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マウス梓臓由来iPS細胞における遺伝子発現と

エピジェネティックメモリー

(指導教員:神戸大学大学院医学研究科医科学専攻寺島俊雄教授)

糠谷大樹

[はじめに lnducedpluripotent stem cell (iPS細胞)は様々な体細胞

へ分化できる多能性を示す一方、元の体細胞へ分化しやすいという特性を持

つことが近年報告された。元の体細胞とiPS細胞ではDNAメチノレ化やヒス

トン修飾といったクロマチン修飾が類似していることから、iPS細胞は体細

胞の記憶をエピジェネティックな記憶として保持することが示唆されている。

また、クロマチン修飾は遺伝子発現に影響を与えるため、iPS細胞の持っこ

のような記憶は元の体細胞へ分化しやすいというiPS細胞の特性に寄与する

ことが示唆されている。しかしながら、エピジェネティックな記憶がどのよ

うに維持されiPS細胞の分化に影響を与えるか、詳細については未だ不明な

点、が多い。

勝臓では、しばしば異所性の肝細胞がみとめられるなど可塑性を持つ細胞

が存在することが知られている。実際、我々を含む複数の研究グループによ

り醇外分泌細胞はその運命を変え、インスリン分泌細胞あるいは肝細胞へ分

化転換できることが証明されている。このため、勝外分泌細胞由来iPS細胞

は元の体細胞の記憶によりインスリン分泌細胞や肝細胞へ分化しやすい特性

を持つ可能性がある。仮に醇外分泌細胞由来iPS細胞がこのような細胞へ分

化しやすい特性を持つ場合、分化誘導が比較的難しい内医薬組織を効率よく

分化できる有用な細胞になりうる。

本研究では、尾繊維芽細胞 (TTF)および勝外分泌細胞画分 (Panc)から

それぞれiPS細胞 (τ'TF-iPSC、Panc-iPSC)を樹立し、どのような特性の違

いがあるか明らかにすることを目的に検討を行った。

[結果と考察】 多能性幹細胞の維持に重要な役割を果たすNanog遺伝子

の遺伝子座に GFPをノックインしたマウスを用いて TTF-iPSCおよび

Panc-iPSCの樹立を試みた。初代培養細胞TTFは表皮を除いたマウス尾組織



を細断し、ゲラチン培養皿で培養することにより調製した。初代培養細胞

Pancはコラゲナーゼで消化した勝臓の細胞をフイコール密度勾配遠心分離

で分画し、ヂチゾンで染色される勝島を実体顕微鏡下で注意深く除去した後

グラチン培養皿にて接着細胞を除去することにより調製した。iPS細胞の誘

導には Oct4、 Sox2、 阻f4、 c-Mycを発現するレトロウイノレスを用いた。

その結果、いずれの初代培養細胞からも ES細胞様コロニーが誘導できた。

Nanog遺伝子の発現を示す GFP陽性コロニーから樹立したそれぞれ3細胞

株について解析を行った結果、全てが3膝業全ての組織へ分化できる多能性

幹細胞、即ちiPS細胞であることが分かった。以降はES細胞の他、樹立し

たTTF-iPSCおよびPanc-iPSCをそれぞれ3株用いて解析を行った。

はじめに細胞の網羅的な可溶性代謝物プロファイノレを高感度に同定できる

キャピラリー電気泳動一質量分析装置を用いてメタボローム解析を行った。

その結果、 TTF-iPSCとPanc-iPSCでATPなどヌクレオシド3リン酸をは

じめ複数の代謝物について明らかな差がみとめられた。代謝物は細胞の活性

を反映していると考えられることから、 Panc-iPSCはTTF-iPSCと比べ明ら

