
スクリーニングには適していると考えられる．ただし，こ

の種のスクリーニング法は，増幅と選別の繰り返しによる

濃縮操作を含まないため，特異結合と非特異結合を如何に

効果的に分離し活性種のみを選別できるかどうかが重要と

なる．現時点でその選別技術は十分とはいえないので，新

しい装置や方法論などの開発が求められるだろう．

実用化に向けて解決すべき課題がいくつか挙げられる

が，核酸アプタマーには，抗体にはない核酸ならではの長

所がいくつもあり，さらに化学修飾による生体内安定性の

向上や機能拡張と相まって，医薬・検査薬などへ展開が期

待される．
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マウス ES細胞の未分化性維持における
Klf 転写因子群の役割

は じ め に

マウス内部細胞塊から樹立された胚性幹（ES，embryonic

stem）細胞は，多能性を維持しつつ，ほぼ無限に増殖する

幹細胞である１）．ヒト ES細胞もサイトカイン依存性や増

殖速度などの特性上の差がマウス ES細胞との間に存在す

るものの，多能性を有していることから，様々な再生医療

への応用が期待されている．一方，人工多能性幹（iPS，in-

duced pluripotent stem）細胞は，繊維芽細胞などの体細胞

から特定の遺伝子セットの強制発現により樹立された多能

性幹細胞である２）．iPS細胞は多能性，増殖性，遺伝子発

現状態，エピジェネティック状態まで ES細胞に酷似して

いるため，倫理的障壁が高いヒト ES細胞を置換し得る多

能性幹細胞と期待されている．マウス ES細胞の未分化性

維持の分子機構については優れた総説があるため１），本稿

においては，筆者らが研究を行ってきた Klf 遺伝子を中心
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に，マウス ES細胞の未分化性維持機構についての最近の

知見について述べる．

１． Klf ファミリーについて

Krüppel-like factor（ Klf）familyは，ショウジョウバエの

形態形成遺伝子 Krüppel に相同性を持つファミリー遺伝子

であり，マウスおよびヒトでは１７遺伝子群から構成され

ている３）．Klf ファミリーは，C末端側にジンクフィン

ガードメインを有する転写因子として機能している．近年

の研究から Klf ファミリーは細胞分化，がん化，生活習慣

病など多彩な生理局面に関与していることが報告されてき

ている．このような Klf ファミリーの中で Klf５（ Bteb２）

は，元々肝臓の薬物代謝酵素 Cyp１a１遺伝子の転写制御研

究から同定された因子である４）．薬物に対する Cyp１a１の

誘導的転写活性化に関わる XRE（xenobiotic response ele-

ment）に対して，プロモーター近傍に存在する構成的転写

制御に関わる GCに富んだ BTE（basic transcription element）

が同定されていた．XREには Ah（dioxin）receptor，Arnt

が 結 合 す る 一 方，BTEに は Sp１，Klf５（Bteb２），Klf９

（Bteb１）５）が結合することが藤井義明博士らの一連の研究に

より明らかにされた．

２． Klf による ES細胞の自己複製制御

マウス ES細胞の未分化状態は，LIF（Leukemia inhibitory

factor），Bmp，Wntなどの分泌性因子と，STAT３，Oct３／４，

Nanog，Sox２などの転写因子によって維持されている．こ

れらの遺伝子に加えて，多数の制御因子が関わっているこ

とが近年報告されているが，この中で Klf４は，LIF非存

在下でマウスの ES細胞の分化を抑制することが報告され

ている６）．さらに Jiangらは，未分化なマウス ES細胞で

は，Klf４だけでなく Klf２，Klf５が高発現しているが，分

化に伴って減弱していくことに気がついた７）．それぞれ単

独の Klf 遺伝子ノックダウンでは，未分化性維持に影響は

なかったが，３遺伝子のノックダウンにより未分化性の指

標であるアルカリホスファターゼ活性の消失が認められ，

未分化性の破綻が示唆された．

我々は，先述したように Cyp１a１の転写制御研究から

Klf５を単離していたが，その生理機能は不明であった．

図１ Klf５の胚発生，ES細胞における役割
Klf５はマウス胚盤胞の内部細胞塊において高発現するが，原始外胚葉へと分化する過程で減弱する．通常内部細胞塊か
ら ES細胞が樹立されるが，Klf５ノックアウト胚から ES細胞の樹立はできなかった．Klf５ノックアウト ES細胞は，
突発分化する傾向と共に，顕著な増殖能の低下が認められた一方，Klf５過剰発現 ES細胞は LIF非依存性自己複製能を
獲得し，増殖能の亢進が認められた．
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Klf５の生理的な役割を明らかにする目的で，Klf５ノック

