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研究成果の概要（和文）：幹細胞とは、様々な細胞系譜へ分化可能な「多分化能」を持つ細胞で、

種々の組織で幹細胞の存在が知られている。中でもマウス胚性幹細胞（ES 細胞）は、培地にサ

イトカイン LIF を添加しておくことで、多分化能を維持したまま増殖（自己複製）する幹細胞

株である。一方がん細胞とは、様々な正常組織で発生しうる悪性腫瘍であり、未熟な細胞で分

化しておらず、増殖を続けることで正常細胞の機能を阻害する。「未分化状態で無限に増殖する」

という点では、ES 細胞とがん細胞で性質が同じであると言える。この知見は、体細胞でがん遺

伝子として機能している因子（群）は、ES 細胞内で自己複製に関与している可能性を示唆して

いる。そこで本研究では既知のがん遺伝子に着目し、がん遺伝子を介した ES 細胞における多分

化能制御機構の解析を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：Pluripotent mouse embryonic stem (ES) cells proliferate with an 
undifferentiated status (i.e. self-renewal) in the presence of leukemia inhibitory factor (LIF).  Cancer 
cells are characterized as immature malignant cells with features of aggressive proliferation and 
metastasis to other tissues.  Interestingly, stem cells and cancer cells share similar feature: Proliferation 
with an undifferentiated status.  This finding indicates that oncogenes might be involved in 
self-renewal of ES cells.  In the present study, I focused on oncogenes and investigated its roles and 
functions in ES cells. 
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１．研究開始当初の背景 
幹細胞とは未分化状態を維持して増殖す

る「自己複製能」と、分化した細胞を作る「多
分化能」を併せ持った細胞であり、種々の組
織で幹細胞の存在が知られている。中でもマ
ウス初期胚より樹立された胚性幹細胞（ES

細胞）は、培地にサイトカイン LIF (leukemia 
inhibitory factor)を添加しておくことで、多
分化能を維持したまま自己複製する幹細胞
株である。最近では、ヒト ES 細胞や人工多
能性幹細胞（iPS 細胞）が樹立され、幹細胞
の多分化能を利用した細胞移植や臓器再生
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の可能性が国内外で熱く議論されている。と
ころが、このような高い注目度とは裏腹に、
「多分化能を維持した状態で増殖できる」と
いう自己複製能に関する分子機構について
は、未だに不明な点が多く残されている。し
かしながら最近の研究から、マウス ES 細胞
では LIF の下流で機能する転写因子群
STAT3、Oct3/4、そして Sox2 などが、自己
複製に必須な役割を果たしていることが明
らかにされた。 

一方がん細胞とは、様々な正常組織で発生
しうる悪性の腫瘍細胞である。一般的には、
がん遺伝子の活性化、及びがん抑制遺伝子の
不活性化により正常細胞ががん化する。そし
て、多くのがん細胞は、未熟な細胞で分化し
ておらず、増殖を続けることで正常細胞の機
能を阻害する。「未分化状態で無限に増殖す
る」という点では、ES 細胞とがん細胞で性
質が同じであると言える。興味深いことに、
ES 細胞の自己複製に最も重要な役割を担う
STAT3 は、いくつかの腫瘍細胞でがん遺伝子
として同定されている。具体的には、STAT3
は、チロシンキナーゼである Jak や Src によ
りリン酸化され、二量体を形成し活性化され
るのだが、前立腺がん、肺がん、乳がんや脳
腫瘍では、恒常的な STAT3 の活性化が知ら
れ、STAT3 を標的とした分子標的療法の開発
が待たれている。また、多くの腫瘍で高発現
が認められるがん遺伝子 c-Myc は、STAT3
の下流で機能し、ES 細胞の自己複製への関
与が示唆されている。これらの知見は、がん
遺伝子として知られている遺伝子（群）が、
ES 細胞内では自己複製に関与している可能
性を示唆している。 
 
