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研究成果の概要（和文）：マウス ES 細胞は多分化能を維持したまま自己複製する幹細胞株

である。本研究では、Eed（エピジェネティクス制御因子）、Baf53a（クロマチンリモデ

リング因子）、および LRH-1（細胞周期制御因子）の機能解析や、転写因子ネットワーク

（Oct3/4、Dax1、Esrrb の相関関係や Gli など）の解析を行った。これらの因子に着目し

た分子生物学的解析を通して、ES 細胞が自己複製する分子メカニズムの一端を明らかに

した。 
 
研究成果の概要（英文）：Mouse embryonic stem (ES) cells have two major characteristics: 
self-renewal capacity and pluripotency.  Here, we focused on Eed (epigenetic 
controlling factor), Baf53a (chromatin remodeler), LRH-1 (cell cycle regulator), and 
transcription factor network (relationship among Oct3/4, Dax1 and Esrrb; and Gli).  
From the investigations of these factors, we revealed molecular mechanisms of 
self-renewal capacity of ES cells. 
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１．研究開始当初の背景 
  幹細胞とは未分化状態を維持して増殖
する能力である「自己複製能」と、分化した
細胞を作る能力「多分化能」を併せ持った細
胞であり、種々の組織で幹細胞の存在が知ら
れている。中でも、胚性幹細胞（ES 細胞）
は、マウス初期胚の内部細胞塊より樹立され
た分化全（多）能性を持ち、かつ、未分化状

態での継代維持が可能な幹細胞株である。こ
の細胞はノックアウトマウス作製を始めと
する発生工学の担い手として世界中の数多
くの研究室で利用され、現在の分子生物学的
研究には欠かす事の出来ない存在となって
いる。また、最近ではヒト ES 細胞や iPS 細
胞が樹立され、幹細胞の多分化能を利用した
細胞移植や臓器再生の可能性が熱く議論さ
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れている。一方で、幹細胞を利用した医療技
術には、多くの問題が立ちはだかっており、
代表的なものとして移植した幹細胞の腫瘍
化が懸念されている。また、幹細胞が自己複
製する分子メカニズムは不明な点が多く、再
生医療の基盤の確立という観点からも、自己
複製能の全容解明は急務であると考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
マウス ES 細胞は、培地にサイトカイン

LIF (leukemia inhibitory factor)を添加して
おくことで、多分化能を維持したまま自己複
製する幹細胞株である。マウス ES 細胞では
LIF の下流で機能する転写因子群（STAT3、
Oct3/4、Nanog など）が重要な役割を果たし
ている。特にこれらの因子群は単独で作用す
るのではなく、互いに遺伝子発現制御をした
り、タンパク質同士で相互作用するなど、複
雑なネットワーク（転写因子ネットワーク）
を形成することで、自己複製能を制御してい
ると考えられている。また最近の研究から、
単に転写因子による制御のみならず、遺伝子
のプロモーター領域のヒストン修飾や DNA
のメチル化といったエピジェネティクス制
御機構、クロマチン・リモデリング複合体を
介したダイナミックなクロマチン構造の変
化、厳密にコントロールされた細胞周期制
御・増殖制御機構なども重要な役割を担って
いることが分かってきた。そこで本研究では、
エピジェネティクス制御機構の解析、クロマ
チンリモデリング複合体や転写因子ネット
ワークの解析、細胞周期制御機構の解析を通
し、ES 細胞の自己複製制御機構の全体像の
解明を目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）細胞培養と遺伝子導入 
ES細胞株は、ゼラチン溶液(0.1%)でコーテ

ィングした培養皿で培養した。15%FBS、2mM
グルタミン、1x非必須アミノ酸、1xヌクレ
オシド、150μM 1-thioglycerol、100U/mLペ
ニシリン、100μg/mLストレプトマイシン及び
マウス LIF(1:1000希釈)を添加した DMEMの
培地を使用した。HEK293細胞は、10%FBS、
100U/mLペニシリン及び100μg/mLストレプト
マイシンを添加した DMEMにて培養した。培
養条件は 5%CO2、37℃とした。プラスミド発
現ベクターや RNAi（dsRNA 合成オリゴ）は、
Lipofectamine2000を用いて、ES細胞または
HEK293細胞に導入した。翌日、培地交換し、
遺伝子導入２日後に細胞の回収、もしくは薬
剤処理を開始した。 
 
