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研究成果の概要（和文）： 
エストロゲン関連受容体（ERR）の間葉系由来細胞分化における役割を解明することを目的とし、

定法と初期化特異的 EGFP 発現系を組み合わせて遺伝子改変マウス由来 iPS 細胞を樹立した。さ

らに、分化マスター遺伝子強制導入による効率的分化誘導法を用いて脂肪・骨芽細胞分化誘導

を行った結果、一定の分化誘導効率の改善は見られ、同時に対象となる iPS 細胞クローン間の

ばらつきが大きいことも判明した。幹細胞分化における機能評価と iPS 細胞の実用化には、均

質な iPS 細胞クローンの樹立・選別法の確立が必要であると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
To elucidate the functional roles of estrogen related receptors (ERRs) on the 
reprogramming and differentiation of mesenchymal-derived cells, we examined combined 
methods achieving efficient reprogramming and mesenchymal-derived cell differentiation 
using viral vector systems. This made a partly improved efficiency of differentiation, 
while it was demonstrated that differentiation potential of iPS cells varied widely 
between clones. In this study, we established the basis for evaluation of ERR functions 
in reprogramming and differentiation, while these results suggest that generation of 
genetically and functionally homogenous iPS cells is necessary for in vivo evaluation 
of gene function as well as clinical application of iPS cells.       
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１．研究開始当初の背景 
胚性幹細胞（ES 細胞）は、ほぼ無限の増殖能
とあらゆる組織への多分化能を有した細胞
であり、その特性から再生医療への応用が期

待されている。しかしながら、未受精卵の利
用に伴う倫理的問題を孕んでおり、ES 細胞研
究の積年の問題として今なおその是非が問
われている。そこで、最終分化した体細胞か
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ら多分化能を有する幹細胞への転換法が模
索され、核移植法や細胞融合法などが確立さ
れてきたものの、いずれの方法もやはり胚の
利用が不可避であった。この問題を乗り越え
る画期的な方法が、2007 年に 2つのグループ
により同時に報告された。これは、初期胚特
異的発現パターンを示す Oct3/4, Sox2, Klf4, 
c-Myc （ 山 中 グループ： Takahashi and 
Yamanaka, Cell 126, 663-676, 2007）ある
いは Oct3/4, Sox2, Nanog, Lin28（Thomson
グ ル ー プ :Yu, et al., Science 318, 
1917-1920, 2007）の、4つの転写因子をウイ
ルスベクターを用いて強制的に発現させる
ことで、体細胞を幹細胞様細胞へと再プログ
ラミングできる方法で、胚の利用を伴わない。
このような人工多能性幹細胞（induced 
Pluripotent Stem 細胞：iPS 細胞）は、ES 細
胞に代わる新たな再生医療戦略として注目
を集めている。さらに、同一個体由来の細胞
を利用するため、臓器移植時の自己・非自己
問題をも回避できる可能性が示唆されてい
る。一方で、ウイルスベクターの利用や原が
ん遺伝子である c-Mycの導入に伴う癌化の危
険性が問題点として指摘されている。その後
皮膚以外の体細胞の iPS 化や、新規初期化誘
導因子の発見や化学物質の利用など誘導法
の改善についての報告等が数多くなされて
おり、精力的な研究が世界的に進められてい
る。そうした中で、エストロゲン関連受容体
ERRβが Klf4遺伝子に代わる初期化誘導因子
として機能しうるという報告がなされた
（Feng, et al., Nat. Cell Biol. 11, 197-203, 
2009）。エストロゲン関連受容体（ERRα, ERR
β, ERRγ）は核内受容体ファミリーに属し、
ホルモン作用、細胞分化、エネルギー代謝、
発癌など様々な生理機能ならびに病態にお
いて重要な役割を担う転写因子である。ERR
αと ERRγは広範な組織発現パターンを示し、
特に脂肪酸のβ酸化活性の高い褐色脂肪組織
や筋肉組織において高発現しており、エネル
ギー代謝に関わることが示唆されている。こ
れに関連して、我々は ERRαと ERRγのそれ
ぞれが白色脂肪細胞分化をも促進すること
を最近見出している。一方、ERRβはノック
アウトマウスが胎盤形成不全により胎性致
死であったことから（Luo, et al., Nature 
388, 778-782, 1997）胎盤形成に重要である
ものの、成体における生理的機能、ならびに
癌化における意義については十分に解明さ
れていなかった。細胞初期化における ERRβ
の作用は様々な標的遺伝子の転写調節を介
してなされ、広範な転写調節ネットワークを
形成していると考えられるが、その分子メカ
ニズムや他の ERRファミリーの細胞初期化な
らびに細胞分化等における生理的意義、病態
における役割などについては未解明な部分
が多く残されていた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、エネルギー代謝や発癌における
機能的役割に加え、細胞分化においても重要
な役割を担うことが明らかにされつつある
エストロゲン関連受容体（ERRα、ERRβ、ERR
γ）の、細胞初期化ならびに間葉系由来細胞
分化における役割を解明することを目的と
している。そのため、野生型マウス由来の iPS
細胞を樹立し、さらにこれら iPS 細胞から間
葉系由来細胞である骨芽細胞・脂肪細胞への
分化系を樹立する一連の技術基盤を確立し、
その後 ERR遺伝子改変マウスを用いた解析へ
の応用を検討した。 
 
