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研究成果の概要（和文）：多能性幹細胞である胚性幹細胞（ES細胞）は、自己複製能と多分化能を保持した細胞
株である。マウスES細胞はサイトカインLIF刺激により、転写因子STAT3が活性化され自己複製が維持される。
我々を含め世界中の研究者が、STAT3やそれに関連する転写因子を手掛かりに、自己複製機構の分子基盤の解明
に取り組んできた。興味深いことに、ES細胞にはがん細胞と類似点があることが指摘されている。また最近の研
究から、ヒトがん組織において様ざまな変異型STAT3が報告されている。そこで本研究は、がん細胞で認められ
た変異型STAT3に着目し、がん遺伝子を介した新たな自己複製制御機構の解明を目的とする。

研究成果の概要（英文）：Pluripotent stem cells, including mouse embryonic stem cells (ES cells) have
 self-renewal ability and pluripotency. The self-renewal ability of mouse ES cells is maintained by 
stimulation with the cytokine LIF followed by activation of the transcription factor STAT3.  Several
 investigators, including us, have been working to elucidate the molecular basis of the self-renewal
 mechanism using STAT3 and its related transcription factors.  Interestingly, it has been pointed 
out that ES cells have similarities with cancer cells. Recent studies have also reported various 
mutant STAT3 in human cancer tissues. In this study, we focus on the mutant STAT3 which is found in 
cancer cells and aims to elucidate a novel mechanism(s) of self-renewal regulation mediated by 
oncogenes.

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： 多能性幹細胞　がん遺伝子　転写因子　遺伝子発現

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
変異型STAT3をES細胞に過剰発現させると、LIF非依存的な自己複製が観察された。これらの細胞はLIF非存在下
でアルカリフォスファターゼ陽性で、未分化マーカー遺伝子の発現も認められた。変異型STAT3の機能は、STAT3
遺伝子破壊ES細胞でも観察できた。さらに興味深いことに、変異型STAT3はLIF非存在下でES細胞の増殖能を促進
する機能があることを見出した。このことから、変異型STAT3はLIFに依存することなく、ES細胞の自己複製を維
持する機能が示された。これは、がん細胞で認められる遺伝子発現制御機構をES細胞内で再構築することで、ES
細胞の幹細胞性を模倣できている可能性を示唆する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) ES 細胞とがん細胞の類似性に関して、2008 年に 2報の興味深い論文が発表されている。ス

タンフォード大学の Wong らは、ES 細胞、組織幹細胞およびがん細胞の遺伝子発現解析の比
較から、ES 細胞と組織幹細胞で特徴的な遺伝子発現様式として、ES細胞様モジュールと組
織幹細胞モジュールを見出した。具体的には、神経幹細胞、胎児肝造血幹細胞、網膜幹細胞、
胚性幹細胞で共通して発現が上昇している gene set を ES 細胞様モジュールと呼び、毛根
幹細胞、乳腺幹細胞、骨髄造血幹細胞、神経冠細胞、神経幹細胞で共通して発現が上昇して
いる gene set を組織幹細胞モジュールと名付けた。神経幹細胞には、ES 細胞様モジュール
をもつものと、組織幹細胞モジュールをもつものがあった。ES 細胞様モジュールには、様
ざまな転写因子が含まれ、Sox2, cMyc, HDAC1, Dnmt1, Cbx3, Yy1 などがあった。なお、
Oct3/4 や Nanog は ES 細胞にのみ発現し、神経幹細胞や胎児造血幹細胞には発現していない
ので、今回提案された ES 細胞様モジュールの中には含まれていなかった。注目すべきは、
いくつかのがん細胞でも ES 細胞様モジュールが活性化されており、それは予後の悪さと相
関していた。特に乳がん細胞のがん幹細胞画分で ES細胞様モジュールが活性化傾向にあっ
たことを報告している。ES 細胞様モジュールの中でも c-Myc が中心的な役割を果たしてお
り、乳がん細胞が幹細胞性を得るのに c-Myc が重要な役割を担っていることが明らかにさ
れた（Cell Stem Cell. 2008;2:333-44.）。 

(2) MIT の Weinberg らの研究グループらもまた、低分化型の悪性腫瘍では ES 細胞様の遺伝子発
現様式を示す知見を報告している。すなわち、ES 細胞で発現している遺伝子群が低分化型
のがん細胞でも発現し、ES 細胞でポリコーム群によって抑制されている遺伝子群はがん細
胞でも抑制されていた。特に Nanog や Oct3/4 といった ES 細胞特異的転写因子の標的遺伝
子群が、低分化型腫瘍で活性化していることを見出した。具体的には、ER 陰性の乳がんや
低分化型のグリオブラストーマ、膀胱がんで ES 細胞様の発現様式を示し、予後も悪いこと
が報告されている（Nat Genet. 2008;40:499-507.）。 

