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多能性幹細胞を維持する転写ネットワーク

は じ め に

マウス胚性幹（embryonic stem, ES）細胞の由来は初期

胚の胚盤胞（３．５日胚）で，その内部細胞塊（inner cell mass,

ICM）を取り出し培養した細胞である．ES細胞や人工多

能性幹（iPS）細胞などを総称して多能性幹細胞とよび，

これらは身体を構成するあらゆる細胞（生殖細胞を含む）

に分化する能力を維持しつつ無限に増殖する１）．多能性維

持機構に関しては成長因子や細胞周期，タンパク質分解系

など様々な角度から研究が進められているが，ここでは中

心的とされる転写因子の働きに絞って概説する．

多能性幹細胞における中心的転写因子

１． Oct３／４

POU（Pit-Oct-Unc）ファミリーに属する Oct３／４は，生

殖細胞や ICMなど多能性を保持した細胞系譜で特異的に

発現する．Oct３／４を初期胚でノックアウトすると，多能

性をもった ICMが形成できない２）．この分化を引き起こす

原因の一つとして，転写因子 Cdx２（caudal type homeo box

２）が知られる．Cdx２は初期胚において栄養外胚葉（胎

盤を形成する）に発現しており，ICMや ES細胞では Oct３／

４によってその発現が抑制されている．Oct３／４は Cdx２を

物理的相互作用を介して機能抑制できることがわかってお

り，逆に Cdx２は Oct３／４の機能抑制を通じて ES細胞を栄

養外胚葉へと分化誘導できる．ところが，Cdx２遺伝子非

存在下（Cdx２ノックアウト ES細胞）においても Oct３／４

をノックアウトすると分化するため３），Oct３／４は Cdx２の

機能抑制以外にも重要な役割をもつとみられる．その一つ

が，以下に述べる Oct-Soxエンハンサーを介した下流遺伝

子制御である．

２． Sox２

Oct３／４が制御する遺伝子には，octamer配列と Sox因子

結合配列が隣接するエンハンサー構造がしばしばみられる

（以下，Oct-Soxエンハンサー）．Oct-Soxエンハンサー依

存性遺伝子には，Fgf４，Utf１，Nanog など，多能性幹細

胞特異的に発現する遺伝子の大多数が含まれる１）．Oct-Sox

エンハンサーにインビトロで結合する Sox因子として最

初に同定されたのが Sox２（SRY-box containing gene２）で

ある４）．Sox２は DNA結合部位である HMG（high mobility

group）ドメインとその C末端側の転写活性化ドメインか

ら構成される．HMGドメインの中には二つの核移行シグ

ナル配列が存在し，主に核内に局在する５）．転写活性化ド

メインは三つのサブドメインから構成され，HMGドメイ

ンと Oct３／４の POUドメインとの相互作用を介して Oct-

Soxエンハンサーの活性化を行うとされる６）．生体内では

Sox２は ICM，生殖細胞や神経幹細胞などに発現してい

る．Sox２のノックアウト初期胚ではその ICMから ES細

胞は単離できないことが報告されており，Sox２は多能性

維持に必須である７）．

�）多能性維持における Sox２の役割

一般に，遺伝子 Xをノックアウトすると Aという細胞

が失われたとき，Xは細胞 Aの維持に重要な働きをする

と解釈する．次に「Xはどうして重要なのか」を考える，

すなわち Xの機能を推定する際には，細胞 Aにおいて必

須の分子経路 Bが知られているとして，インビトロの解

析で Xが経路 Bで機能するというデータがある場合，ほ

とんどのケースでは Xの重要な機能は経路 Bの制御であ

ると解釈されている．「経路 Bで重要な働きをしている」

と決定するためには，Xをノックアウトした直後に経路 B

に効果が現れるかを検証する必要があるだろう．Sox２は

多能性維持に必須の役割を果たすことはわかっていたわけ

だが，その分子メカニズムはどのようなものだろうか．

ノックアウト直後の影響を解析する場合，薬剤誘導的に

ノックアウトする ES細胞を作成する必要がある．そこで

テトラサイクリン誘導的 Sox２ノックアウト ES細胞株を

作成し，これを用いて Oct-Soxエンハンサー依存性遺伝子

（Fgf４，Utf１，Fbxo１５，Lefty１および Nanog）のレポー

ターアッセイを行った．Sox２ノックアウト２４時間後以
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降において，Sox２タンパク質はほぼ消失しているにもか

