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研究成果の概要（和文）：  
申請者は、IKK/NF-κB シグナル伝達系を中心としたシグナル伝達系の機能解析に従事してきた
経験と iPS 細胞研究所教員兼務という機会を得たことを機に細胞初期化における IKK-NFκB 
シグナル伝達系の関与に関する研究を展開した。その結果、IKKβ が山中 4因子によって ATM キ
ナーゼ依存的に活性化され、細胞初期化の効率を亢進することを見出した。このシグナル機軸
の機能の分子機序に関しては、所謂、oncogenic stress に対する生体反応であることを見出し
た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have investigated the role, if any, of IKK/NF-κB signaling axis in cellular reprogramming into iPS 
cells. We found that ectopic expression of Yamanaka 4 factors induced the IKKβ kinase activity 
depending on ATM. Moreover, disruption of Ikkβ gene reduced the reprogramming efficiency, whereas 
co-expression of IKKβ(EE), a constitutive active form of IKKβ, with Yamanaka 4 factors promoted the 
efficiency. We found disruption of Ikkβ elevated the number of senescent cells during the 
reprogramming. Collectively, our results indicate that IKKβ potentiates cellular reprogramming by 
antagonizing the cellular senescence evoked by the ectopic expression of Yamanaka factors in an 
ATM-dependent manner. 
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１．研究開始当初の背景 
山中等による人工多能性幹細胞（iPS 細胞）
作出技術の開発（Takahashi and Yamanaka, 
2006, CCeellll; Takahashi et al., 2007, CCeellll）は、
胚性幹細胞（ES 細胞）を用いた場合に避け
られなかった倫理的問題や個体間の免疫学
的適合性の問題を回避させ、幹細胞を用い

た再生医療の進展に大きく寄与するものと
して大きな期待が寄せられていた。それと
同時に特定の転写因子の導入と強制発現と
いう、極めて単純な操作により、遺伝子発
現プログラムを人為的に改変（リプログラ
ム）し、かつその状態を維持しうるという
事実は、細胞生物学のみならず生命科学全
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体に対して極めて大きなインパクトを与え
た。しかしながら、細胞初期化及びそれに
引き続く未分化状態維持の分子機構に関し
ては、いまだ未解明な部分が多く存在して
いた。マウス ES 細胞の未分化状態維持に 
STAT3 系が重要であることを端緒に、様々
なシグナル伝達系の関与が報告され、かつ
それらの間に極めて複雑なクロストークが
存在していると想定されていた。 
一方、転写因子  NF-κB を中心とする 
IKK/NF-κB シグナル伝達系は、様々な生命
現象に関与していることが示されている。
NF-κB は転写因子として自律的に細胞の分
化、生存といった細胞の運命を決定する遺
伝子の発現を制御することに加えて、サイ
トカイン産生の制御、免疫あるいは炎症反
応の惹起を介して細胞の外的環境を制御す
ることにより、他の細胞の動態をも制御す
ることが知られていた。 
前述したように、細胞の初期化は細胞自律
的な遺伝子発現プログラムの変換によって
成し得ることは山中等によって示されたが、
その効率は非常に低くまた不安定であるこ
とが生物学的にどのような意味合いを持つ
のか不明のままであった。幹細胞の維持に
は様々なシグナル伝達系に支配される遺伝
子発現調節機構が大事であり、細胞内のシ
グナル伝達系は細胞の外的環境からの刺激
によって活性化するシグナルとの相互作用
によることが、少なくとも、効率の不安定
性を説明できると考えるに至った。
IKK/NF-κB シグナル伝達系は細胞の内と外
での機能が明らかにされており、細胞のが
ん化において細胞内外両方のシグナルがそ
れぞれ作用することがエレガントな実験系
により示されており、本研究では幹細胞に
おいてもシグナル伝達系を細胞の内と外の
二方向からアプローチすることを計画する
に至った。 
申請者は、2000 年から 3 年間、IKK/NF-κB 
シグナル伝達系の分野で先駆的研究を展開
している  Michael Karin 博士のもとで 
IKK/NF-κB シグナル伝達系の解析を行い、
NF-κB と p38 MAPK のシグナル伝達系と
の間のクロストークを見出した（Kato et al., 
2003, MMoolleeccuullaarr  CCeellll）。更に、帰国後もこの
仕事を発展させ、UV 応答における IKK の
キナーゼ活性非依存的な役割について明ら
かにした（Tsuchiya et al., 2010, MMoolleeccuullaarr  
CCeellll）。2010 年より現所属において幹細胞研
究に従事しており、更に、2011 年より iPS 
細胞研究所にて研究活動の場を有して（兼
務）iPS 細胞に関する研究に従事していた。
このような背景より、上述した斬新で先駆
性にチャレンジする本研究課題を提案する
に至った。 
 