３．研究の方法 
 N 末端に Flag タグを付加した ERR の cDNA
を CAGプロモーター下流に連結したプラスミ
ドを構築し、直鎖状にした DNA フラグメント
をマウス受精卵にマイクロインジェクショ
ンすることで ERRトランスジェニックマウス
作出を行った。ERR の細胞初期化ならびに間
葉系細胞分化における生理的役割の評価基
盤として、野生型マウスならびに ERR のそれ
ぞれの遺伝子のトランスジェニックマウス
由来胚性繊維芽細胞（MEF）を対象に、iPS 細
胞への誘導を行った（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１. 遺伝子改変マウス由来 iPS 細胞樹立 
 
胎生 16 日のマウス胚から、定法に従い繊維
芽細胞を単離した。iPS 化の効率上昇を目的
とし、初期胚特異的遺伝子 SOX2 あるいは
Oct3/4 のエンハンサー領域を EGFP 遺伝子に
連結したコンストラクトを有するレンチウ
イ ル ス ベ ク タ ー
（ PL-EOS-S4(+)-EGFP-IRES-Puror vector, 
PL-EOS-C3(+)-EGFP-IRES-Puror vector, 
Hotta, et al., Nat. Methods 6, 370-376, 
2009）を 293T 細胞にトランスフェクション
後、ウイルス液を MEF に感染させ、安定発現
株の樹立を行った。その後、初期化因子
Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc 遺伝子をそれぞ
れコードするレトロウイルスベクターを
Plat-E 細胞（Cell Biolabs, CA）にトランス
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フェクション後、そのウイルス液をさらに感
染させ、iPS 細胞誘導を行った。この際、DsRed
を発現するレトロウイルス液も同時に調
整・感染させ、レトロウイルス由来 DNA 挿入
領域の細胞初期化に伴うサイレンシングも
スクリーニングのさらなる指標とした。樹立
した iPS 細胞の性質評価として、DsRed の発
現消失、EGFP 発現、細胞塊形態変化の観察を
行った。増殖能については WST-8アッセイ（ナ
カライテスク）により検討した。初期胚特異
的マーカー遺伝子発現について、iPS 細胞か
ら ISOGEN（ニッポンジーン）を用いて total 
RNA を調整し、定量的 RT-PCR 法（ABI PRISM 
7000, Applied biosystems 社）を用いて検討
した。 
 iPS 細胞から間葉系由来細胞への分化誘導
は、脂肪細胞分化誘導では PPARγ遺伝子、骨
芽細胞分化誘導では Runx2遺伝子をそれぞれ
発 現 す る ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
（Ad-CA-PPARγ, -Runx2）を 293T 細胞へト
ランスフェクションし、ウイルスを含む培養
液を感染させることにより行った（Tashiro, 
et al., Stem Cells 27, 1802‒1811, 2009）。
感染 iPS 細胞は、その後 hanging-drop 法に
より胚様体（embryoid body）を形成させた。
脂肪細胞への分化誘導は、インスリン、デキ
サメタゾン、IBMX、トリイオドサイロニンを
用いて行い、Oil-red O 染色により評価を行
った。骨芽細胞への分化誘導は、アスコルビ
ン酸、2-グリセロリン酸、デキサメタゾンを
用いて行い、評価は von Kossa 染色ならびに
アルカリフォスファターゼ染色により行っ
た。 
 
４．研究成果 
細胞初期化ならびに間葉系細胞分化におけ
る生理的役割の評価として、野生型マウスな
らびに遺伝子改変マウスから胚性繊維芽細
胞（MEF）を単離し、iPS 細胞への誘導を行っ
た。その方法として、Sox2 エンハンサーなら
びにレトロトランスポゾン由来細胞初期化
特異的プロモーターにより発現制御される
EGFP 遺伝子発現コンストラクトを有するレ
ンチウイルスを予め感染させる方法を用い
て、安定発現株の樹立を行った。その後、初
期化因子をレトロウイルスベクターにより
強制発現させiPS化を誘導した。得られたiPS
細胞は EGFP 発現ならびに DsRed 消失を指標
として選別し、その後、細胞塊形態変化、増
殖能、初期胚特異的マーカー遺伝子発現など
の検討を行った。iPS 細胞コロニーの形態な
らびに増殖能について遺伝子型間の顕著な
差は見られなかった。さらに、Oct3/4、Sox2、
Klf4、c-Myc のいわゆる山中 4 因子に加え、
Nanog、Fgf4、Eras、Tgdf1、Zfp42 などの初
期胚特異的遺伝子の発現レベルを定量的
RT-PCR により確認したところ、遺伝子型によ

る顕著な差は見られなかった。遺伝子改変マ
ウス由来 iPS細胞の間葉系細胞分化誘導とし
て、PPARγ遺伝子あるいは Runx2 遺伝子をそ
れぞれ発現するアデノウイルスベクターを
感染させる方法を用いて脂肪細胞分化なら
びに骨芽細胞分化誘導を行った。その結果、
本方法により一定の脂肪細胞分化ならびに
骨芽細胞分化の誘導効率の改善は見られ、同
時に対象となる iPS細胞クローン間のばらつ
きが大きいことも判明した。これに加え、均
質な胚様体形成の方法が未確立であったこ
とも分化能評価における結果の不安定性の
一因であることも考えられた。これらの検討
から、幹細胞分化における機能評価、あるい
は生理機能や病態に関連する生理活性物質
ならびに薬剤のスクリーニングに向けた iPS
細胞の実用化には、遺伝的かつ性質的により
均質な iPS細胞クローンの樹立もしくは選別
法の確立が必要であると考えられた。本研究
において確立した、ERR の細胞初期化ならび
に間葉系由来細胞分化に対する機能評価の
ための研究基盤に、これらの視点からの改善
をさらに加えることで、遺伝子改変マウス由
来の iPS細胞を用いた細胞初期化ならびに細
胞分化におけるより精度の高い機能評価系
の確立が期待された。 
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