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研究成果の概要（和文）：Klf4発現量を調節しながらiPS細胞誘導を行い、様々な段階でiPS細胞誘導が途中で停止した
細胞（paused iPSC）の誘導に成功した。そして、paused iPSCの多能性の高さに応じて発現が誘導されてくる遺伝子の
うち、Tcl1遺伝子が多能性の向上に関与していることを明らかにした。また、paused iPSC における、Klf4量依存的遺
伝子発現調節を解析した結果、Klf4は発現量依存的にTcl1等の多能性向上遺伝子のプロモーター領域に結合し、ヒスト
ン修飾の変換等を介してそれらの遺伝子の発現を制御していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We succeeded to produce paused iPSCs with different KLF4 expression levels 
remaining at distinct intermediate stages of reprogramming. Among the genes highly expressing in 
Klf4-high paused iPSC, Tcl1 related to induction of high pluripotency. The analyses of Klf4-dose 
dependent transcriptional regulation in paused iPSC indicated that Klf4 binds to Tcl1 promoter dose 
dependently and lead to histone modifications, resulting in the induction of Tcl1 expression and 
pluripotency.

研究分野： iPS細胞誘導におけるエピジェネティックな遺伝子発現調節機構の解析
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１．研究開始当初の背景 
人工多能性幹細胞（iPS 細胞）を再生医療

等へ実用化するためには、高い多能性を獲
得した良質な iPS 細胞が誘導されるメカニ
ズムを明らかにし、ガン化等のリスクを無
くす必要がある。また、iPS 細胞誘導では、
初期化誘導遺伝子の発現バランスが誘導過
程に大きく影響することが明らかになって
いる。しかし、従来の iPS 細胞誘導方法で
は、これらの遺伝子を個別に導入する等の
理由のため、発現バランスをコントロール
しながら誘導過程を解析することは困難で
あった。 
それに対し、我々が開発した SeVdp ベク

ターを用いた iPS 細胞誘導方法では、一定
の発現バランスで持続的に初期化誘導遺伝
子を発現させ、効率良く均質な iPS 細胞を
誘導できる（Nishimura K et al. 2011）。そ
して、そのような特長を生かして、現在ま
でに様々な細胞からの iPS 細胞樹立に成功
している。（Takayama N et al. 2010, 
Tateno H et al. 2013, Nishimura T et al. 
2013, Wakao H et al. 2013, Trokovic J et 
al. 2014, Takayama Y et al. 2014, Masaki 
H et al. 2015, Ando M et al. 2015, Kyttälä 
A et al. 2016, Matsumoto T et al. 2016, 
Okamura M et al. 2016）。これらの特長は
iPS 細胞誘導機構の解析にも有用であり、
実際に、初期化誘導遺伝子の発現バランス
を変えた、様々なベクターを用いて iPS 細
胞誘導を行ったところ、Klf4 の発現量を減
少させたベクター（SeVdp(fKOSM)）を用
いて iPS 細胞誘導を行った場合、iPS 細胞
誘導が途中で停止している細胞（paused 
iPSC）が多く誘導されてきた。 
分解配列（FKBP）を融合させた Klf4 タ

ンパク質の発現量は、Shield1 という化合物
を培地に加えることによって調節できる。
そして Shield1 を様々な濃度加えて iPS 細
胞誘導を行ったところ、100 nM Shield1 を
加えた場合、従来型の SeVdp(KOSM)と同
様に、十分な初期化が確認されるのに対し、
それより低い濃度では、多能性関連遺伝子
の発現が低く、様々な段階で iPS 細胞誘導
が停止した細胞が分離されてきた。また、
これらの paused iPSC で Klf4 遺伝子の発
現を増加させたところ、停止していた iPS
細胞誘導が再進行するということも明らか
に し た 。 ま た 、 同 様 な 方 法 で 、
SeVdp(fKOSM)を用いてヒト Paused iPSC
を得ることが出来ることも明らかにしてい
る。 

 
２．研究の目的 

連続的で複雑な iPS 細胞誘導機構を明ら
かにするために、様々な段階で iPS 細胞誘
導が停止した paused iPSC を用いて、iPS
細胞誘導を細かい段階に分けて、各段階に
おける遺伝子発現やKlf4タンパク質の結合
を解析する。その結果から、高い多能性を
獲得するために必要な遺伝子や細胞機能の
変化を明らかにし、より効率の良い iPS 細
胞誘導方法の確立に繋げる。 