２．研究の目的 
iPS 細胞作製時における細胞内のシグナル伝
達系の制御機構の解明は、初期化効率の向上
および高品質な iPS 細胞の作製といった再
生医療への応用を目指す上で必要であるば
かりでなく、幹細胞の未分化状態の維持機構
の解明につながる点で生命科学上において
も非常に重要である。一方、近年、生体内に
おける細胞はその細胞外微小環境の影響を
無視できないことが明らかとなってきてお
り、その制御は新規の未分化状態維持培養法
の開発への開発にもつながる。本研究におい
ては、様々な生命現象に関与することが知ら 
れている IKK/NF-κB シグナル伝達系に着目
し、当該シグナルが細胞自律的に機能するば
かりでなく、サイトカインの制御等を介して
細胞に影響を及ぼすことに着目して、細胞の
内と外の二面性から幹細胞制御の理解を目
指した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、先ず、IKK/NF-κB シグナル伝達
系が有する細胞自律的制御系と細胞外環境
制御系の二面性に分けて iPS 細胞あるいは 
ES 細胞の初期化、維持における役割を解明
することを目指した（図１）。 
 



 

 

（図 1）同じ遺伝的バックグラウンドを持つ
細胞を用いて（上）IKK/NF-B シグナル伝達
系が被初期化細胞内で自律的シグナルとし
て細胞の初期化に対してどのような働きを
するかを明らかにする実験系（下）初期化あ
るいは iPS 細胞の未分化能維持に対する 
IKK/NF-Bシグナル伝達系の働きを明らか
にする実験系の模式図。 
 
（1） 被リプログラミング細胞における 

NF-κB シグナルの意義の解析 
被 リ プ ロ グ ラ ミ ン グ 細 胞 に お け る 
IKK/NF-κB シグナル伝達系の役割に関し
て、申請者は、既に下記の点について明ら
かにしていた。 

① Nanog 遺伝子の上流制御領域を含む 
BAC に GFP を繋いだレポーター遺
伝子を導入したトランスジェニック
マウス（Tg(Nanog-GFP); Okita et al., 
2007, NNaattuurree）と IkkβF/F マウスを交配
し、Nanog-GFP;Ikkβ F/F マウスを作製
し、このマウスの胎児由来細胞へ 
CreER を作用させて Ikkβ 遺伝子座
位を欠失した細胞では初期化の効率
が低下する。 

② 細胞初期化の過程で IKK/NF-κB シ
グナル伝達系が活性化される。 

③ 初期化過程における IKK/NF-κB シ
グナル伝達系の活性化に関わる分子
を同定。 

これらに加えて、以下の研究を行うことを
計画した。 

④ リプログラミング過程における 
IKK/NF-κB シグナル伝達系活性化
の生物学的意義の解明：具体的には下
記の事象について検討する。 

a）初期化過程における細胞死への関与 
 b）初期化過程における細胞老化経路活

 性化への関与 
⑤ヒト体細胞の初期化時に IKKβ を抑

制した場合の初期化効率の検討 
a）ヒト IKKβ mRNA に対する shRNA 

 発現ベクターを構築し、ヒト体細胞の
 初期化時に IKKβ を抑制した場合の
 初期化効率への影響を検討する。 

b）IKKβ 阻害剤を用いて初期化への 
 IKKβ キナーゼ活性の影響を検討する。 

（2） リプログラミング支持細胞における 
NF-κB シグナルの意義 

フィーダー細胞における NF-κB シグナ
ルの意義について下記の実験を行う。 
① Ikkβ F/F MEF に 4 因子を導入、細胞

初期化を行う。フィーダー細胞とし
て、Ikkβ F/F MEF 及び Ikkβ -/- MEF の 
2 種類を用いて行い、GFP を指標と
して初期化効率を比較検討する。 

