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研究成果の概要（和文）：ES細胞/iPS細胞の多能性の制御機構の解明は、ES細胞/iPS細胞を臨床に応用するための重要
な基盤となる。一方、ES細胞/iPS細胞においては、レトロエレメントの発現が強く制御されていることが知られており
、制御が不十分な細胞は多能性に障害を有す可能性が高い。我々はこれまで、独自に開発した手法により、多数のホモ
変異体マウスES細胞株を作製してきた。本研究では、こららのホモ変異体の中から、レトロエレメントの発現制御が障
害された変異体を同定し、さらにその中から、多能性が障害された変異体を特定した。この変異遺伝子は、ES/iPS細胞
の多能性制御において重要な役割を果たすと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Analyses of the regulatory mechanisms of ES/iPS cell pluripotency is an important 
issue for the application of ES/iPS cells toward clinical fields. It has been known that expression of 
retroelements is tightly regulated in ES/iPS cells. Therefore, aberrant expression of retroelements 
implies abnormality of pluripotency of ES/iPS cells. We recently developed a method to generate 
homozygous mutant mouse embryonic stem cells and established a large number of mutant cell lines. in the 
present study, we screened these homozygous mutant cell lines for abnormal expression of retroelements. 
Among them, we identified cell lines exhibiting abnormalities in the regulation of pluripotency. It it 
likely that the mutated genes play important roles in the regulation of the pluripotency or ES/iPS cells.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 レトロエレメントは、転写と逆転写を介し

てゲノムの別の場所へと挿入する配列であ

る。ヒトやマウスのゲノムの約 4割を占める
ものの、そのほとんどは進化の過程で変異が

蓄積して不活化されており、junk DNAとも
呼ばれて、生体には不要な配列と考えられて

いた。一方、ES 細胞においてレトロエレメ
ントの発現が抑制されていることは、1980
年代から知られていた。また、京都大学の山

中伸弥博士による iPS細胞の樹立の際に、体
細胞への遺伝子導入に用いられたレトロウ

イルスが iPS細胞樹立時には不活化されてい
たことからも、未分化性とレトロエレメント

の活性が逆相関することが再認識された。さ

らに、レトロエレメントの抑制が弱い ES細
胞／iPS 細胞では、未分化性・多能性に障害
があることもわかってきた。以上より、junk 
DNA と呼ばれてきたレトロエレメントは、
ES 細胞／iPS 細胞の未分化性・多能性のレ
ポーターとしての意義があると考えられる。

しかし、このような観点からレトロエレメン

トの制御因子を系統的に単離して未分化

性・多能性の研究へと発展させた例は、極め

て乏しい。 
 
２．研究の目的 
 申請者はこれまで、マウスをモデルとした

遺伝学的手法の開発に携わり、トランスポゾ

ンを用いた変異マウス大量作製技術の開発

（Horie et al. Proc Natl Acad Sci USA 98: 
9191-9196, 2001; Horie et al. Mol Cell Biol 
23: 9189-9207, 2003）を行ってきた。さらに
その経験を利用して、レトロウイルスやトラ

ンスポゾンをバクボーンに用いた遺伝子ト

ラップベクターを作製し、さらに、Bloom遺
伝子を一過性に低下させることでヘテロ変

異体からホモ変異体を効率良く作製する手

法を開発した。この手法を用いて大量のホモ

変異体 ES細胞株からなる細胞バンクを作製
し、培養細胞レベルでの迅速な表現型解析を

可能にした(Horie et al. Nature Methods 8: 
1071-1077, 2011)。 
 本研究では、レトロエレメントの発現状態

をレポーターに用いて、変異 ES細胞バンク
の中から未分化性・多能性に障害のある ES
細胞をスクリーニングし、ES 細胞／iPS 細
胞の未分化性・多能性の新たな制御機構の解

明を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）レトロエレメントの発現解析 
 我々は、約 200個の遺伝子について、マウ
ス ES細胞においてホモ変異体を樹立してき
た。変異 ES 細胞から RNA を精製し、各種
レトロエレメントの発現を、qRT-PCR 法に
より定量した 
 ES 細胞の培養条件としては、従来から広
く用いられている血清をベースとした培地

に 加 え て 、 Austin Smith （ Nature 
453:519-523, 2008）らが報告した無血清培地
である「N2B27+GSK3 inhibitor + Mapk 
inhibitor」も用いた。後者は、未分化性を保
持するために極めて強力な培養条件と考え

