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(論文博士関係)

学位論文の内容要旨

Zscanl0 is dispensable for maintenance of pluripotency in mouse 
emb.ryonic stem cells 

ZscanlOf土マウスES細胞の多能性の維持には不要である

(指導教員:神戸大学大学院医学系研究科発生再生医学講座客員教授丹羽仁史)， 

山根 万里子

目歪性多能性幹 (ES)細胞は、着床前の伍より樹立された多能性および

自己複製能を保持する細胞である。 ES細胞のこれらの特性は、シグナル伝達機

構、およびその下流に存在する多能性幹細胞特異的転写因子ネットワークによ

り、成り立っている。 Zincfinger and SCAN domain-containing 10 (ZscanlO， まだは

砂20のは、 6つのエクソンからなる 782のアミノ酸で構成されており、これま

でに多能性幹細胞特異的転写因子ネットワークの一員として働くことが報告さ

れている転写因子である。 ZscanlOは、他の組織や細胞種と比較しES細胞にお

いて特に発現が高い。また、その発現量は分化に伴って減少することや、多能

性幹細胞の維持に必須の転写因子である OC13/4およびSox2によって直接制御を

受けていることが報告されている。また、最近の 1細胞遺伝子発現解析によっ

て、 Oc13/4の発現のフィードパック制御に関わりうる因子であるともいわれて

いる。これらのことから、 ZscanlOは、 ES細胞の多能性幹細胞特異的転写因子

ネットワークの構成因子のーっとして、これまで考えられてきた。また、 shRNA

を用いてZscanlOをノックダウンすると ES細胞の自発分化が充進すること、そ

の時に ZscanlOを過剰に発現させると、自己複製を安定化させ、分化を抑制する

ことが報告されており、更にはマイクロアレイを用いた解析により、 ZscanlOノ

ックダウン ES細胞では多能性幹細胞特異的転写因子の発現量が減少している

ことが報告されていることから、未分化性および多分化能の維持に重要な役割

を果たしているとも想定されていた。しかし、一方で近年になり ZscanlOのノッ

クアウトマウスの作成が報告された。そのマウスは、自の障害や体重の減少と

いった障害はあったが、成体まで成長することが可能であった。このことから、

ZscanlOは初期の発生過程においては不要であるか、または母親由来の因子によ

りその機能を補うことが可能であると考えられた。また、過去の報告での

ZscanlOの機能喪失実験は、shRNAを利用したノックダウンにより行われており、

10-20%のZscanlOが発現している細胞での機能の検討であった。従って、これ

までの結果では、 ES細胞における ZscanlOの機能解析としては不十分であり、

その完全な機能喪失が ES細胞の多分化能および自己複製能にどのような影響

を与えるのかを検証する必要があった。そこで、今回我々は、 Cre-loxPシステム

を利用したZscanlOの誘導性ノックアウト ES細胞を作成し、ZscanlOのES細胞

における機能の解析を行った。

Cre-loxPシステムを用いてZscanlOのDNA結合ドメインをコードする

第6エクソンを除去したES細胞は、 ZscanlOのmRNAおよびタンパクの発現が
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恒常的に失われていた。しかし、形態的には野生型の ES細胞と差がなく、自己

複製を継続して行っており、 ZscanlOの機能を失った状態での長期的な細胞株と

しての維持が可能であった。定量 PCR を用いた m陪~A 発現量の定量の結果、 ES

細胞の多能性の維持に必要である Oct3/4，Sox2， Nanogなどの多能性幹細胞特異

的遺伝子の発現量は、野生型と ZscanlOノックアウト細胞問で有意な差はなかっ

た。過去の報告で shRNAを用いたZscanlOのノックダウンにより発現量の減少

が報告されている 2細胞期特異的マーカーのZscan4およびTcstvlは、定量PCR

を用いた解析の結果、 ZscanlOノックアウト細胞での発現量の減少は見られなか

った。また、陪-lA・seqにより網羅的遺伝子発現解析を行づた結果、 ZscanlOノッ

クアウト ES細胞では、野生型ES細胞と比較して、 53遺伝子の発現が上昇、 27

遺伝子の発現が減少していたが、 Oct3/4，Sox2， Nanog， Esrrb， Rexl， K，抑"Tbx3など

の多能性関連遺伝子ネットワークの構成因子として機能する転写因子群の発現

量は、野生型ES細胞と ZscanlOノックアウト ES細胞聞で有意な差がなかった。

同様に、2細胞期特異的マーカーの発現量も、定量PCRの結果と同じく、ZscanlO

ノックアウト ES細胞での発現量の減少は確認されなかった。このZscanlOノッ

クアウト ES細胞にEGFP発現遺伝子を導入した後ドナーの受精卵にインジェク

ションし、得られた胎生 13.5日の腔を観察した結果、全身に EGFl'陽性細胞が

寄与したキメラ屈が確認できたことから、 ZscanlOノックアウト細胞は、多能性

を維持していることが明らかになった。以上の結果から、 ZscanlOのノックアウ

トは ES細胞の多能性および自己複製に影響を与えておらず、 ZscanlOの機能は

ES細胞において多能性幹細胞関連遺伝子ネットワークには不要であると結論付

けた。
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