かに異なる特性を持つことが示された。

次にTTF-iPSCとPanc-iPSCの分化能の違いについて検討を行った。腔様

体 (EB; Embryoid body)と呼ばれる多能性幹細胞由来の細胞凝集塊は自然

に分化し、発生過程を模倣すると言われていることからiPS細胞の分化能を

反映すると考えられる。このため、定量RT-PCR法により EBの遺伝子発現

解析を行うことでTTF-iPSCとPanc-iPSCの分化能の違いについて検討を行

った。その結果、 EB形成に伴い間葉系細胞 (Pdgfra)、中怪葉 (Tbx6)、未

成熟ニューロン (Dは)、神経幹細胞 (Nes)特異的遺伝子の発現上昇がみと

められた。両iPS細胞で遺伝子発現レベルに差がみとめられなかったことか

ら中怪菜、外医薬への分化能には差がないことが示唆された。また、形成し
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たEBの辺縁部には既報と同様に臓側内陸薬 (VE; visceral endoderm)由

来と考えられている卵黄嚢様構造がみとめられた。 VE特異的遺伝子 (Sox7)

および VEと隣臓や肝臓、小腸など内医薬組織の前駆組織である怪体内座業

(DE ; definitive endoderm)で共通に発現し、重要な役割を果たす典型的

な転写因子群 (Foxal，Foxa2， Sox17， Hnf1b， Hnf6， Hnf4a， Hnf1a， Foxa3， 

Sox9)は、両iPS細胞で遺伝子発現レベルに差がみとめられなかった。小腸

特異的遺伝子 (Fabp2)でも同様の傾向を示し、両iPS細胞でVE、DE、小

腸への分化能に差はないことが示唆された。

Panc-iPSCが体細胞の記憶を保持することで勝臓の細胞へ分化しやすい可

能性を考慮し、勝臓発生のマスターレギュレーターとして知られる転写肉子

(PdxI)について解析を行った。その結果、期待に反して両iPS細胞で遺伝

子発現レベノレに差はみとめられなかった。また、勝臓発生に重要な役割を果

たす別の転写因子 (Ptf1a)や枠内分泌細胞または勝外分泌細胞で発現する遺

伝子 (lnsl，Ins2， Gcg， Amy2)については、はっきりとした遺伝子発現上昇

がみとめられなかった。ところが興味深いことに、Panc-iPSCではTTF-iPSC

に比べ肝臓で発現する遺伝子(Alb，A争)が有意に発現上昇することが明らか

となった。また、肝臓マーカー遺伝子(Aat2，匂p7AI)も同様の傾向を示し

た。さらに免疫染色の結果、 Panc-iPSC由来EBではTTF-iPSC由来EBに

比べより多くの細胞がアルブミンおよび匂p7Al陽性であった。以上から、

Panc-iPSCはTTF-iPSCに比べEB形成に伴い勝臓ではなく肝臓特異的遺伝

子を発現しやすい特性を持つことが示された。

Panc-iPSCのこのような特性が体細胞のエピジェネティックな記憶による

ものかどうか検討するため、Alb、Afp、 Pdxl遺伝子の転写開始点 (TSS;

transcription start site)近傍のクロマチン修飾について解析を行った。重亜

硫酸ナトリウムーシーケンス法により DNAメチル化解析を行った結果、初
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代培養細胞PancのAlb、Afp遺伝子TSS近傍のCpGジヌクレオチドは相対