られており、この条件においても異常を示す

変異体は、さらに解析を進める意義が高いと

判定した。 
 
（２）未分化マーカー／分化マーカーの

qRT-PCRと免疫染色、および、in vitro分化
誘導による、未分化性と多能性の評価 
 レトロエレメントの発現に異常を示した

変異体について、未分化マーカーや分化マー

カーの発現レベルを調べた。未分化マーカー

としては、Nanog, Oct3/4, Sox2, Klf4, Tbx3, 
Zfp42 等を用いた。Nanog, Oct3/4について
は、免疫染色も行った。分化マーカーとして

は、Nes, Gata4, Gata6, Fgf5, Afp, Sox1, 
Sox17, Krt18等を用いた。 
 分化能の検定には、embryoid bodyを作製
した。我々は、非付着性の round-bottom type 
96-well plate を用いて効率的に embryoid 
bodyを作製する条件を設定済みであり、分化
誘導後に経時的に RNA を採取して、
qRT-PCR により、上記の分化マーカーを定
量した。 
 
（３）Fl/FRT システムによるベクター領域
の削除に伴う表現型消失の評価 
 我々は遺伝子破壊には遺伝子トラップベ

クターを用いているが、ベクターの両端には、

FRT配列を配置しており、Flpリコンビネー
スの発現により、ベクターの大部分を削除で

きるようにしている。この手法により表現型

が消失することで、表現型が遺伝子変異によ

ることを確認した。 



 
（４）ヒストン修飾の免疫染色 
 レトロエレメントの制御異常は、ヒストン

修飾や DNA メチル化等のエピジェネティッ
クな制御の異常による可能性が高い。また、

過去の文献から、DNA のメチル化よりも、
ヒストン修飾の影響が強いことが示されて

いる（Nature 464:927-931, 2010）。そこで、
特にヒストン修飾の変化がレトロエレメン

トの制御に影響している可能性を考え、ヒス

トンのメチル化やアセチル化等に対する免

疫染色を行った。 
 
４．研究成果 
（１）レトロエレメントの発現に異常を示す

ホモ変異体の同定 
 既に単離済みのホモ変異体 ES 細胞から
total RNAを精製し、各種レトロエレメント
の発現を、qRT-PCR により定量した。特定
のレトロエレメントに異常を示すものから、

複数のレトロエレメントに異常を示すもの

まで、多様性を認めた。また、研究当初は、

レトロエレメントは ES/iPS 細胞で抑制され
ているとの仮説のもとに、レトロエレメント

の発現が上昇する表現型を期待していたが、

レトロエレメントによっては、むしろ発現が

低下するものも認めた。また、血清培地と無

血清培地の両者で共通の表現型を認めるも

のと、一方の培地で表現型が強いものなど、

様々なパターンを認めた。 
 上記の表現型が遺伝子トラップベクター

の挿入部位の遺伝子破壊であることを検証

するために、遺伝子トラップベクターを

Flp/FRT システムを用いて削除したところ、
ほとんどの細胞株において、レトロエレメン

トの発現異常が正常化し、着目した遺伝子の

変異が原因であることを確認できた。 
 
（２）多能性の評価 
 レトロエレメントの発現に異常を認めた

変異体について、Nanog、Oct3/4、Klf4、Tbx3、
Zfp42 等の未分化マーカーの発現を調べた。
ほとんどの変異体では、未分化マーカーの発

現には顕著な変化を認めなかった。これより、

レトロエレメントの発現異常は、ES 細胞が
分化した結果ではなく、ある程度の特異性を

有すと考えられた。 
 一方、変異細胞の分化能は、embryoid body

形成時の形態と、Nes, Gata4, Gata6, Fgf5, 
Afp, Sox1, Sox17, Krt18等の分化マーカー
の発現で検証した。分化マーカーの発現をも

とに、変異細胞をクラスタリングし、共通の

性質を有す変異細胞を同定した。 
 
（３）ヒストン修飾の変化 
 上記解析で異常を示した変異体の中から、

ヒストン修飾の染色パターンに特異性を有

す変異体を同定した。これまでに報告のない

パターンを同定できたことから、本研究によ

り、新規の多能性制御因子を特定できたと考

えられる。 
 
（４）考察 
 本研究により、レトロエレメントの制御異

常と ES細胞の多能性制御との関連性を強く
示唆する結果を得た。興味深いことに、レト

ロエレメントの発現は、変異により上昇する

ものと低下するものがあり、当初の仮説であ

る「レトロエレメントは ES細胞では抑制性
の制御を受けている」という考えでは、単純

に説明できないことも明らかとなった。実際、

ヒトの ES/iPS 細胞においては、ある種のレ
トロエレメントが強く発現し、それが多能性

の制御にも関わっているとの結果が報告さ

れ、注目を集めている。我々が得て来たマウ

スでの知見をヒトの解析へと応用すること

で、ヒトの多能性に関する新たな知見を得ら

れる可能性が期待される。 
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