 
３．研究の方法 
(1) DNA マイクロアレイを用いた paused 

iPSC の遺伝子発現データの取得 
SeVdp(fKOSM)をマウス繊維芽細胞

（MEF）に感染させ、Shield1 を 0, 10, 30, 
100 nM 加えて誘導した paused iPSC に
ついて、全ゲノムの遺伝子発現を DNA マ
イクロアレイで解析する。同様に、paused 
iPSC に Shield1 を加えて培養し、iPS 細
胞誘導を再進行させた前後の細胞につい
ても、遺伝子発現のデータを取得する。 

 
(2)全ゲノム解析を元にした高い多能性獲得

に関与する遺伝子のスクリーニング 
(1)のDNAマイクロアレイ解析から得ら

れた、各 paused iPSC における全ゲノム
の遺伝子発現の情報を元に、より効率良く
iPS 細胞誘導の各ステップを進行させる
ために必要な遺伝子の探索を行う。 
具体的にはまず、Shield1 を加えずに誘

導した paused iPSC（low-Klf4 paused 
iPSC）と 100 nM Shield1 を加えて誘導
した paused iPSC（high-Klf4 paused 
iPSC）の遺伝子発現データを比較し、
high-Klf4 paused iPSC でのみ発現して
いる遺伝子を抽出する。抽出された遺伝子
の中で、他の研究グループによって明らか
にされている、iPS 細胞誘導後期に発現が
誘導されてくる遺伝子群（Polo JM et al. 
2009）と共通で、かつ ES 細胞において
Klf4 がプロモーター領域に結合している
遺伝子（Chen X et al. 2008）を選択する。
選択されてきた遺伝子について、レトロウ
イルスベクター等を用いて paused iPSC
内で過剰発現させ、多能性関連遺伝子の発
現変化を指標に、実際にこれらの遺伝子が
高い多能性の獲得に関与しているか解析
する。 

 
(3) Flag-tag 付き Klf4 発現ベクターを用いた



ChIP 解析 
(2)で解析対象となる多能性向上遺伝子

は、Klf4 量依存的発現調節を受けるので、
この Klf4 量依存的発現調節機構を解析す
るために、FKBP 配列と共に Flag-tag を
融合させた Klf4 タンパク質を発現する
iPS 細胞誘導用ベクターを作製する。そし
て、このベクターを用いて誘導された
paused iPSC において、ベクターから発
現した Klf4 が結合しているゲノム DNA
の領域を、抗 Flag 抗体を用いたクロマチ
ン免疫沈降（ChIP）によって解析する系
を構築する。 

 
(4) Klf4 量依存的 iPS 細胞誘導機構の解析 

(2)で明らかにした、paused iPSC の多
能性を向上させる遺伝子のプロモーター
領域への Klf4 の結合量を、(3)で構築した
ChIP 解析系で定量する。Klf4 結合量の他
にも、他の初期化誘導因子の結合やヒスト
ン 修 飾 の 状 態 に つ い て 、 Klf4-low, 
Klf4-high paused iPSC におけるデータ
を ChIP 解析で取る。そしてそれらのデー
タを総合して、Klf4 量依存的な多能性向
上遺伝子の発現誘導を介した、iPS 細胞誘
導の分子機構を明らかにする。 

 
(5)効率良く高い多能性を獲得した iPS 細胞

を誘導する方法の確立 
(2)で同定した、多能性向上遺伝子につい

て、それらの遺伝子を 4 つの初期化誘導
因子に追加して発現させて iPS 細胞誘導
を試みる。誘導されてきた iPS 細胞につ
いて、多能性関連遺伝子の発現等を確認す
ることによって、iPS 細胞誘導方法の最適
化を行い、従来の方法よりも、効率良く高
い多能性を獲得した iPS 細胞を誘導する
方法の確立を試みる。 

