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研究成果の概要（和文）：c-Mycのような癌遺伝子ではなく、着床前期胚に発現している新規のiPS誘導因子が安
全性に重要なことである。Zscan4は胚性遺伝子が活性化される2細胞期に特異的な遺伝子の一つである。私達
は、このZscan4を用いることで、マウスiPS細胞の作製効率が、短期間で大幅に改善することを示した。今回
は、このZscan4を用いて作製したiPS細胞を用い、臨床応用が可能な安定的でhigh-qualityのiPS細胞を得るべく
研究を行った。Zscan4ERT2をES細胞に導入することで、内因性のZscan4陽性となる頻度が上がり、幹細胞のゲノ
ムの安定性やpotencyの維持に効いていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is not an oncogene like c-Myc but a new iPS inducer expressed in 
preimplantation embryo is important for safety. Zscan4 is one of the genes specific to the 2 cell 
stage in which embryonic genes are activated. We showed that by using this Zscan 4, the production 
efficiency of murine iPS cells greatly improves in a short period of time. In this study, we 
conducted research to obtain stable, high-quality iPS cells that can be clinically applied using iPS
 cells prepared with this Zscan4. Introduction of Zscan4ERT2 into ES cells increased the frequency 
of endogenous Zscan4 positivity and suggested that it is effective in maintaining the genome 
stability and potency of stem cells.

研究分野： 産婦人科学
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１． 研究開始当初の背景 
結婚年齢の高齢化、少子化に伴い、不妊治療
の重要性は社会的にも益々増大しているが、
補助生殖医療を用いても妊娠率は 30%程度に
留まっている。この状況にブレークスルーを
もたらすには、初期胚発生における初期化の
理解が必須である。初期化の理解は、近年、
発生工学の進歩と相まって大きく進歩して
いる。すなわち、着床前期胚の潜在能力を利
用して核移植により初期化の技術が発展し
てきた。体細胞の核を除核した卵子に移植を
行うことにより、卵細胞、受精卵、2 細胞期
胚に存在する何らかの機構により、数日とい
う短期間で多能性への初期化が可能である
(Egli et al. Nature commun.2:488)。さら
に、新しい初期化の技術として、2006 年に山
中らが、Myc、Klf4、Oct4、Sox2 という ES 細
胞に特異的に発現する４つの転写因子を用
いることにより、体細胞が多能性幹細胞に誘
導されるという衝撃的な事実を報告した
(Takahashi et al. Cell 2006 126(4) 663-76)。
この iPS 細胞の発明は、少なくとも遺伝子発
現制御のみで初期化を可能にしたという点
で、非常に大きい功績である。ただ、iPS に
おいては、初期化に数週間を要する。核移植
が数日で初期化を達成することと比較する
と、核移植と iPS の初期化は異なることが推
察 さ れ る (Hanna et al. Cell 143(4), 
508-525)。また、核移植 ES 細胞と胚盤胞由
来の ES 細胞（通常の ES細胞）の DNA メチル
化パターンは類似しているが、iPS はこれら
の ES 細胞と異なる (Kim et al. Nature 
467(7313)285-290)。さらに、iPS の作製過程
においてDNAの変異が見られることも分かっ
た(Gore et al. Nature 471, 63-67)。これ
らの事実は、iPS が quality の面で未だ ES 細
胞に及ぶものではなく、iPS の臨床応用が困
難であると想起させる。一方で、核移植にお
いてはこれらのことが問題にならない。した
がって、核移植の過程で存在するが、iPS の
作製過程で存在しない因子がある可能性が
ある(Hanna et al. Cell 143(4) 508-525)。
以上とは別の問題として、従来の iPS は、導
入したc-Mycによる影響と思われる腫瘍形成
の危険性を持つ。しかしながら、c-Myc なし
では iPS の作製効率は非常に低下する。そこ
で、c-Myc のような癌遺伝子ではなく、着床
前期胚、卵細胞に発現しているような新規の
iPS 誘導因子、つまりは核移植の過程を模倣
できるような因子の発見がiPSの安全性と臨
床応用を見据えたうえで非常に重要なこと
である。 
 
２．研究の目的 
Zscan4は胚性遺伝子が活性化される2細胞期
に 特 異 的 な 遺 伝 子 ( Zygotic genome 

activation gene)の一つであり、ES 細胞にお
いては、テロメアの伸長、ゲノムの安定に働
き、ES 細胞の不死性を担保する重要な遺伝子
である。さらに私達は、この Zscan4 を用い
ることで、マウス iPS 細胞の作製効率が、短
期間の刺激で、大幅に改善することを示して
おり、さらに作製初期に着床前期胚に特異的
な遺伝子プログラムを活性化していること
を示した。さらに我々は、最近の内因性の
Zscan4 発現を上げることで、最も厳しいとい
わ れ る ４ 倍 体 胚 補 完 法 (tetraploid 
complementation assay)において、ES細胞由
来の胎児獲得率を上昇させ、ES 細胞の
potency を上げると報告した。 今回は、こ
の Zscan4 を用いて作製した iPS 細胞と、従
来の iPS細胞の quality と potency の比較を
行 い 、 臨 床 応 用 が 可 能 な 安 定 的 で
high-qualityのiPS細胞を得るべく研究を行
う。 
 
３．研究の方法 
 Mouse embryo fibroblast（MEF）を用い、
piggybac ベクターで Zscan4+Klf4, Oct4, 
Sox2 を導入し、iPS 細胞を作成した。これら
の iPS 細胞の分化能、多能性について検討し
た。 
 ES 細胞（MC1）に Zscan4ERT2 を導入し、ES
細胞の potency の維持に関して検討した。 
４．研究成果 
Zscan4を用いたiPS細胞は、胚胞体を形成し、
多分可能を持つことが免疫染色なので示さ
れた。また、この iPS 細胞の作製効率も高確
率であった。また、reprogramming 早期にこ
れまでと同様に、Patl2 などの着床前期胚特
定な遺伝子が上昇することが分かった。 
また、ES 細胞（MC1, pZscan4-Emerald）に
Zscan4ERT2 を導入したところ、Emerald＋細
胞が３倍に増えたことから、内因性の Zscan4
陽性細胞の効率が増えたことが示された。
Zscan4 は、核型の維持や、キメラマウス作成
時の寄与率を高めることなどから、potency
の維持を促すことがわかっている。Zscan4ER
２を幹細胞に導入することで、内因性の
Zscan4 陽性となる頻度が上がり、幹細胞のゲ
ノムの安定性や potency の維持、改善に効い
ている可能性があることが示唆された。 
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