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〈要 約〉

　ES細胞は個体を形成するすべての種類の細胞へと分化できる多能性をもち，かつ，それ自体が複製の可能な細胞である．筆者らは，とくにマウスのES細胞の多能性にかかわる分子機構について研究しており，これまでに，LIFシグナルの下流にあるJak-Stat3経路とPI3キナーゼ-Akt経路の2つが互いに協調しあうことにより多能性の維持されていることを示してきた．さらに，このLIFに依存的な多能性の維持機構にくわえ，最近では，Wnt-βカテニン経路においてGsk3を阻害することでもマウスES細胞の多能性の維持に寄与できるというLIFに非依存的な多能性の維持機構も知られるところとなったが，その詳細は不明であった．この研究では，Wnt-βカテニン経路の下流にある転写因子Tcf3が，Esrrb遺伝子の発現を直接に負に制御することにより，さらにその下流にある多能性に関連するタンパク質の発現制御にかかわっていることを明らかにした．

はじめに

　ES細胞（embryonic stem cell，胚性幹細胞）とは，個体を形成するすべての種類の細胞へと分化できる多能性をもち，かつ，それ自体が複製の可能な細胞と定義されている．マウスのES細胞は1981年にはじめて樹立されたが，当初は，マウス胎仔線維芽細胞をフィーダー細胞として用いることでのみ，生体外での培養が可能とされていた1)．しかし，そののち，サイトカインの一種であるLIF（leukemia inhibitory factor，白血病抑制因子）が同定され，このLIFをゼラチンコートした培養皿を用いることにより，マウス胎仔線維芽細胞なしでも未分化の状態を保持したままマウスES細胞を培養することが可能となった2)．このことから，LIFは多能性の維持に必要な転写因子の発現を制御することにより，マウスES細胞の自己複製能の維持にかかわっていることが示唆された．

　筆者らは，以前より，マウスES細胞の多能性にかかわる分子機構について研究しており，これまでに，LIFシグナルの下流において，おもにJak-Stat3経路とPI3キナーゼ-Akt経路の2つの経路が互いに協調しあうことにより多能性の維持されることを報告している3)（図1a）．一方，Wnt-βカテニン経路において，Gsk3シグナルを阻害することでもマウスES細胞は自己複製能を維持できることなどから4,5)，LIFに非依存的な多能性の維持機構の存在することも明らかになってきた6)．Wnt-βカテニン経路の下流では，βカテニンの共役タンパク質であるTcf3が，マウスES細胞の多能性の維持にはたらく転写因子であるNanogやOct3/4などの遺伝子に対し負の転写因子として機能し，βカテニンはこのTcf3の機能を抑制することにより多能性の維持に寄与するという報告がある7)．しかし，Tcf3が多能性に関連する遺伝子の全般のリプレッサーとして機能するのか，あるいは，選択的に，または，一部の標的遺伝子を介して作用するのかについて，これまでのところその詳細は明らかではなかった（図1b）．

1．バイオインフォマティクスによるTcf3の標的遺伝子の候補の抽出

　Tcf3の標的遺伝子を特定するため，まず，過去これまでに報告されているデータを見直すことにした．Tcf3ノックアウトES細胞，および，Tcf3ノックダウンES細胞のマイクロアレイ解析による遺伝子発現プロファイルにおいて，Tcf3の不活性化により多能性に関連する遺伝子の発現の亢進することが示されていた8,9) ことから，Tcf3ノックアウトにより発現の上昇する遺伝子として379遺伝子，Tcf3ノックダウンにより発現の上昇する遺伝子として1972遺伝子を抽出し，これらに共通していた120遺伝子を当初のTcf3標的遺伝子の候補と考えた．つぎに，Tcf3に関する高解像度のクロマチン免疫沈降-大規模シークエンシング（ChIP-seq）のデータから，Tcf3のほか，NanogやOct3/4など多能性に関連する転写因子とも結合する遺伝子のリストをもとに，Tcf3の標的遺伝子の候補を50遺伝子にまで絞り込んだ．さらに，遺伝子オントロジー解析（遺伝子の機能定義と分類体系による解析）により，これら50遺伝子のなかから細胞の分化および発生にかかわるとされる転写因子をコードする遺伝子として，最終的に，Esrrb遺伝子，Klf2遺伝子，Nanog遺伝子，Nr0b1遺伝子，Tcfcp2l1遺伝子の5つの遺伝子を特定し，Tcf3の標的遺伝子の候補とした（図2）．