２．研究の目的 

ES 細胞は未分化状態では自己複製が可能
であるが、分化とともにその自己複製能は失
われ、増殖能が低下してゆく。この概念はが
ん細胞にも当てはまり、ES 細胞の自己複製
と、がん細胞の増殖には共通の分子機構が存
在すると考えられる。そこで本研究では、ES
細胞の自己複製と、がん細胞の増殖の間での
分子機構の類似性に着目し、がん遺伝子に代
表されるがん細胞の増殖に関与する遺伝子
の中で、ES 細胞にも強く発現している遺伝
子を探索する。その上で、がん遺伝子を介し
た ES 細胞の自己複製制御機構の解明を目的
とする。 
 
 
３．研究の方法 
候補遺伝子の探索 
Wellcome Trust Sanger Institute には、

約 4,700遺伝子ががん遺伝子として報告され
ている。このうち約 150 遺伝子が、数々の細
胞や組織において詳細に機能解析されてい

る。また、様々な遺伝子の各組織での発現パ
ターンは、BioGPS 内でデータベース化されて
いる。そこで約 150 の既知のがん遺伝子に着
目し、データベースから ES 細胞に強く発現
している遺伝子を検索した。 
 

RT-PCR 解析 
細胞の total RNA を Sepasol-RNA I Super G
を用いて精製し、Oligo(dT) primer と逆転写
酵素 ReverTraAce を用いて cDNA を合成した。
作成した cDNA を鋳型とし、目的の遺伝子に
対するプライマーを用いて PCR法によって増
幅した。 
 
細胞培養、WST1 アッセイ 
 PE9、PE15-2（Dr. Costantini, Columbia 
University Medical Center より供与して頂
いた）、そして ZHBTc4 ES 細胞は、0.1％ゼラ
チン溶液でコートした培養皿で ES 細胞用培
地（DMEM、15％FBS、2 mM グルタミン、1 x 非
必須アミノ酸、1 x ヌクレオシド、150μM 
1-thioglycerol、マウス LIF）で培養した。
分化誘導には、培地から LIF を除去（PE9 及
び PE15-2 ES 細胞）、あるいは Tet 添加によ
り Oct3/4 の発現を人為的に停止（ZHBTc4 ES
細胞）し、数日間培養した。 
 細胞の増殖能を測定するために WST1 アッ
セイを用いた。96-well プレートの 1-well あ
たりに 500 から 3000 個の細胞を播き、3日後
に WST1 試薬を加え、1時間後に 450nm の波長
で吸光度測定をした。 
 
(3) ルシフェラーゼアッセイ、EMSA アッセイ 
 Oct3/4 の ETV5 エンハンサー領域に対する
転写活性化能の測定するために、ETV5 遺伝子
の+27404 から+27922 の領域を、
pGL4-promoter に挿入しレポーターベクター
を作成した。レポーターベクターを ES 細胞
に導入し、48時間後にルシフェラーゼ活性を
Dual-Luciferase Assay System を用いて測定
した。 
 EMSA アッセイは、ZHBTc4 ES 細胞の核抽出
液を用いて行った。RI 標識したプローブと核
抽出液を混合後、6%アクリルアミド溶液で展
開した。対照実験として、過剰量の RI 非標
識プローブ、変異を導入した RI 非標識プロ
ーブ、抗 Oct3/4 抗体、抗 Flag 抗体をそれぞ
れ加えたサンプルも作成し、同時に電気泳動
した。ゲルをドライヤーで乾燥させた後、RI
シグナルを検出した。 
 
 
４．研究成果 
候補遺伝子の同定 
 データベース検索から、ES 細胞に強く発現
するがん遺伝子として 25 種類の候補遺伝子
を同定した。これらの候補遺伝子の中で、実



 

 

際に ES 細胞で発現し、かつ ES 細胞での機能
が解析されていない遺伝子を探索したとこ
ろ、Est ファミリーに属する転写因子 ETV4 と
ETV5 が候補遺伝子として得られた。 
 