かわらず，Oct-Soxエンハンサーの活性は野生型とほぼ変

わらないレベルで検出された．活性低下と細胞分化はその

後ゆっくりと進行する．したがって，Sox２は Oct-Soxエ

ンハンサー活性化に必要ではない．Sox２は ES細胞にお

いて発現している唯一の Sox因子ではなく，他の Sox

ファミリー遺伝子（Sox４，Sox１１，Sox１５）も発現してい

る．他の Sox因子の抗体を用いてクロマチン免疫沈降実

験を行うと，Sox２を始め Sox４，Sox１１，Sox１５も Oct-Sox

エンハンサー上に結合していた．したがって，これらの因

子が（それぞれの寄与度は不明だが）機能冗長的に，いわ

ば束になってエンハンサーの活性化を担うと考えるのが自

然だろう（図１）８）．

この実験から，Sox２はそれが必要とされる経路と考え

られていた Oct-Soxエンハンサー活性化（経路 B）には必

要でないにも関わらず，Sox２をノックアウトすると ES

細胞は分化することがわかった．すなわち，多能性維持機

構において Sox２は別の経路 Cで主要な働きをしていると

いえる．

Sox２のノックアウト直後に経路 Cが影響を受けるはず

と考え，Sox２ノックアウト直後から一定時間ごとのグ

ローバル遺伝子発現解析を行った結果，複数の核受容体遺

伝子の発現変動を見出した．これまでに様々なオー

ファン核受容体遺伝子が Oct３／４の発現に直接作

用することが知られており，そのうちの一つ Nr５a２

（Lrh１）は転写活性化に，一方 Nr２f２（Coup-tfII）は抑制

的に働く．Sox２ノックアウト開始後２４時間後には Nr５a２

の発現は顕著に低下しており，Nr２f２は上昇していた．

これらの発現変動は Oct３／４の発現を低下させる方向に

働く．Oct３／４の発現低下は分化を引き起こすため，Sox２

ノックアウト ES細胞は Oct３／４の発現低下を介して分化

するといえる．もしそうなら，Sox２ノックアウトによる

分化は Oct３／４の強制発現でレスキューできるかもしれ

ない．

そこで Sox２ノックアウトと同時に Sox２，Nanog，Oct

３／４の強制発現ベクターを導入し，未分化コロニー数計

測に基づいたレスキューアッセイを行った．その結果，

Oct３／４ベクターでレスキューできることがわかった（図

２A）．こうして得られた Sox２-null-Oct３／４-rescue細胞で

は，内在性 Oct３／４の発現量は野生型と比べて半分以下に

低下しており（つまり Sox２は Oct３／４発現量の半分強を

担っていた），外来 Oct３／４遺伝子分を合わせた総 Oct３／４

タンパク質量は野生型とほぼ同じであった（つまり過剰量

の Oct３／４タンパク質によるアーティファクトで生じた細

胞ではない）．この細胞では，Utf１などの多能性マーカー

遺伝子や Psx１などの分化マーカー遺伝子の発現状態は野

生型と変わらないレベルだが，Sox２の直接制御を受ける

図１ 多能性維持機構モデル
Oct３／４と Sox因子群が協働して Oct-Soxエンハン
サーを活性化させ，多能性特異的遺伝子群を発現
させる．Nanog はこれに含まれ，発現された
Nanogは Oct３／４，Sox２および Klfファミリーとも
協働し，多能性特異的遺伝子群の活性化を行う．

図２ Sox２が必要とされる経路の探索
A． 誘導的 Sox２ノックアウト ES細胞を用いたレスキュー実験．内在
性 Sox２ノックアウトと同時に強制発現ベクターを導入した．Oct３／４
ベクターは未分化性を維持した．
B． Sox２が多能性維持に果たす必須の役割は，Nr５a２の発現を促進す
ると同時に Nr２f２を抑制し（他にも制御する遺伝子は存在する），Oct
３／４の発現を維持することと考えられる．
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とみられる遺伝子（Nr５a２，Nr２f２など）は変動してい