アウトマウスを作製したところ発生の初期に致死となるこ

とが判明した．この表現型は，２００２年に永井良三博士ら

によって報告された Klf５ノックアウトマウスの表現型，

胎生８．５日以前に致死となるという報告に一致している８）．

初期過程における詳細な遺伝子型解析から，Klf５ノック

アウトマウス胚は，胚盤胞の段階では存在するが６日胚の

段階では存在しないこと，空の脱落膜が存在しないことか

ら，着床していないことが示唆された９）．そこで胚盤胞に

おける Klf５の発現を検討したところ，着床反応に重要な

栄養膜細胞に高発現していることが分かった．着床反応に

関わるホメオボックス遺伝子である Cdx２の発現が減弱し

ていることから，Cdx２が下流遺伝子の一つと推定される

が，Cdx２との表現型上の差が存在することから，Cdx２

以外の下流遺伝子の存在も考えられる．一方，Klf５は胚

盤胞の内部細胞塊に高発現するが，内部細胞塊を免疫除去

法で単離し，ES細胞の樹立を行ったところ，Klf５ノック

アウト胚からは ES細胞を樹立できないことが判明した

（図１）．このようなことから，Klf５は ES細胞の樹立過程

（＝内部細胞塊細胞の ES化）に必須であることが示唆さ

れる．

Klf５ノックアウトマウスの内部細胞塊から ES細胞は樹

立できない一方，野生型の ES細胞において二つの Klf５

アリルをノックアウトすることにより ES細胞を樹立する

ことは可能であった．Klf５ノックアウト ES細胞は，

Oct３／４遺伝子座に薬剤耐性遺伝子をノックインした細胞

で薬剤存在下で維持されることから Oct３／４陽性集団の

維持には必須ではない．しかしながらこの細胞は増殖速度

に顕著な低下が見られるとともに，細胞周期解析から G１

期停止状態の細胞が多く認められた（図１）．一方，Klf５

過剰発現 ES細胞では顕著な増殖促進効果が認められると

ともに，G１期停止状態の細胞数の低下が認められた

（図１）．以上のことから，Klf５は G１期制御を通して，ES

細胞の増殖制御に関わっていることが示唆された．また，

Klf５は ES細胞の未分化性維持にも関わっており，Klf５

ノックアウト ES細胞は，Oct３／４陽性集団においても分

化マーカーの発現が亢進する一方，Klf５過剰発現細胞で

は，分化マーカーの抑制と共に，LIF非存在下でも未分化

性維持が認められた（図１）．興味深いことに，Klf４との

機能比較の結果，Klf４，Klf５ともに分化に対しては抑制

的に作用するものの，増殖に対しては Klf４は抑制的に作

用することが明らかになった．この点は，腫瘍細胞におい

て Klf４，Klf５が正反対の増殖効果をもたらすという知見

と一致している．

３． Klf の下流遺伝子群

先述したように，Klf５，Klf２，Klf４は ES細胞の自己複

製過程に重要である．Jiangらは，これら３因子について

chip-on-chip解析，多重ノックダウン体のマイクロアレイ

解析を行い，直接的な標的遺伝子を同定した（図２）．興

味深いことに，これら三つに対する直接的標的遺伝子の中

には，Nanog，Tcl１，Fgf５などの共通の標的遺伝子が存

在することを同定した．一方，我々はマイクロアレイ解析

からマウス ES細胞における Klf５の下流遺伝子として，

Tcl１（T-cell leukemia１）を同定し，Tcl１が Akt１のリン酸

化を制御することにより，増殖に関わっていることを示し

た（図２）．ごく最近丹羽らは，Klf４が LIF-STAT の下流

に位置し，Sox２の発現を調節することにより Oct３／４の

発現を維持することを示した６）．

Klf５は胚盤胞の段階で内部細胞塊，栄養膜細胞に発現

しているが，５日胚になると胚体外胚葉では発現するが，

原始外胚葉では殆ど発現していない．このような時空間的

