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研究成果の概要（和文）：ヒトES/iPS細胞の自己複製に関わる主な細胞外シグナルとしては、FGFとTGFβとされている
ものの、これらの分子による自己複製の制御機構は未だ解明されていない。また、FGFやTGFβを置換可能な化合物が無
いことは、ヒトES/iPS細胞の応用利用において、安全性やコストの面で大きな妨げとなっている。我々は以前の研究で
、DYRK阻害剤とWntを用いることで、FGF/TGFβ非依存性の培養法を開発した。本研究では、DYRKとWntが自己複製に関
わる仕組みを解明し、それらを制御可能な化合物の同定を行い、世界で最もタンパク質成分の少ない長期安定なヒトES
/iPS細胞用の培養システムの開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：The extrinsic factors regulating human ES/iPS cell self-renewal are incompletely u
nderstood to date, but bFGF and TGF&#223; signaling form the cornerstone of most systems for human ES/iPS 
cell propagation. In previous study, we have identified a DYRK inhibitor that could modulate Wnt pathway a
nd support Wnt-induced self-renewal without inducing differentiation. Utilizing Wnt and the compound, we h
ave developed a defined xeno-free culture system that allows for long-term expansion of human ES/iPS cells
 without FGF/TGF&#223; supplementation. In further investigation, we have identified several key pathways 
involved in DYRK inhibition/Wnt-dependent self-renewal and found small chemical compounds can control thes
e. Utilizing these chemical compounds, we have developed a novel and simple defined-culture system for hum
an ES/iPS cells.
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１．研究開始当初の背景 
(1) ヒト未分化幹細胞(ES 細胞や iPS 細胞)
の自己複製に関わる主な細胞外シグナルと
しては、FGF と TGFβとされているものの、
これらのシグナル分子による自己複製の制
御機構は未だ解明されていない。 
 
(2) 我々は DYRK 阻害剤(ID-8)を用いること
で、FGF と TGFβ非依存で Wnt 依存にヒト
ES/iPS 細胞の自己複製・安定培養できるシス
テムを開発したが、その分子メカニズムは未
だに不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
(1) DYRK 阻害剤と Wnt によるヒト ES/iPS 細
胞の自己複製機構を解明する。 
 
(2) 解明した自己複製機構を制御可能な低
分子化合物を見出し、新規培養システムを開
発する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト ES/iPS 細胞における DYRK のターゲ
ット分子の同定 
 
(2) Wnt シグナルによる未分化性維持・自己
複製機構と分化誘導機構の解明 
 
(3) 低分子化合物を用いた新規培養システ
ムの開発 
 
 
４．研究成果 
(1) DYRK のターゲット分子を同定するため、
最初に免疫沈降による結合分子の同定を試
みたが、DYRK 阻害剤(ID-8 の有無)による結
合分子群のパターンに変化は見られなかっ
た。このため、他の細胞種で知られている
DYRK の基質分子の発現、およびリン酸化状態
を網羅的に調べた(図１)。その結果、ID-8 に
よって NFATc1 と p53、c-Jun の発現と、AKT1
とβCatenin のリン酸化に変化が見られた。
また、キナーゼパネルでの ID-8 の特異性解
析から、ID-8 の直接のターゲットが DYRK1A
と B であり、これらの分子群でないことも確
認した(図２)。これらの分子群がこれらの分
子群がヒト ES/iPS 細胞の DYRK ターゲット分
子であることを見出した。 

図１．ID-8 添加の有無によるタンパク質発現
と修飾の変化の一例 

図２．336 キナーゼパネルによる ID-8 結合キ
ナーゼとその特異性(IC50) 
 
(2) 自己複製におけるWnt経路を解明するた
め、最初にβCatenin の局在を調べたところ、
核内での蓄積が認められ(図３)、古典的 Wnt
経路が主な経路であることが示唆された。こ
れを確定するため、古典的 Wnt 経路を特異的
に活性化可能な GSK３阻害剤で Wnt を置換可
能か調べたところ、用いた４種の GSK3 阻害
剤のうち３種でヒト ES/iPS 細胞の自己複製
を維持可能なことが分かった(図４)。これら
の結果から、自己複製における Wnt 経路は古
典的 Wnt 経路であることが分かった。 

図３．ヒト ES 細胞におけるβCatenin の局在
(緑：βCatenin、青、核) 

図４．GSK 阻害剤(A、B、C、K)と ID-8 による
ヒト ES 細胞の維持(形態写真) 
 