(3) そのような背景のもと、我々はがん細胞と ES 細胞の両者で特異的に強く発現する遺伝子を
データベース探索した。その結果、乳がんや卵巣がん組織で過剰発現している転写因子 ETV4
と ETV5 が、ES 細胞でも非常に強く発現していることを見出した。ETV4/5 のダブルノック
アウト（dKO）ES 細胞の解析から、ETV4/5 は ES 細胞では増殖能と多分化能を制御している
ことを明らかにした（Akagi et al., JBC 2015）。この知見は、がん細胞で機能している遺
伝子が、ES細胞では幹細胞性制御に関与している可能性を示唆している。 

 
２．研究の目的 
(1) 胚性幹細胞（ES 細胞）は、初期胚に由来する細胞株で「自己複製能」と「多分化能」とい

う「幹細胞性」を保持した細胞株である。マウス ES細胞は培地にサイトカイン LIF を添加
することで、多分化能を維持したまま自己複製することが可能である。すなわち、LIF 刺激
により活性化する転写因子 STAT3 と、ES細胞に発現する転写因子 Oct3/4 が幹細胞性を制御
している。また、ES 細胞は、より未分化な状態であるナイーブ型と、やや分化の進んだプ
ライム型の２つの状態をとることが示され、GSK3 と ERK の阻害剤（2 inhibitors; 2i）を
培地に添加することで、ナイーブ型のマウス ES細胞を維持できる。最近、ナイーブ型ヒト
ES 細胞が樹立された。ナイーブ型を規定する種を超えた原理を解明する必要がある。 

(2) 我々を含め世界中の研究者が、STAT3 や Oct3/4 を手掛かりに、その下流遺伝子や相互作用
因子の解明を進め、これらが転写因子ネットワークを形成することで幹細胞性を制御して
いることを明らかにした（Uranishi et al., MCB 2013; Fujii et al, BBRC 2013; Ura et 
al., EMBO J 2011 他多数）。中心的な転写因子群が解明された時点で、幹細胞性を制御する
分子基盤の解明は一定のマイルストーンには達しているように見える。 

(3) 本研究課題では「がん細胞と ES 細胞の類似性」に着目した。がん細胞と ES 細胞では、「両
者とも未分化状態で増殖する」や「ES 細胞をヌードマウスに移植すると奇形腫を作る」と
いった知見に加え、「低分化型の悪性腫瘍では ES細胞様の遺伝子発現様式を示す」や「乳が
ん幹細胞画分では、ES 細胞様の遺伝子発現が認められる」などの報告がなされている。こ
のような両者の類似性に注目することで、今まで見えてこなかった幹細胞性の根幹に迫る
ことが出来ると考えられる。そこで本研究では、幹細胞性を制御する新たな分子基盤の解明
を目的とし、がん細胞で機能する遺伝子の中で、ES 細胞の幹細胞性を制御する遺伝子の同
定と機能の解析を遂行する。 

 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養とアルカリフォスファターゼ染色 

マウス E14 ES 細胞は、0.1％ゼラチン・コート培養皿で 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。STAT3 KO ES 細胞は、2i培地を利用して樹立・培養した。分化誘導
には、培地から LIF を除去した。細胞のアルカリフォスファターゼの活性は、vector blue 
substrate kit を利用し、染色後に観察した。 

 



(2) RT-PCR 解析とウエスタン解析 
細胞の total RNA を Sepasol-RNA I Super G を利用して調整した。そして 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 real-time PCR 法によって定量した。 
タンパク質レベルでの遺伝子発現検討には、ウエスタン解析を行った。細胞抽出液をサン

プルバッファーに懸濁し、SDS-PAGE 後フィルターに転写した。フィルターは目的の抗体を
用いて反応し、ECL システムを用いてシグナルを検出した。 

 
(3) 遺伝子導入とレポーターアッセイ 

プラスミド発現ベクターは、lipofectamin 2000 を用いて、ES細胞に導入した。ピューロ
マイシン処理し、コロニーを顕微鏡下でピックした。ピックした細胞を十分に増やし、ウエ
スタンブロット解析で検討することで安定発現細胞株を樹立した。 
STAT3 の転写活性化能の評価には、レポータープラスミドとして pAPRE plasmid を利用し

た。各種 STAT3 とレポータープラスミドを co-transfection し、LIF 刺激の有無によりレポ
ーター活性を比較した。 

 
 