な Klf５の発現を支える分子基盤はまだ分かっていない．

４． Klf による体細胞の初期化

２００６年に京都大学の山中らによってマウス繊維芽細胞

から，Oct３／４，Sox２，Klf４，c-Myc の４因子の強制発現

による，人工多能性幹細胞の作製が報告された．２００７年

にはヒト繊維芽細胞の初期化が報告された１０）．この４因子

による初期化の分子機構は殆ど分かっていないが，アルカ

リホスファターゼ活性，Oct３／４遺伝子発現などのパラ

メーターが時間に伴って出現することから，段階的に初期

化が起こることが示唆されている１１）．この過程において

Klf４がどのような遺伝子発現を制御するのか殆ど分かっ

図２ Klf５による自己複製過程の制御機構
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ていない．Klf１，Klf２，Klf５によっても初期化が可能で

あることが報告されており，ES細胞の未分化性維持同様，

Klf 遺伝子間での類似機能が示唆される一方，初期化効率

に差が認められることから，機能上の差も存在すると推察

される１２）．

EpiS細胞は，マウスの原始外胚葉から単離された多能

性幹細胞であるが，内部細胞塊由来の ES細胞とは異な

り，LIF非依存性・bFGF依存性である１３）．加えて，形態

が単層であり，単一細胞になると細胞死が起こるなど，ヒ

ト ES細胞に類似した性状を示す１３）．興味深いことに，マ

ウス EpiS細胞に Klf４を強制発現させると，ES細胞と酷

似した状態になることが報告された１４）．逆に，Klf４は必ず

しも ESから EpiS細胞への分化を抑制しないことが分

かった１４）．また，今までマウス系統間で ES細胞の樹立効

率が大きく異なることが知られており，NOD（non-obese

diabetes）マウスからは ES細胞樹立が報告されていなかっ

た．Hannaらは，NODマウスから LIF存在下 ES細胞を樹

立する過程で，EpiS様の細胞が出現することを見出すと

共に，ES細胞樹立過程に Klf４強制発現レンチウイルスを

用いて過剰発現させると，ES細胞が樹立できることを見

出した１４）．さらに，Klf４強制発現の代わりに，Klf４活性

を模倣する化合物である kenpaullon添加によっても樹立が

可能であることを示した．このように Klf４は体細胞また

は EpiS細胞から ES細胞への脱分化を促進することに

よって，ES細胞の樹立に至ることが示唆されている．

お わ り に

Klf４だけでなく Klf５やその他のいくつかの Klf ファミ

リー遺伝子群も，iPS細胞化能を有していることが分かっ

ているが，なぜ Klf 遺伝子が万能細胞化に重要であるのか

はよく分かっていない．今回我々の研究で，Klf５が内部

細胞塊からの ES細胞樹立過程に必須であること，Klf５が

ES細胞の分化を抑制すると同時に増殖を促進することで，

ES細胞の自己複製を制御していることが明らかとなった．

今後，内部細胞塊からの ES細胞化過程での Klf５の機能

をより詳細に理解できれば，類似の過程と考えられる体細

胞からの iPS細胞化の分子レベルでの理解に繋がることが

期待される．また，Klf５ノックアウト ES細胞は，ヒト

ES細胞や EpiS細胞に部分的に類似した生物特性および遺

伝子発現を示していることから，マウス ES細胞と EpiS

細胞，ヒト ES細胞との関係に興味が持たれる．さらに，

Klf５がマウス ES細胞の自己複製を強く促進するため，増

殖が緩やかあるいは未分化性を維持することが困難である

幹細胞に対する応用が今後期待される．
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ラミニン５α３鎖由来ペプチドの細胞遊走お
よび創傷治癒への関与：シンデカン４とイ
ンテグリン β１凝集形成