ES 細胞における ETV4 と ETV5 の発現 
 ZHBTc4 ES 細胞を用いて、ETV4/5 の mRNA
の発現を検証した。ZHBTc4 ES 細胞とは内在
性の Oct3/4 遺伝子が破壊され、Tet 誘導型の
Oct3/4 を導入した ES 細胞株であり、Tet 処
理によって Oct3/4 の発現が停止する細胞株
である。解析の結果、両者は未分化な ES 細
胞に発現し、転写因子 Oct3/4 の発現を人為
的に停止させ細胞を分化誘導させると、両者
の発現も速やかに減少することを見出した。
また、Oct3/4 の発現を回復させると、それに
伴い ETV4/5 の発現も回復した。このことか
ら、ETV4/5 は Oct3/4 の下流で機能する未分
化 ES 細胞特異的な転写因子であることが示
された。 

 
ES 細胞における ETV5 遺伝子の発現制御機構 
 上述の結果から、ES 細胞において ETV4/5
は Oct3/4 の標的遺伝子であることが示唆さ
れた。そこで、ETV5 遺伝子に Oct3/4 結合配
列が含まれているか探索したところ、+27599
から+27606 に Oct3/4 結合配列を見出した。
この領域を用いたルシフェラーゼアッセイ
から、未分化な ZHBTc4 ES 細胞では強い活性
が得られ、Oct3/4 の発現を停止させるとその
活性も減弱することを明らかにした。 
次に、この配列に Oct3/4 が結合しうるか否
か EMSA アッセイで解析した。その結果、
Oct3/4 が結合していると思われるバンドが
検出され、そのバンドは抗 Oct3/4 抗体を添
加することでシフトし、一方抗 Flag 抗体を
添加した場合には移動度に影響はなかった。
以上から、ETV5 遺伝子は ES 細胞において
Oct3/4 の直接の標的遺伝子であることが示
された。 
 

ETV4/5 ダブルノックアウト ES 細胞の解析 
 ES 細胞の自己複製における ETV4/5 の役割
を解明する目的で、ETV4/5 ダブルノックアウ
ト ES 細胞を解析した。ETV4 と ETV5 は DNA 結
合領域が高く保存されており、互いの機能を
代替えする可能性があることから、ダブルノ
ックアウト ES 細胞の解析を先行した。細胞
の形態学的特徴は、野生型（PE9）ES 細胞は
コンパクトなコロニーを形成するのに対し、
ダブルノックアウト（PE15-2）ES 細胞は、コ
ロニーを形成せず扁平な形態をとりながら
自己複製が維持されていた。また、培地から

LIF を除去し分化誘導した場合には、PE9 ES
細胞は繊維芽細胞様の形態を示す一方、
PE15-2 ES細胞は上皮細胞様の形態を示した。 
 
この細胞における遺伝子発現を確認したと
ころ、分化に伴い PE9 ES 細胞は三胚葉のマ
ーカー遺伝子群が発現するのに対し、PE15-2 
ES 細胞では、分化マーカーの発現が抑えられ
ていた。このことから、PE15-2 ES 細胞にお
いては、自己複製は維持されるものの、分化
能が欠損していることが明らかとなった。 
さらに、両者の細胞増殖能を WST1 アッセ

イで比較したところ、PE15-2 ES細胞は PE9 ES
細胞に比べて、有意に増殖能が低下している
ことを見出した。 
 

以上のことから、ETV4/5 は未分化な ES 細胞
の増殖を促進し、ES 細胞の多分化能維持に貢
献していることが示唆された。 
 
 本研究ではがん遺伝子として知られてい
る ETV4/5 が、ES 細胞では多分化能の増殖能



 

 

に重要な役割を持っていることを明らかに
した。今後は ETV4/5 の下流で機能する遺伝
子群を同定・解析することで ETV4/5 の ES 細
胞における機能の全容解明並びに、がん細胞
と ES 細胞の相違性の実体に迫ることを目指
す。 
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