2．Gsk3阻害剤の存在のもとではEsrrbノックダウンES細胞は著しく分化する

　通常，マウスES細胞の培養には血清入りの基本培地にLIFをくわえたものが広く用いられているが，基本培地にFGF-MAPキナーゼシグナル阻害剤（PD0325901）およびGsk3阻害剤（CHIR99021）をくわえた培養条件にでも，多能性を保持したまま長期の維持が可能である6)．バイオインフォマティクスによりTcf3の標的遺伝子の候補とした5つの遺伝子それぞれについてノックダウンしたマウスES細胞を作製し，それらをGsk3阻害剤の存在のもと培養した．おのおののノックダウン細胞では，あらかじめ未分化マーカーRex1の遺伝子座に蛍光タンパク質GFPの遺伝子をノックインしており，この実験では，多能性を保持する細胞を識別するためこのRex1制御におけるGFPの発現頻度をみた．その結果，EsrrbノックダウンES細胞は，残り4遺伝子のノックダウンES細胞に比べ多能性細胞の出現率がもっとも低く，Gsk3阻害剤の存在において著しい分化が認められた．さらに，このGsk3阻害剤の存在のもと培養したEsrrbノックダウンES細胞を回収しmRNAの発現を調べたところ，Sox2，Nr0b1，Tcfcp2l1，Klf2など未分化マーカーの発現低下とともに，分化マーカーであるFgf5の著しい発現上昇がみられた．したがって，これら遺伝子発現パターンの変化はEsrrbのノックダウンにともなうものであることが示唆され，Esrrb遺伝子がTcf3により制御される遺伝子の最有力候補と考えられた（図1b）．

3．EsrrbはマウスES細胞の自己複製能の亢進にはたらく

　Esrrbを過剰発現するマウスES細胞を作製し，Esrrbを過剰発現するとどのような影響が現われるのかを調べた．この実験では，Esrrbを過剰発現するES細胞から，のちに導入したEsrrb遺伝子を取り除くことができるようにしておいた．通常の培養では培地にLIFを添加しないときにはマウスES細胞はただちに分化を開始するが，Esrrbを過剰発現したマウスES細胞はLIFの存在しないときにも未分化なコロニーを形成し，その状態でさらに長期の培養が可能であった．そののち，導入したEsrrb遺伝子を取り除くと，LIFの存在しないときには野生型のES細胞と同様にただちに分化を開始した．また，導入したEsrrb遺伝子を除いたマウスES細胞にはキメラ形成能のあることも確認できた．

　基本培地にFGF-MAPキナーゼシグナル阻害剤とGsk3阻害剤をくわえて培養した野生型のマウスES細胞と，基本培地にFGF-MAPキナーゼシグナル阻害剤のみをくわえて培養したEsrrbを過剰発現したマウスES細胞とを比較した．通常，マウスES細胞はFGF-MAPキナーゼシグナル阻害剤とGsk3阻害剤をくわえることにより長期の培養が可能であるが，FGF-MAPキナーゼシグナル阻害剤の単独では長期の培養は困難であることが知られている．しかし，Esrrbを過剰発現したマウスES細胞はFGF-MAPキナーゼシグナル阻害剤のみでの培養により長期間にわたり維持することができ，そのコロニーはFGF-MAPキナーゼシグナル阻害剤とGsk3阻害剤をくわえて培養した野生型マウスES細胞のコロニーと同様の形態を呈した．また，タンパク質レベルでのEsrrbの発現も両者でほぼ同じ程度であった．このように，Esrrbを過剰発現することによりGsk3阻害剤の機能を代償できたことから，Gsk3を阻害したときと同様に，EsrrbはマウスES細胞の自己複製能の亢進にはたらくことが示唆された（図1b）．