 
４．研究成果 

SeVdp(fKOSM)を用いて、Klf4 発現量を
を調節しながら、iPS 細胞誘導が異なる段
階で停止した paused iPSC を用意し、それ
らについて、DNA マイクロアレイを用いて、
全ゲノムの遺伝子発現データを取得した。
次に、得られたデータについて、解析ソフ
ト GeneSpringGX10 を用いてクラスタリ
ング解析を行い、Klf4 発現量依存的に、
paused iPSC における発現量が異なる遺伝
子群を同定した。Klf4 依存的に発現量が増
加する遺伝子の中には、多能性維持に関わ
る遺伝子が多く存在したことから、paused 

iPSC では、Klf4 発現量依存的に多能性が
異なることが、全ゲノムの遺伝子発現解析
からも証明された。 
また、paused iPSC において、Klf4 に対

する ChIP 解析を行うために、Flag-tag 付
き Klf4 を発現する paused iPS 細胞誘導用
ベクター（SeVdp(fKgOSM)）を作製した。
このベクターを用いて、Klf4 発現量を調節
しながら iPS 細胞を誘導したところ、
SeVdp(fKOSM)を用いた時と同様に、Klf4
発現量依存的に多能性が異なる paused 
iPSC が得られた。この結果から、Klf4 に
付加した Flag-tag は paused iPSC 誘導に
影響しないことを明らかにした。そして、
paused iPSC からクロマチンを調整し、抗
Flag 抗体を用いて ChIP 解析を行う方法を
確立した。 

paused iPS 細胞の全ゲノム遺伝子発現解
析を元に明らかにした、Klf4 量依存的に
iPS 細胞誘導時に発現が上昇してくる遺伝
子の中で、実際に多能性獲得に重要な遺伝
子の同定を試みた。まず、我々が明らかに
したKlf4量依存的に発現誘導される遺伝子
群の中で、他の研究グループによって明ら
かにされている、iPS 細胞誘導後期に発現
が誘導されてくる遺伝子群（Polo JM et al. 
2009）と共通で、かつ ES 細胞において Klf4
がプロモーター領域に結合している遺伝子
（Chen X et al. 2008）を抽出した。抽出さ
れた 8 遺伝子を、各々レトロウイルスベク
ターを用いて paused iPS 細胞で過剰発現
させたところ、Tcl1 と Foxh1 遺伝子を過剰
発現させると paused iPS 細胞の多能性が
向上することを明らかにした。その後、Tcl1
機能の阻害剤等を用いた実験により、Tcl1
は iPS細胞誘導時にKlf4量依存的に発現が
誘導され、複数の代謝経路の機能調節を行
うことによって、多能性獲得に寄与してい
るということを明らかにした。 
また、Flag-tag 付き Klf4 を発現する

paused iPSC 誘 導 用 ベ ク タ ー SeVdp 
(fKg-OSM)を用いて、paused iPS 細胞内に
おけるKlf4の結合やヒストン修飾の状態を
ChIP 解析した。その結果、Klf4 が標的遺
伝子のプロモーター領域に結合する量に相
関して、いくつかのヒストン修飾等が変化
していることを明らかにした。以上の結果
から、iPS 細胞誘導時に、Klf4 は量依存的
にTcl1等の多能性向上遺伝子のプロモータ
ー領域に結合し、ヒストン修飾の変換等を
介してそれらの遺伝子の発現を制御してお
り、それによって最終的に Klf4 量依存的な



多能性誘導が起きるということを明らかに
した。 
さらに、4 つの初期化誘導遺伝子と共に

Tcl1 を発現する iPS 細胞誘導用ベクター
（SeVdp(fKiT-OSM)）を作製し、iPS 細胞
誘導に用いたところ、従来のベクターと比
較して、早い時期に多能性マーカー遺伝子
の発現が誘導されることを明らかにした。
この結果から、Tcl1 遺伝子を共発現させる
ことによって、より高い多能性を効率良く
誘導できることを明らかにした。 
なお、Klf4 量依存的に多能性が異なる

paused iPSC が誘導されるという研究成果
は、Stem Cell Reports 誌に掲載された
（Nishimura K et al. 2014）。また、論文の
内容について大学の HP でプレスリリース
（ http://www.tsukuba.ac.jp/attention-res
earch/p20141003010.html）を行い、それ
に関する記事が、2014 年 10 月 3 日付けの
日本経済新聞に掲載された。 
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