(3) 我々は以前の研究で、ID-8 により、古典
的 Wnt 経路のβCatenin 複合体において、転
写補助因子の p300 から CBP へシフトするこ
とを見出していた。これが未分化・分化に重
要かどうか確かめるため、研究協力者の Kahn
博士に依頼し、特異的なβCatenin と CBP の
結合阻害剤(ICG-001)と p300 結合阻害剤
(YH249および YH250)の開発と合成を行った。
これらを用いたところ、ID-8 を用いずとも
YH249 および YH250 によって未分化性が維持
できること(図５)、ID-8 存在下でも ICG-001
によって分化誘導が起こることを見出した。
この結果から、ID-8 は DYRK を阻害すること
により古典的 Wnt 経路のβCatenin-CBP 複合
体の形成を促進し、未分化性維持・自己複製
を行っていることが分かった(論文投稿中)。 

図５.βCatenin-p300 結合阻害剤によるヒト
ES 細胞の自己複製(形態写真) 
 
(4) DYRK 阻害剤と Wnt によるヒト ES/iPS 細
胞の自己複製の分子機構をさらに調べるた
め、ID-8 と GSK3 阻害剤、FGF、TGFβの４種
の自己複製因子の各組み合わせ下における
遺伝子発現変化を、研究協力者の Wells 教授
との共同で RNAseq により網羅的に調べた。
その結果、ID-8 と GSK3 阻害剤の組合せと、
FGF と TGFβの組合せでは 81.5％の遺伝子発
現パターンに相同性が見られ、優位に発現が
異なる遺伝子群は 18.5％であった(図６)。さ
らに、ID-8 と GSK3 阻害剤の組合せでは、TGF
β/FGF非添加でもTGFβ経路が高く活性化さ
れており、FGF 経路も活性化されていること
が分かった。また、それぞれの添加物のみ、
もしくは組合せ特異的に発現変化が見られ
る遺伝子群も同定した。これらによって、そ
れぞれで影響を受けているシグナル経路と
その転写因子を推測できた。 

図６ .GSK3 阻害剤 /DYRK 阻害剤 (KI) と
bFGF/TGFβ(E8)の間での遺伝子発現の違い
(遺伝子数)と変化したシグナル経路 
 
(5) 上記(1)〜(4)で得られた知見から予測
されたシグナル経路や分子機構が実際にヒ
ト ES/iPS 細胞の自己複製に関与するのかを
確かめるために、これらのグナル経路を活性
化もしくは不活性化する化合物、他の DYRK
阻害剤や p300 阻害剤、Wnt 活性化剤等を含む
数樹種類の化合物からなる化合物ライブラ
リーを作製し、その効果を調べた(図７)。そ
の結果、FGF/TGFβ非存在下では、Wnt/GSK3
β/βCatenin/CBP 経路は細胞増殖と神経誘
導に関与すること、ID-8 等による DYRK 阻害
は主に GSK3 を介して Wnt 経路の安定化を促
進すると同時にWnt経路による神経誘導を阻
害すること、カルシウムシグナル経路と AKT
シグナル経路の一部欠落によって NFATc1 と
p53、ｃ−Jun が抑制されることにより細胞増
殖が抑制されていること、が分かった。 

図７．化合物によるシグナル経路の探索、検
証の一例(形態写真) 
 
(6) これまでのDYRK阻害剤(ID-8)とGSK３阻
害剤(古典的Wnt経路活性化剤)を添加した培
地では、ヒト ES/iPS 細胞の自己複製はでき
たものの、FGF と TGFβを添加した培地に比
べ、細胞増殖が遅かった。上記(5)で得られ
た知見と効果のある化合物群について、さら
に解析と化合物群のスクリーニングを行い、
２種類の化合物(化合物 L と T)の組み合わせ
により、細胞増殖を２倍以上に早めることに
成功した(図８)。この結果、市販の FGF と TGF
βを添加した培地と同等の速度でヒト
ES/iPS細胞を培養可能なFGF/TGFβ不含有培
地の開発に成功した。 



図８.化合物の組み合わせによる細胞増殖の
変化(継代比率の変化) 
 
(7) 上記(6)で開発した培地について、培地
基本成分、粘性、浸透圧、細胞外基質、継代
方法の検討を行い、培養システムを最適化し
た。こうして開発した培養システムを用いる
と、使用した全てのヒト ES/iPS 細胞株で、
正常核型(図９)と未分化マーカー発現(図
10)、分化能(図 11)を維持したまま、長期に
培養維持可能で(図 12)あることを検証でき
た。また、この培養システムを用いて iPS 細
胞株を作製可能であることも確かめた(特許
出願済、論文作成中)(最適化過程で派生した
共同研究の成果は２報論文発表済)。 

図９.新規培養システムで培養した細胞の核
型 

図 10. 新規培養システムで培養した細胞で
の未分化マーカーの発現 

図 11. 新規培養システムで培養した細胞の

分化能の検定(テラトーマ形成により分化し
た細胞種の組織切片) 

図 12. 新規培養システムで長期培養したヒ
トES細胞(KhES-1とH9)iPS細胞(253G1)とそ
の形態 
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