４．研究成果 
(1) 変異型 STAT3 の構築 

転写因子 STAT3 は、いくつかのがん細胞で遺伝子変異が報告されている。大顆粒リンパ
球性白血病（LGL; NK 細胞や細胞障害性 T 細胞が腫瘍化したもの）の 40%で STAT3 の遺伝子
変異が報告されている。他の報告からもNK-LGLやT-LGLでは共に約30％のサンプルでSTAT3
変異が認められている。そこで我々は、ヒト腫瘍で報告されているいくつかの変異型 STAT3
に着目し、変異型 STAT3 の発現ベクターを構築した。 
 

(2) 変異型 STAT3 の ES 細胞での転写活性化能 
 変異型 STAT3 の転写活性化能をルシフェラーゼアッセイで解析した。マウス ES 細胞株で
検討した結果、野生型 STAT3 は LIF 刺激によってその転写活性化能が上昇するのに対し、
変異型 STAT3 は LIF 刺激がない状態でも、高い転写活性化能が認められた。変異型 STAT3 の
転写活性化能は、LIF 刺激によりさらに増強された。このことから、変異型 STAT3 は外部か
らの刺激がない状態でも、ES 細胞の中で恒常的に活性化していることが分かった。 

 
(3) 変異型 STAT3 による ES細胞の未分化状態の維持 

 野生型 ES 細胞に変異型 STAT3 を遺伝子導入し、変異型 STAT3 安定発現 ES 細胞株を樹立
した。野生型 ES 細胞は、培養する際にサイトカイン LIF が必要で、LIF を除去すると細胞
は分化する。ところが変異型 STAT3 安定発現 ES細胞株は、培地から LIF を除去してもコン
パクトなコロニーを形成したまま増殖を続けた。未分化マーカーであるアルカリフォスフ
ァターゼの活性を観察したところ、LIF 非存在下でも陽性を示した。ウエスタンブロット解
析から遺伝子発現の状態を確認したところ、変異型 STAT3 安定発現 ES 細胞株は LIF の有無
にかかわらず、未分化マーカーである Dax1 や Esrrb が発現していた。このことから、がん
細胞で報告された変異型 STAT3 は、ES 細胞内でもサイトカイン非依存的に強い転写活性化
能を示し、未分化状態を促進する機能があることが示唆された。 

 
(4) STAT3 KO ES 細胞における変異型 STAT3 の効果 

 以上の知見は、野生型 ES 細胞を利用して得られた結果である。野生型 ES 細胞には内在
性 STAT3 があるため、変異型 STAT3 がなんらかの機序で内在性 STAT3 を活性化してしまっ
ている可能性を否定できない。そこで次に STAT3 KO ES 細胞を樹立し、STAT3 KO ES 細胞を
利用して変異型 STAT3 の機能を評価した。 
 レポーター解析の結果、変異型 STAT3 の転写活性化能は、STAT3 KO ES 細胞でも強く観察
され、LIF 刺激によりさらに亢進した。変異型 STAT3 安定発現 STAT3 KO ES 細胞は、2i/LIF
非存在下でもコンパクトなコロニーを形成し、アルカリフォスファターゼ陽性であった。遺
伝子発現解析からも、Dax1 や Esrrb の発現が 2i/LIF 非存在下で確認された。このことか
ら、がん細胞で報告された変異型 STAT3 は、STAT3 KO ES 細胞の未分化状態維持を維持する
機能が示された。 

 
(5) 変異型 STAT3 発現 ES細胞の増殖能 

 変異型 STAT3 安定発現 ES 細胞の増殖能を LIF の有無により比較すると、LIF 刺激がある
と増殖能が低下し、一方、LIF 刺激がないと増殖能が亢進することが認められた。このこと
から LIF 刺激により変異型 STAT3 の機能が促進し、ES 細胞の増殖能が抑制されることが示
唆された。 
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Functional analysis of 2 amino acids deleted transcription factor C/EBP epsilon found in neutrophil-specific granule
deficiency.

Loss of function of Baf53a (a subunit of chromatin remodeling complex) results in cell death and Baf53b, as well as Baf53a,
rescue the phenotype in mouse ES cells.
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Baf53a deficiency inhibits cell proliferation and Baf53b substitutes for functions of Baf53a in mouse embryonic stem cells

好中球二次顆粒球欠損症における２アミノ酸欠損型C/EBPεの機能解析.

Baf53a is involved in proliferation of ES cells by regulating p53-p21 pathway and Baf53b compensates for Baf53a function.
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