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ES細胞を用いた未分化細胞が分化する過程の網羅的解析
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〈研究の目的と進め方〉
発生プログラムの解読を行う上で、分化現象を動的に

解析することは、極めて重要と考えられる。我々は、多
能性幹細胞であるマウスES細胞において、たった一つの
遺伝子＝転写因子Oct3/4の機能抑制を引き金とした、栄
養外胚葉への均一かつ同調的分化を誘導することに成功
した。そこで、この分化誘導系において、分化過程にお
ける遺伝子発現変化をcDNAマイクロアレイ法で解析し、
未分化細胞が分化する過程の網羅的解析を試みた。

〈研究開始時の研究計画〉
（１）ZHBTc4 ES細胞にテトラサイクリンを投与して
Oct3/4の発現を抑制し、時間経過に沿ってサンプリング
したRNAを用いて、cDNAマイクロアレイによって遺伝
子発現を経時的変化を観察する。

（２）分化に伴い発現が変化する遺伝子のうち、特に転写
因子に着目して機能解析を行う。

〈研究期間の成果〉
2002年度においては、NIHの洪博士との共同研究により
第一次のcDNAマイクロアレイスクリーニングを完了し、
未分化状態特異的に発現する遺伝子としてEsg1を同定し
た。
2003年度からは研究代表者が特定領域研究「幹細胞の可
塑性と未分化性維持機構」の研究代表者となった為に、
本領域への申請は継続しなかったが、当初計画に基づく
研究は継続し、以下の成果を得た。

（１）Oct3/4の下流遺伝子として、ES細胞の増殖を制御
する遺伝子Tcl1を同定した。

（２）Oct3/4の下流候補遺伝子として同定された転写因
子Tbx3およびKlf4が、その強制発現によりマウスES細胞
のLIF非依存的未分化性維持に働くことを明らかにした。

（３）分化に伴い発現が上昇する転写因子として同定され
たEomesoderminが、その強制発現により栄養外胚葉へ
の分化を誘導できることを明らかにした。

〈国内外での成果の位置づけ〉
上記の成果のうち、（３）を含む論文を2005年12月に

CELLに発表し（Niwa, H. et al., Cell, 123, 917-929, 2005）、
国内外で一定の評価を得ている。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
cDNAマイクロアレイを用いた解析においては、細胞

に対する種々の操作が、その結果に大きな影響を与え、
これが予想外の解析の困難さを与えてしまうことを経験
した。例えば、培養液からテトラサイクリンを除去する
操作においては、培養液の交換を行わなければならない
が、テトラサイクリンの除去ではなく、この培養液の交
換に反応して発現が変化したと思われる遺伝子が、数多
く見いだされた。今後、同様の実験系において遺伝子発
現プロファイリングを行うに当たっては、このような細
かい点に至るまで綿密な実験計画の作成が必要と考えら
れた。

〈今後の課題〉
今回のアレイ解析においては、最終的には390個の

Oct3/4下流遺伝子候補を同定するに至ったが、機能解析
を行ったのは、そのうちのごく一部にすぎない。今後は、
このような比較的大量の遺伝子の機能解析を効率よく進
めるシステム、例えば網羅的siRNAノックダウン法、の
開発が必要である。
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