（２）ウエスタンブロット解析と MBPプルダ
ウン解析 

ウエスタンブロット解析をするために、細

胞を回収し細胞抽出液を作成した。濃度測定
後、SDS-PAGE電気泳動で展開し、ウエスタン
ブロット解析を行った。MBPプルダウン解析
には、細胞抽出液にアミロースリジンを加え
て 12時間反応させた。Wash Buffer[50mM 
Tris-HCl (pH7.5), 2mM MgCl2, 150mM NaCl]
で 3回洗浄し、遠心分離後に上清を用いてウ
エスタンブロット解析を行った。 
 
（３）RT-PCR解析と real-time PCR解析 
細胞の Total RNAは Sepasol Reagentで単

離し、Oligo (dT)12-18と ReverTraAceを用
いて cDNAを合成した。目的遺伝子は特異的
なプライマーで増幅し、PCR産物は 1.5%アガ
ロースゲルで電気泳動後、UV照射上でシグナ
ルを観察した。また real-time PCR解析の場
合には、サイバーグリーンを用いた PCR反応
を行い、MxPro Mx3005Pを利用して相対定量
により解析した。 
 
（４）細胞増殖測定と WST-1アッセイ 
ES細胞を培養し、３日ごとに細胞数を数え

定量化した。また WST-1アッセイには、ES細
胞を 96ウェルプレートに播き、2日から 4日
後に、1ウェルごとに 10μLの WST-1試薬を加
えて、37℃で 30分反応後、吸光度を測定し
た。 
 
（５）ビオチン DNA pulldown Assayとクロ
マチン免疫沈降法 
ビオチンラベルしたオリゴヌクレオチド

と細胞抽出液を混ぜ、ストレプトアビジン・
アガロースビーズと 12時間反応させた。ビ
ーズを Wash Bufferで洗浄・遠心分離し、上
清を用いてウエスタンブロット解析を行う
ことで、DNAとタンパク質の相互作用を検討
した。クロマチン免疫沈降には、OneDay ChIP 
Kitを利用した。細胞を固定・破砕後、抗体
で免疫沈降し、目的の遺伝子の特異的プライ
マーで PCR解析を行った。 

 
４．研究成果 
（１）エピジェネティクス因子 Eed の ES 細
胞における機能解析 

エピジェネティクス因子である Eedを欠損
した ES 細胞は、H3K27me3 の低下を伴う、分
化関連遺伝子の発現が認められる。ところが
Eed ノックアウト（KO） ES細胞に Sox2を過
剰発現させると、H3K27me3を回復させること
なく、分化関連遺伝子の発現が抑制された。
ヒストンアセチル化酵素（Tip60や Elp3）を
ノックダウンすると、Sox2を介した分化関連
遺伝子の発現抑制は阻害されてしまう。Eed 
KO ES 細胞にヒストンアセチル化酵素を過剰
発現させると、分化関連遺伝子の発現が抑制
された。このことから、Sox2はヒストンアセ
チル化酵素を上昇させることで Eed KO ES細



 

 

胞の表現型をレスキューしていると考えら
れ、Eed と Sox2 は regulatory loop を作り、
ヒストンのメチル化とアセチル化を制御す
ることで、自己複製維持に関与していること
が明らかとなった（図参照。Ura et al., EMBO 
J. 2011）。 

 
（２）クロマチンリモデリング因子 Baf53a
と転写因子 Oct3/4の相互作用 

Baf53a は未分化な ES 細胞に強く発現し、
細胞を栄養外胚葉に分化誘導すると、Baf53a
の発現も停止した。Baf53a は Oct3/4 の POU
領域に結合し、一方 Oct3/4は Baf53aのあら
ゆる領域に結合した。また、Baf53aのノック
ダウンは ES 細胞の増殖を阻害し、ヒストン
H4 のアセチル化を減弱させるほか、ES 細胞
の未分化マーカー遺伝子（Sox2、Lefty1）、
細胞周期関連因子（サイクリン D1）、ヒスト
ンアセチル化酵素（Tip60）の発現を減少さ
せた。Baf53aはクロマチンリモデリング複合
体やヒストンアセチル化複合体のサブユニ
ットであることから、Baf53aは細胞増殖や細
胞の未分化状態を制御し、ES細胞の自己複製
維持に貢献していると考えられる（図参照。
投稿準備中）。 

