Nanog は細胞の初期化の根幹をなす転写
因子であり、様々な因子と相互作用し、初期

化やESCおよびiPSC の多能性維持に寄与す
ることがわかっている。細胞初期化における

Nanog の新たな働きを明らかにするために、
IVV 法によってNanog 相互作用因子の探索
が行われ、Nap1 が同定された。Nap1 には
全長のものとN 末端を欠いた形態 
(Nap1ΔN) が存在する。mESC の分化誘導ア
ッセイを行った結果、全長のNap1 は分化の
程度によらずに発現していた。一方で、

Nap1ΔN は未分化な状態でのみ発現してい
た。このことは、Nap1ΔN が未分化な細胞で
のみ機能を持つことを示唆している。続いて、

293T 細胞内でNap1ΔN がNanog と結合し、
全長のNap1 はNanog との結合が見られな
いことを示した。しかし、mESC では全長の
Nap1 とNap1ΔN の両方がNanog と結合し
ていることがわかった。次に、mESC での
Nap1 のノックダウンおよび過剰発現の影響
を評価した。Nap1 をノックダウンすると、

Nanog、Oct4、Sox2 の発現量は減少した。
Nap1 を過剰発現させるとこれらの初期化因
子のmRNA の量は増加した。以上の結果から、
Nap1 がNanog と相互作用し、その転写活性
を促進しているといえる。この現象は、Nap1 
がNanog を含む転写因子複合体にp300 を
リクルートすることでNanog 標的遺伝子を
開いた構造に変えることで生じると考えられ

る。 
	
 iPS細胞誘導因子の 1つであるKlf4は、未
分化維持および自己増殖に関わることが知

られているが、その詳細な分子機構は明ら

かにされていない。IVV 法を用いて Klf4 と
相互作用するタンパク質を探索したところ、

予想外に Klf4 の C 末端にあるジンクフィン
ガードメインに egfrの mRNA等が結合する
ことが示された。RNA 結合タンパク質の中
にはジンクフィンガーを介して RNA と結合
し、翻訳を制御している例がいくつか知ら

れており、Klf4 が同様の制御をしている可
能性が考えられた。そこで、更に Genomic 
SELEX法により Klf4と結合する mRNAを
網羅的に探索・同定し、機能解析すること

を試みた。 
	
 マウス ES細胞由来の cDNAライブラリー
を用いて Genomic SELEX 法によるセレク
ションを行った結果、複数の Klf4 結合候補
mRNAを得た。それらのmRNAについて in 
vitro での結合検証を行った結果、細胞増殖
およびアポトーシス抑制に関わる egfr 
mRNAのCDS領域断片が配列特異的にKlf4
と結合することが示された。さらに、ヒト

前立腺癌細胞PC-3にKlf4を一過性発現させ
た結果、EGFR タンパク質の大幅な発現量
上昇が確認できた。その際、egfr mRNA の
発現量に変化はなかったことから、Klf4 が
EGFR の発現量を転写後の段階で上昇させ
ている可能性が高いことが示唆された。加



えて、マウス線維芽細胞から iPS細胞誘導ま
での EGFRおよび Klf4の発現量推移を経時
的に観察した結果、双方の発現量上昇が同

じ段階で起きていることから、iPS 細胞誘導
時においても Klf4が EGFRの発現量を上昇
させている可能性が示唆された。今後は、

Klf4 が EGFR の発現を転写後レベルで上昇
させる機構の解明および既知誘導因子に加

えて EGFR を導入することで iPS 細胞の作
製効率が上昇するか否かを検証する必要が

ある。もし、EGFRを導入することで iPS細
胞の作製効率が上昇すれば、iPS 細胞の医学
研究および臨床応用に貢献できると思われ

る。 
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