4．マウスES細胞におけるEsrrbの機能はLIFにより代償できる

　EsrrbをノックアウトしたマウスES細胞を作製した．EsrrbノックアウトES細胞はLIFを含む通常の培養条件において，やや平らに広がっているものの野生型のマウスES細胞と同様のコロニー形態を呈し，未分化な状態を保ちながら長期の培養が可能であった．また，EsrrbノックアウトES細胞にはキメラ形成能のあることも確認できた．さらに，mRNAの発現パターンを調べたところ，EsrrbノックアウトES細胞ではKlf4とTbx3の発現レベルが低下していたものの，Oct3/4，Sox2，Nanogなど主要な多能性マーカーの発現はほぼ保たれていた．

　EsrrbノックアウトES細胞をさまざまな培養条件において48時間培養したところ，LIFを含む通常の培養条件のときと同様に，FGF-MAPキナーゼシグナル阻害剤およびLIFの存在においてはKlf4とTbx3の発現レベルが低下したものの，そのほかの主要な多能性マーカーは対象となる細胞と同じ程度の発現を示した．しかし，Gsk3阻害剤のみをくわえて培養したときには，EsrrbノックアウトES細胞においてほとんどの多能性マーカーの発現レベルは著しく低下した．一般に，野生型のマウスES細胞は短期間であればGsk3阻害剤のみの存在での培養が可能であるが，Esrrbのノックアウトによりこのような培養の困難になったことは，EsrrbがGsk3およびTcf3の下流に存在しその発現はGsk3阻害剤の影響をうけるという，さきに述べたEsrrbノックダウン実験のデータと一致した．さらに，おのおのの培養条件における未分化のコロニーの形成能を調べたところ，EsrrbノックアウトES細胞は，FGF-MAPキナーゼシグナル阻害剤とGsk3阻害剤をくわえて培養したときやGsk3阻害剤のみをくわえて培養したときには著しく低い未分化コロニーの形成能を示したが，FGF-MAPキナーゼシグナル阻害剤とGsk3阻害剤のほかLIFをくわえて培養したとき，あるいは，FGF-MAPキナーゼシグナル阻害剤のほかLIFをくわえて培養したときには，ほとんど影響はみられなかった．これらのことから，マウスES細胞におけるEsrrbの機能はLIFの添加により代償できることが示唆された（図1b）．

おわりに

　これまでにもすでに，EsrrbはNanog遺伝子のプロモーターに存在するOct-Sox配列にリクルートされることによりNanogの発現を正に制御するという報告や，Oct3/4遺伝子のプロモーターにはNanog結合部位とともにその近傍にEsrrb結合部位が存在し，EsrrbとNanogはともにそのプロモーター活性の維持に必要であるなど，マウスES細胞においてEsrrbと多能性に関連する主要な遺伝子あるいはタンパク質とのかかわりの示唆される報告はされていたのだが，その詳細は明らかではなかった10,11)．この研究により，EsrrbはGsk3の下流においてTcf3の負の制御を直接にうけることにより，マウスES細胞の多能性を維持するネットワークに寄与していることが示された（図1b）．このことより，今後は，LIFに依存的なネットワークとLIFに非依存的なネットワークとが，どのように協調しあうことでマウスES細胞の多能性を維持しているのか，その詳細をより明らかにしていくうえで，この研究の成果がその一助となることが期待される．
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〈図説明〉

図1　マウスES細胞の多能性の維持にかかわる分子機構

（a）LIFに依存的なネットワーク．

（b）LIFに非依存的なネットワーク．
図2　バイオインフォマティクスによるTcf3の標的遺伝子の候補の抽出
