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研究成果の概要（和文）： 

本研究は、研究代表者らが見出した新しい分化速度制御機構を明らかにし、細胞分化時間を恣
意的に制御可能とすることを目的とする。PKAを活性化することにより、i) 中胚葉細胞及び内
皮細胞の出現が従来の約 2 倍早くなること、ii) H3K9me2 のヒストン修飾が特異的に亢進する
こと。PKAによる分化速度亢進に G9aが必須であること。PKA活性化は APC/C-cdh1 の不活化を
介して G9aタンパクの分解を抑制すること。G9aは Oct4 及び Nanog の発現を早期に抑制するこ
と。G9aKO マウスでは早期分化が遅延していること、明らかにし、シグナルとエピゲノム制御
の新たな連関による細胞分化速度制御機構を明らかにし、Cell Stem Cell 誌に報告した。 
研究成果の概要（英文）： 
Velocity of cell differentiation is strictly controlled and is crucial for normal 
development and stem cell differentiation. However, underlying mechanisms regulating 
differentiation velocity are fully unknown. Here we show a molecular mechanism 
determining differentiation velocity from mouse embryonic stem cells (ESCs). Activation 
of protein kinase A (PKA) accelerates differentiation velocity to induce approximately 
2-times earlier appearance of mesoderm and other germ layer cells, reciprocally 
correlated with the earlier disappearance of pluripotent markers after ESC 
differentiation. PKA activation increased protein expression of G9a, a H3K9 
methyltransferase, along with earlier H3K9 dimethylation and DNA methylation in Oct3/4 
and Nanog gene promoters. Deletion of G9a completely abolished PKA-elicited acceleration 
of differentiation and epigenetic modification. Furthermore, G9a knockout mice showed 
prolonged expressions of Oct3/4 and Nanog at embryonic day-7.5 and delayed development.  
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１．研究開始当初の背景 
種々の幹細胞を用いた細胞分化研究が世

界的な規模で盛んに行われているが、現在の
ところ細胞分化に要する時間は個々の細胞
において内因性(intrinsic)に決定されてお
り、分化速度を恣意的に制御することはでき
ないものと考えられている。培養条件等によ

り、細胞の分化「効率」が変化することは数々
報告されているが、分化「速度」については、
その”intrinsic”な決定を大きく変化しう
るという報告はない。研究代表者はこれまで、
心血管系細胞の分化を系統的経時的に解析
できる新しい ES細胞分化システムを構築し、
心血管細胞の分化再生研究を行ってきた。す
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なわち、マウス ES細胞から Flk1陽性の中胚
葉レベルの細胞を分化誘導し、そこから血管
を分化させる新しい分化系を開発した 
(Nature, 2000)。また Flk1 陽性細胞からの
心筋分化(FASEB J, 2005)、動静脈リンパ管
内皮分化 (2xArterioscler Thromb Vasc Biol, 
2006)、新しい内皮細胞及び動静脈分化制御
機構(Blood, 2009; J Cell Biol, 2010)など
種々の心血管分化機構を明らかにしている。
さらにマウス iPS細胞の心血管分化誘導にも
世界に先駆けて成功しており(Circulation, 
2008；2008年 Circulation 誌基礎科学部門第
１位 Best Paper Award 受賞）、ES/iPS細胞の
分化研究において世界的にも先端的である。 
平成 22 年度までに研究代表者らは、マウス
ES 細胞の分化途上において、Protein kinase 
A (PKA)を活性化することにより、「中胚葉お
よび血管内皮細胞の分化を従来の約２倍早
く誘導する」ことを見出した。これらの結果
は、制御不能と思われた分化速度が、恣意的
に制御が可能であるとともに、新しい分子機
構により制御されていることを示唆する。研
究代表者は PKA活性時に特定のヒストン修飾
が変化していることを突き止めた。さらに、
このヒストン修飾を誘導する分子 G9aの機能
阻害により cAMP の作用が消失する予備的結
果を得ており、「外的シグナル→エピジェネ
ティック制御→遺伝子発現→分化速度制御」
に至る一連の新しい分子連関を明らかにで
きると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、研究代表者らが見出した新しい

分化速度制御機構を明らかにし、細胞分化時
間を恣意的に制御可能とすることを目的と
する。研究期間内においては、（１）分化速
度制御機構における PKA及び G9aの意義の検
討、（２）cAMP による G9a 制御機構の解明、
（３）G9a によるヒストン修飾の標的遺伝子
の同定、（４）これら標的遺伝子による分化
速度制御機構の解明、を行い、分化速度制御
の分子的実体をエピジェネティクスを含む
新しい分子連関として明らかにする。 

 
３．研究の方法 
（１） 分化速度制御機構における PKA及び
G9aの意義の検討 
 テトラサイクリン誘導性恒常活性型 PKA発
現 ES 細胞を用いて、PKAを活性化することに
より、① 中胚葉細胞及び内皮細胞の出現が
従来の約 2倍早くなること、② H3K9me2 のヒ
ストン修飾が特異的に亢進することを見出
している。タモキシフェン誘導性に Cre-loxP
システムを用いて G9aをノックアウトできる
ES 細胞システムを構築している。G9aの
loss-of-function 実験を含め、分化速度制御
における PKA及び G9aの機能的意義を確認す