 

 
（３）Dax1 と Esrrb による Oct3/4 の転写活
性化能の制御機構 

核内受容体に属する転写因子 Dax1 は未分
化な ES 細胞に発現し、自己複製を制御する
因子の一つであると考えている。Dax1は、転
写因子 Oct3/4 と相互作用することを以前よ
り報告している。今回、Dax1と相互作用する
因子を酵母 two-hybrid 法でスクリーニング
したところ、核内受容体に属する転写因子
Esrrbを得ることができた。Esrrbは Dax1の
LXXLLモチーフに結合し、一方 Dax1は Esrrb
の転写活性化領域とリガンド結合領域に相
互作用することを明らかにした。この相互作
用により、Dax1は Esrrbの転写活性化能を抑
制的に制御することを見出した。次に Dax1、
Esrrb、Oct3/4 の三者間の相関関係を解析し
たところ、これらの三因子は競合的に複合体
を形成しており、Dax1 は Esrrb もしくは
Oct3/4に結合することで、その機能を阻害し
ている可能性を見出した。以上から Dax1 は
Esrrb や Oct3/4 の negative regulator とし
て機能し、ES細胞の自己複製制御に貢献して
いると考えられる（図参照。Uranishi et al., 
Mol. Cell. Biol. 2013）。 

 
 
（４）転写因子 Gli1の ES細胞の自己複製能
への関与 
マウス ES 細胞における Gli ファミリーの

発現を調べたところ、転写活性化因子である
Gli1、Gli2 は LIF を除いてマウス ES 細胞を
分化させた際に発現量が減少するに対し、主
に転写抑制因子として知られている Gli3 は
細胞の分化とともに発現量が上昇すること
が明らかとなった。また、Oct3/4、Nanog の
発現を強制的に抑えた場合にも Gli1 と Gli2
の発現量は減少した。これらの結果から Gli
の転写活性化能が ES 細胞の維持に貢献して
いる可能性を見いだした。次に Gli1 と Gli2
の機能を抑制する目的で、Gli2の転写活性化
ドメインを欠損させたドミナントネガティ



 

 

ブ変異体（dnGli2）の発現をテトラサイクリ
ンで誘導可能な ES 細胞を樹立した。dnGli2
を ES 細胞に発現させたところ、未分化状態
の ES 細胞に特異的に見られるコンパクトコ
ロニーの形成能が弱まり、Sox2の発現量が低
下した。また、分化マーカー遺伝子として知
られている Gata4 や Cdx2 の発現量の上昇が
見られた。dnGli2の発現によるこれらの分化
に傾倒した表現型は、2i（GSK3β と MEK の２
種類の阻害剤）でも抑える事はできなかった。
また、dnGli2 は ES 細胞の増殖能力にも影響
を及ぼす事が明らかとなった（図参照。Ueda, 
金沢大学十全医学会雑誌, 2012）。 

 
（５）細胞周期制御における LRH-1の関与 
核内受容体 LRH-1 を ES 細胞でノックダウ

ンすると、サイクリン E1 と E2F1の発現量の
低下とともに増殖能の低下も観察され、
LRH-1がES細胞の増殖に関与していることが
示唆された。そこで E2F1 によるサイクリン
E1 の発現制御の可能性について検討を加え
た。E2F6 の過剰発現によって E2F1 の機能を
阻害すると、サイクリン E1 mRNAの発現量や
サイクリン E1 プロモーターの活性の低下が
観察された。また、サイクリン E1 プロモー
ター活性は E2F1 の過剰発現によって上昇し
た。さらに、ビオチン修飾したオリゴ DNAを
用いたビオチンプルダウンアッセイやクロ

マチン免疫沈降法から、in vitro および in 
vivoで E2F1がサイクリン E1プロモーターに
存在する E2F結合領域に結合していることを
示した。これらのことから、マウス ES 細胞
においては E2F1がサイクリン E1を直接制御
していることが示唆された。以上の結果から、
マウス ES細胞では LRH-1が E2F1を介してサ
イクリン E1 の発現を制御していると考えら
れる（投稿準備中）。 
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