た．このレスキュー細胞は三胚葉分化マーカーの発現を

伴った胚様体（ES細胞を凝集させて培養したもの．初期

胚を或る程度模倣した環境とされ，三胚葉に分化する）形

成が可能で，キメラマウスでも全身の組織へと寄与してい

たことから，多能性を保持していると考えられる．結論と

して，Sox２は複数の遺伝子の発現制御を介し，間接的に

Oct３／４の発現を維持することによって多能性維持に貢献

していることがわかる（図２B）８）．

�） 分化制御における Sox２の役割

多能性維持を担う因子は同時に分化の抑制／制御も行っ

ていると解釈できる．ICMから最初に分化するのは胚体

外内胚葉とよばれる，胚を包む膜を形成する細胞である．

上記の解析を行う中で，Sox２ノックアウトに伴って少数

だが胚体外内胚葉様細胞が同時に現れることを見出してい

た８）．この知見は，内部細胞塊において Sox２をノックア

ウトした場合に栄養外胚葉と胚体外内胚葉の両方の細胞が

見られるとする報告とよく符合する７）．胚様体を形成させ

Sox２をノックアウトすると，転写因子遺伝子 Gata４

（GATA binding protein ４）の発現上昇が見られた．Gata４

の強制発現は ES細胞を胚体外内胚葉へと分化誘導するこ

とで知られる９）．さらに，胚様体では表面の胚体外内胚葉

細胞の働きによって内部に嚢状構造が形成されるが（図３

A），Sox２ノックアウトによる Gata４発現上昇と相関し

て嚢状構造形成が昂進することがわかった（図３B）．逆に，

Sox２の発現を維持すると嚢状構造形成が阻害される．こ

れらの結果は，胚様体の少なくとも一部の細胞集団では

Sox２は Gata４抑制を介して胚体外内胚葉細胞への分化を

抑制することを示唆する．

図３ Sox２は胚体外内胚葉分化制御を行う
A． 胚葉体形成の過程では，表層にできた胚体外内胚葉からのシグナルを受け嚢状構造が形成
されるが，胚体外内胚葉形成を阻害すると嚢状構造ができない（Mountford et al.,（１９９８）Reprod
Fertil Dev.１０,５２７―５３３.）．
B． 上；Sox２をノックアウトしながら胚葉体を形成させたもの．嚢状構造の形成が促進され
ている．
中；親株（野生型）を用いたもの．
下；Sox２の発現を外来遺伝子によって維持しながら胚葉体形成を行ったもの．嚢状構造の形
成が阻害されている．
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３． その他の因子