る。 
 
（２）PKAによる G9a発現制御機構の解明 
PKAによる G9a発現増加の分子機構を解析し、
外的シグナル→エピジェネティック制御の
連関を明らかにする。 
 
（３）G9aによるヒストン修飾の標的遺伝子
の同定 
未分化 ES細胞マーカーOct4 の H3K9me2 及び
DNAメチル化に関与していることが報告され
ている。Oct4 を含め種々の遺伝子のヒストン
メチル化及び DNA メチル化につき検討する。 
 
（４） これら標的遺伝子による分化速度
制御機構の解明 
G9aの標的分子群のそれぞれの分子機能をも
とに分化速度制御の分子機構を明らかにし
ていく。外的シグナル(cAMP)→エピジェネテ
ィック制御→遺伝子発現→細胞のふるまい
（分化速度）に至る新しい分子連関過程を明
らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）ES細胞の分化途上において、テトラサ
イクリンを投与して PKAを活性化することに
より、ES細胞から三胚葉すべての分化が対照
より約 1 日から 2 倍早くなった。そこで PKA
の活性化と同時に、タモキシフェンを投与し
て G9a をノックアウトすると、PKA による分
化速度亢進が認められなくなった。PKA によ
る分化速度亢進に G9aが必須であることが明
らかとなった。 
 
（２）PKA の主たる下流分子の一つである
CREB(cAM-responsive element binding 
protein)の関与を検討した。CREB の機能を
阻害するため、dominant negative-CREB を
発現させたが、PKAによる分化速度亢進作用
は阻害されなかった。また、PKA によって
G9a の mRNA 発現量も変化しなかった。これ
らの結果より、PKA は Post-translational
な機構によって G9a タンパクの発現量を制
御していると考えられた。最近、ユビキチ
ンーリガーゼ APC/C-cdh1が G9aを標的とし
て G9a タンパクを分解することが報告され
た（Takahashi, Mol Cell, 2012）。また、
APC/C-cdh1 の機能は PKA により阻害される
ことも以前報告されている。そこで、同機
構が ES細胞においても機能しているかどう
か確認した。Cdh1 cDNA を ES 細胞分化途上
に発現させると、G9aタンパク量が減少した。
その時同時に PKAを活性化すると、G9aタン
パク量の低下が認められなくなった。すな
わち、APC/C-cdh1が ES 細胞分化においても
G9a分解に働いており、同酵素作用が PKA に
より阻害されることを見出した。PKA 活性化



は APC/C-cdh1の不活化を介して G9aタンパ
ク の 分 解 を 抑 制 す る と い う
post-translational な機構により PKA が
G9a 発現量を制御していることを突き止め
た。 

 
（３）G9a は Oct4 のプロモーター領域に
H3K9me2 及び DNA メチル化修飾を加えること
により Oct4 の発現を抑制することが報告さ
れている。Oct4 に加えて未分化遺伝子 Nanog
のプロモーター領域でのこれらエピゲノム
修飾を検討した。PKA 活性化により、両遺伝
子のプロモーター領域において、H3K9me2 が
早く認められた。さらに DNA メチル化修飾は
H3K9me2 に引き続いて認められるが、これも
PKA の活性化により対照よりも遅くなった。
これらの結果より、G9aは、Oct4や Nanog と
いった未分化遺伝子のプロモーター領域に
ヒストンメチル化及び DNAメチル化修飾を加
えることにより、これら未分化遺伝子の発現
を早期に抑制し、それにより分化が早まると
考えられた。 
 
（４）これら PKAと G9aによる初期分化速度
制御の生体における意義を確認するため、in 
vivo モデルによる検証を行った。マウス
Blastocysts の ex vivo culture を行い、PKA
及び G9a の働きを、それぞれの阻害剤である
H89 及び BIX01294 を添加して阻害した。H89
または BIX01294の投与により、Nanog発現未
分化細胞（内細胞塊）の残存が遅延した。一
方、Primitive endoderm である GATA4陽性細
胞の出現も遅延した。PKA 及び G9a の活性阻
害により内細胞塊からの早期分化が抑制さ
れると考えられた。さらに G9aノックアウト
マウスを用いて検討した。野生型 embryo で
は、胎生 7.5 日には Oct4 の発現はほぼ消失
し、中胚葉マーカーFlk1 の発現が認められる。
G9a ノックアウトマウスにおいては、embryo
全体が成長遅延した外観を示すとともに、
Oct4の発現が遅延し、embryo 全体に Oct4発
現が残存していた。Flk1 の発現も認められず、
早期分化が遅れていることが明らかとなっ
た。 
これらの結果より、PKA は G9a の発現亢進効
果を介して、未分化遺伝子の抑制的エピゲノ
ム修飾を介して、ES 細胞早期分化調節に働い
ていることを明らかにした。シグナルとエピ
ゲノム制御の新しい連関と、それによる細胞
分化速度制御という新しい概念を示した。同
研究は、Cell Stem Cell 誌にアクセプトされ
た（2012年 6月 14 日号掲載予定）。 
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