② 同様の実験を Ikkβ F/F MEF を被リ

プログラミング細胞として用いて行う。 
③ 以上の  4 種類の実験のデータを比

 較検討する。 
 
 
４．研究成果 
（1）被リプログラミング細胞における 

IKK/NF-κB シグナル伝達系の役割 
  ① 山中 4 因子の強制発現による IKKβ 

の活性化：山中 4 因子によって細胞を
初期化する際、内在性の IKKβ が活性
化されることを IKKβ のリン酸化、
IκBα の分解及び NF-κB の転写活性
の亢進によって示した。 

  ② 初期化時の IKKβ の活性化は ATM 
キナーゼに依存する：上述の IKKβ の
活性化はストレス応答性キナーゼであ
る ATM に依存することを ATM に対
する shRNA を用いて示した。すなわ
ち、ATM を特異的 shRNA でノックダ
ウンすると山中 4 因子による細胞初期
化時の IKKβ の活性化が抑制される
ことを見出した。 

  ③ Ikkβ 遺伝子の欠失によってリプログ
ラミング効率が低下する：Ikkβ 遺伝子
を欠失させた Ikkβ -/- MEF ではコント
ロール細胞(Ikkβ F/F MEF) に比べて初
期化の効率の低下がみられた（図２）。 

(図２)Ikk・遺伝子の欠損によってリプログ
ラミング効率が低下した。 
 
 
④ 構成的活性化型 IKKβ はリプログラ
ミング効率を亢進する：山中 4 因子と
ともに、構成的活性化型  IKKβ 、
IKKβ(EE)、を発現させると、リプログラ
ミングの効率が亢進した。 

⑤ Ikkβ の欠失によって細胞初期化時
の老化細胞の数が増加する：Ikkβ 遺伝
子の欠失によるリプログラミング効率
の低下の原因について究明すべく、細
胞老化について検討した。Ikkβ 遺伝子
を欠失させた Ikkβ -/- MEF ではコント
ロール細胞(Ikkβ F/F MEF) に比べて初



 

 

期化の際にみられる老化細胞の指標で
あ る  SA-βgal (senescence associated 
β-galactosidase) 陽性の細胞の数が増加
していた。 

⑥ 細胞初期化に寄与する IKKβ の標
的因子の探索：IKKβ の標的として有名
な IκBα の dominant negative 型であ
る IκBα(AA) を用いた実験から、IKKβ 
の初期化効率亢進は IκBα 以外の標的
因子によると考えられたので、IκBα 以
外の標的を探索したところ PI3K の制
御サブユニットの p85α が候補として
同定できた。p85α の IKKβ によるリン
酸化部位を変異させた p85α (S690A) 
を山中４因子とともに細胞に導入する
とリプログラミング効率が低下した。
このことから、IKKβ による細胞初期化
の亢進は IKKβ–p85α というシグナル
の伝達経路を介していることが示唆さ
れた。 

 
以上の結果より、IKKβ  は山中 4因子によっ
て ATM キナーゼ依存的に活性化され、細胞
初期化において、p85α のリン酸化を介して 
PI3K の活性を抑制することでリプログラミ
ング効率を亢進すると考えられる（図３）。 

 
（図３）被リプログラミング細胞における 

IKK/NF-B シグナル伝達系の役割（まと
め） 

 
（２） リプログラミング支持細胞における 

NF-κB シグナルの意義 
まず、予備実験としてマウスの ES 細胞を 
Ikkβ F/F MEF 及び Ikkβ -/- MEF 上で数回経代
し遺伝子発現レベルで変化が生じるかを検
討した。 その結果、予備的ではあるが、非
常に興味深い結果を得た。現在、詳細なル解
析を行っている。 
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