初 め に

創傷治癒過程は一般に炎症期，増殖期，リモデリング期

と進み，各時期において種々のサイトカイン，細胞の関与

が知られている．皮膚創傷治癒において，とくに再上皮化

へ向かう機構はいまだ完全に理解されているとは言い難

い．皮膚への機械的組織障害は基底膜を含んだ組織構成成

分（細胞外マトリックス：ECM）の破壊を引き起こし，

細胞と ECMとの安定した関係は破綻し，創傷部位に特有

な新たな細胞―ECM関係が構築されることになる．皮膚創

傷辺縁では，定常状態の角化細胞から発生した leading

keratinocyte（KC）が出現し，ラミニン５を生産・沈着さ

せ細胞遊走・再上皮化に関与している．細胞接着受容体で

あるインテグリン β１は，１９８０年代半ばに同定され，ECM

と細胞の相互作用の主役である．遅れてシンデカンがフィ

ブロネクチン，ラミニンなどの受容体として本格的に解析

され始めたのは，１９９０年代後半である．近年では，この

二つの受容体はある ECM分子の異なった部位を独立に認

識する機能以外に，「機能的」にクロストークしていると

いう報告が出始めている．

１． ラ ミ ニ ン

ラミニンはコラーゲン４とならんで基底膜の代表的構成

ECMであり，α，β，γの三本鎖からなる糖タンパク質で
１０種類以上のアイソフォームが存在する．いずれも多数

の α-へリックスを有する α，β，γ鎖を持ち，６００アミノ

酸におよぶ triple-stranded coiled-coil構造で会合部分を形成

し，十字架の形状を有する巨大分子である１）．ラミニン５

は皮膚基底膜に特有で，α３，β３，γ２鎖の三本鎖からなり，
ラミニン３３２とも表記される．ヒト疾患の先天性表皮水疱

症の原因遺伝子であり，皮膚の物理的安定性にも関与して

いる．ラミニン５α３鎖では，C末端に約２００アミノ酸か

らなる五つの繰り返し構造が存在し（LG１～５），球状ドメ

インを形成する．その C末端 LG４―５番は切り離され，成

熟型となる．LG４―５は定常状態の皮膚基底膜では切断さ

れてもはや存在しない．一方 LG４―５を保持する前駆体は

創傷部位の基底膜にのみ存在する２）．また近年 α３LG４―５ド

メインは扁平上皮がんの局所浸潤に関与していることも示

された３）．これらの報告は LG４ドメインが細胞遊走に関与

していることを示唆している．

ラミニン５α３鎖にはインテグリン α３β１，α６β４により
認識される部位があるが，我々はインテグリンで認識され

ない α３LG４ドメイン内にシンデカン２，４が認識するアミ

ノ酸配列を同定した４）．レコンビナントタンパク質 α３LG４

ドメイン，またそのシンデカン結合配列を含んだ合成ペプ

チド PEP７５を用いて，ラミニン５とシンデカンの結合が

細胞接着促進，神経突起の伸長促進，MMP１の分泌増

加５），MMP９分泌を誘導することを示した．

２． シ ン デ カ ン

シンデカンには１～４のアイソフォームがあり，それぞ

れが組織特異性を持って分布している．シンデカンは細胞

外ドメインに数本のヘパラン硫酸をグリコサミノグリカン

（GAG）として有する細胞表面プロテオグリカン（PG）で

あり（図１），ECMへの細胞接着受容体，成長因子との結

合などの機能を有する．皮膚創傷辺縁ではシンデカン１，４

が過剰発現し，シンデカン１，４のノックアウトマウスは創

傷治癒遅延を起こすことから，シンデカンは創傷治癒に関

与していると考えられる．

３． インテグリンの特性

インテグリン β１は種々の α鎖とヘテロダイマーを形成
し，ECM接着受容体として機能することから，細胞遊

走・創傷治癒に必須であることが知られている．インテグ

リン活性は細胞外ドメインへのマンガンイオン，活性化抗

体，基質の直接結合等により変化し，この制御機構は

outside-in pathwayとよばれる．一方，リンパ球の活性化の

際などにインテグリンの接着性に変化が出る現象の制御機

構は inside-out pathwayで説明される６）．この活性化はアロ
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