的に低メチル化状態を示し、遺伝子発現しやすい状態であることが示された。

しかしながら、これらの差はiPS細胞の誘導に伴い消失し、 Panc"iPSCの特

性と相闘を示さなかった。 Pdxl遺伝子TSS近傍は初代培養細胞TTF、初代

培養細胞Pancいずれにおいても低メチル化状態を示し、iPSCへ誘導した後

もはっきりした差はみとめられなかった。一方、クロマチン免疫沈降-PCR

法によりヒストン修飾について解析を行った結果、初代培養細胞 Pancにお

けるAlb、Afp遺伝子 TSS近傍は遺伝子発現を活性化する H3K9acおよび

H3K4me3修飾が相対的に高レベルで‘あった。また、同様のヒストン修飾が

Panc"iPSCでも保持されることが示された。この状態はクロマチン構造がよ

り“オープン"な状態であり、転写因子が結合しやすいことを示している。

ヒストン修飾の状態と Panc"iPSCの特性に相関がみとめられたため、 DNA

メチル化というよりはむしろ保持された体細胞のヒストン修飾が Panc"iPSC

のAlb、Aお遺伝子を発現しやすい特性に寄与することが示唆された。一方、

初代培養細胞 Pancにおける Pdxl遺伝子 TSS近傍は、 H3K9acおよび

H3K4me3修飾が相対的に高レベルであると同時に、遺伝子発現を抑制する

H3K27me3修飾は低レベルであった。このため、初代培養細胞Pancは相対

的に Pdxl遺伝子を発現しやすいことが示された。しかしながら、このよう

な修飾はiPS細胞の誘導に伴いほとんど消失し、遺伝子発現しやすい状態は

失われてしまった。Pdxlのように発生分化において重要な遺伝子とAlb、Afp

のようなその他の遺伝子では、ヒストン修飾による遺伝子発現活性化メカエ

ズムが異なると考えられている。iPS細胞のエヒ・ジェネティックな記憶に由

来する遺伝子発現についてもこのような遺伝子の種類の違いによって差がみ

とめられることが報告されていたが、詳細は不明のままであった。本研究か

ら、 Panc"iPSCが保持する体細胞由来のヒストン修飾は遺伝子の種類によっ
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て安定度が異なり、その結果分化能へ影響を与えた可能性が示された。

【結語1 本研究によりはじめて樹立されたPanc"iPSCはTTF"iPSCと比

べ明らかに異なる特性を持ち、肝臓特異的遺伝子を発現しやすいことが明ら

かとなった。また、 Panc"iPSCでみとめられた分化能の違いの少なくとも一

部はエピジェネティックな記憶により説明できることが分かった。さらに、

Panc"iPSCで保持される体細胞の記憶、即ちヒストン修飾は遺伝子の種類に

よって安定度が異なり、その結果Panc"iPSCの特性に影響を与えたことが示

唆された。本研究により Panc"iPSCの特性が明らかにされただけでなく、エ

ピジェネティックな記憶がどのようにPanc"iPSCの特性に影響を与えたのか、

その可能性を示す興味深い現象がみとめられた。今後はPanc"iPSCの有用性

を確認するためにヒト膝外分泌細胞由来iPS細胞を樹立し、肝臓および勝臓

への分化誘導プロトコールを用いてその特性の詳細を検討することが必要で

ある。
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【はじめに】

Induced pluripotent stem cell (iPS細胞)は体細胞由来のクロマチン修飾を保
持し、元の体細胞へ分化しやすい特性を持つことが報告されている。しかしながら、