�）Klfファミリー

ES細胞では Klf（Krüppel-like factor）２，４，５が強く

発現している１０）．このうち Klf４については，Oct３／４およ

び Sox２と協調した転写活性化を行うことが知られてい

る１１）．Klf４ノックアウト ES細胞の報告は未だない．Klf５

のノックアウト ES細胞は多能性を維持するが，分化しや

すく増殖も遅くなる．一連の解析から，Klf５は Tcl１-Akt

経路を介して増殖を正に制御すると同時に，Nanog などの

制御を介して分化を抑制していることがわかっている１２）．

Klf２の ES細胞での解析は進んでいないが，Klf２，４，

５の３者を同時にノックダウンすると ES細胞が分化する

ことなどから，これらは機能冗長的に下流遺伝子を制御

し，Nanog と協働することも示唆されている（図１）１０）．

�）Nanog

Nanog（ケルト語の常若の国 Tir Na Nogより）は ES細

胞特異的に発現するホメオボックス転写因子遺伝子とし

て１３），および分化抑制を指標とした発現スクリーニングに

よって同定された１４）．Nanog は Oct３／４，Sox２とともに

共通の下流遺伝子を制御することがわかっている１５）．しか

し Nanog ノックアウト ES細胞は分化しやすくなるものの

多能性は維持することが可能であるため，多能性の転写

ネットワークに必要ではない．Nanog 強制発現によって

ES細胞の分化を抑制できることなどをあわせ，Nanog は

多能性を安定化させる因子と見られている（図１）１６）．

お わ り に

よく聞かれる質問に「ヒト ES細胞も同じ機構で自己複

製するのか」というものがある．マウス ES細胞とヒト ES

細胞で成長因子要求性が異なる（マウスは LIF（leukemia in-

hibitory factor），ヒトは bFGF（basic fibroblast growth factor）

依存性）ことから，両者が全く同じ分子機構で自己複製す

るというのは考えにくい．しかし中心的転写因子の必要性

に関しては現在のところ矛盾するデータは報告されていな

いので，転写因子機能を論ずる場合には同じと推定してよ

いだろう．

「iPS細胞出現によって多能性は完全に理解されたので

は」という問いかけもしばしばいただく．２００６年，京都

大学山中教授らは分化した細胞に Oct３／４， Sox２，Klf４，

c-Myc の４因子を導入し iPS細胞の樹立を報告した．続い

て c-Myc は導入しなくても iPS細胞の樹立は可能であるこ

とがわかり，残った３因子の機能的重要性を裏付ける結果

となった．しかしながら，これらのウイルスを導入後，

iPS細胞として判別できる（リプログラムされる）まで２

～３週間の時間を要することから，これら３因子が多能性

を規定する全ての役割を担っているわけではなく，他の重

要因子群の発現誘導（およびその連鎖）を行うことで多能

性を賦与すると考えられている．実際，多能性維持に必要

な他の因子として Restや Ronin，ポリコーム因子などの報

告が最近も相次いでいる１７）．見方を変えれば，これらの因

子群でも時間をかければ iPS細胞を作れるのかもしれな

い．さらに，「多能性の理解」は「分化とその抑制機構の

理解」とセットであるべきだが，多能性幹細胞が初期胚に

おいてどのようなシグナルを受けて正しく分化していくの

かはほとんど不明である．

ここで紹介した多能性維持機構については１０年ほど前

までは大部分がわかっておらず，多数の研究者の流入によ

り加速度的に研究が進められてきた（それ以前からこの分

野に知見を蓄積／提供してきた研究者については，もっと

リスペクトされるべきだろう）．網羅的解析による膨大な

データからも重要な知見は得られているが，総体としてみ

ると個人レベルでの精力的だが地道な研究から明らかに

なったことのほうが多い．今後もさらに多様な分野からの

流入と連携により，本分野が広がっていくことを期待した

い．
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Ubc１３依存的ユビキチン化によるゲノム維
持機構

は じ め に

染色体 DNAは，酸素ラジカルや化学物質による化学修

飾，放射線や複製フォークの崩壊などによる DNA鎖の切

断など，様々な損傷を受ける．生物はこれら多様な DNA

損傷を常に感知し，適切に修復することで膨大なゲノム情

報を維持している．例えば，細胞に γ線を照射すると，重
篤な DNA損傷である DNA二本鎖切断（DNA double strand

break；DSB）が生じる．DNA DSBは，切断末端同士を単

純に再結合させる非相同末端結合（non-homologous end

joining；NHEJ）及び，切断された DNAに相同な配列を持

つ鎖を鋳型とした相同組換え（homologous recombination；

HR）１）によって修復される．相同組換えは，鋳型となる姉

妹染色分体（複製によって生じた相同な配列を持つ鎖）が

存在する S／G２期で主に働くのに対し，非相同末端結合は

細胞周期の G１期で働く．また，紫外線は隣り合うチミン

間で架橋されたピリミジンダイマーを形成する．これらは

主にヌクレオチド除去修復（nucleotide excision repair；

NER）という修復機構によって除去されるが，複製を阻害

する場合は複製後修復（post-replication repair；PRR）２）と呼

ばれる機構によってまず複製ブロックが解除される（図１

A，B）．このように，細胞は損傷の種類・細胞周期などに

応じて DNA修復機構を使い分けることで正確な修復を遂

行している．そのため，様々な DNA損傷に対する適切な

修復機構の選択・アクセスは極めて厳密な制御を受けてい

る．近年の研究から，様々な DNA修復機構はユビキチン

化により制御を受けていることが急速に明らかになってき

た．特に，ユビキチン結合酵素 Ubc１３（E２）と共役して

働く複数のユビキチンリガーゼ（E３）が相次いで同定さ

れ，それらの作用点・作用機序，機能的重複・差異の解明

が活発な研究対象になっている．本稿では，脊椎動物の

Ubc１３に焦点をあて，最近のトピックスを中心に概論す

る．

１． ユビキチン化による複製ブロック解除の制御

ユビキチンは，ユビキチン活性化酵素（E１），ユビキチ

ン結合酵素（E２），ユビキチンリガーゼ（E３）の三つの異

なる因子によって基質タンパク質に共有結合される．典型

的には，基質に結合したユビキチンは，自身の４８番リシ

ン残基（K４８）に次のユビキチンの C末端グリシンが共有

結合することでポリマー化（K４８結合型ポリユビキチン化）

し，基質タンパク質をプロテアソームによる分解経路に導

く．一方で，K４８結合型ユビキチン化とは異なる様式のユ

ビキチン修飾も存在し，これらは基質の機能転換や下流因

子の誘導など，タンパク質分解とは異なる機能を有すると

考えられている３）．特に，単一のユビキチンによる修飾（モ

ノユビキチン化）や６３番リシン残基（K６３）を介したポ
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