このようなエピジェネティックな記憶がどのように維持されるか詳細については明

らかにされていない。また、目撃外分泌細胞はインスリン分泌細胞または肝細胞へ分化

転換するため、勝外分泌細胞由来 iPS細胞は元の体細胞の記憶によりこのような細胞

へ分化しやすい可能性がある。本研究では、尾線維芽細胞 (TTF)および騨外分泌細

胞画分 (Panc)からそれぞれ iPS細胞を樹立し (TTF-iPSC、Panc-iPSC)、その特性

を明らかにする乙とを目的に検討を行った。

【方法と結果】

Oct4、 Sox2、 Klf4、 C一Mycを発現するレトロウィルスを用いてTTF-iPSCおよび

Panc-iPSCを樹立した。キャピラリー電気泳動一質量分析装置を用いたメタボローム

解析の結果、複数の代謝物で明らかな差がみとめられた乙とから TTF-iPSCと

Panc-iPSCは異なる特性を持つことが示唆された。 iPS細胞から匪葉体 (EB)を形成

させ、定量RT-PCR法により遺伝子発現解析を行う乙とで分化能の違いについて検討

を行った。その結果、両 iPS細胞で組織特異的遺伝子の発現レベルに差がみとめられ

なかったことから、中匪葉、外匪葉、臓側内医薬、医体内匪葉、小腸への分化能に差

がないことが示唆された。 Pdxl遺伝子をはじめとした勝臓特異的遺伝子についても

両 iPS細胞で遺伝子発現レベルに差がみとめられなかった一方、 Alb、A旬、 Aat2、

Cyp7Alといった肝臓で発現する遺伝子はTTF-iPSCに比べPanc-iPSCで発現上昇する

傾向を示した。免疫染色の結果についても同様の傾向を示した乙とから、 Panc-iPSC

は印形成に伴い醇臓ではなく肝臓特異的遺伝子を発現しやすい特性を持つことが示

唆された。 Panc-iPSCの特性が体細胞のエピジェネティックな記憶によるものかどう

か検討するためAlb、A旬、Pdxl遺伝子の転写開始点(TSS;transcription start site) 
近傍のクロマチンについて重亜硫酸ナトリウムーシーケンス法による DNAメチル化

解析およびクロマチン免疫沈降-PCR法によるヒストン修飾解析を行った。その結果、

初代培養細胞PancのAlb、Afp遺伝子TSS近傍は、 DNAメチル化、ヒストン修飾のい

ずれもが初代培養細胞TTFに比べ遺伝子発現しやすい状態を示した。また、 DNAメチ

ル化と異なり主に初代培養細胞Pancのヒストン修飾の特徴のみがPanc-iPSCでも保

持され、肝臓特異的遺伝子を発現しやすい特性と相関を示した。このため、 DNAメチ

ル化というより体細胞由来のヒストン修飾が Panc-iPSCの特性に寄与することが示

唆された。一方、初代培養細胞Pancにおける Pdxl遺伝子TSS近傍のヒストン修飾は
遺伝子発現しやすい状態を示したが、このような修飾はAlb、Afp遺伝子と異なり iPS

細胞の誘導と共にほとんど消失してしまった。 iPS細胞のエピジェネティックな記憶
に由来する遺伝子発現は、 Pdxlのように発生分化において重要な遺伝子と Alb、Afp

のようなその他の遺伝子で差がみとめられることがこれまでにも報告されていたが、



詳細については不明であった。本研究から、 Panc-iPSCが保持する体細胞由来のヒス

トン修飾は遺伝子の種類によって安定度が異なり、その結果遺伝子発現に影響を与え

た可能性が示された。

【結語】

本研究によりはじめて樹立されたPanc-iPSCはTTF-iPSCと比べ異なる特性を持ち、

肝臓特異的遺伝子を発現しやすいことが明らかとなった。また、 Panc-iPSCでみとめ

られた遺伝子発現の違いの少なくとも一部はエピジェネティックな記憶により説明

できることが分かつた。さらに、 Panc-iPSCで保持されるヒストン修飾の安定度は遺

伝子の種類によって異なり、遺伝子発現に影響を与えることが示唆された。本研究に

より Panc-iPSCの特性が明らかにされただけではなく、 iPS細胞におけるエピジェネ

ティックな記憶がどのように維持されるかについて興味深い現象が示された。

本研究は騨臓の外分泌細胞から樹立された iPS細胞株が、エピジエネティックな記

憶を保持しているか否かを、尾線維芽細胞由来の iPS細胞株と比較して検討したもの

である。本研究の結果、目撃臓の外分泌細胞由来の iPS細胞は、肝臓特異的な遺伝子を

発現しやすい傾向があることを明らかにした。このような傾向が生じる原因につい

て、少なくともその一部はエピジェネティックな記憶、とくにヒストン修飾の保持に

より説明できることが証明された。本研究の成果は、 iPS細胞の臨床応用に向けて価

値ある業績と認める。よって本研究は、博士(医学)の学位を得る資格があると認め

る。




