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〈要 約〉

　がん細胞のようにほぼ無限に拡大培養のできる形質を不死性とよぶことがある．ES細胞も同様の不死性を示すが，さまざまな遺伝子変異をもつがん細胞とは異なり，ゲノムの正常性を維持していると考えられる．この研究においては，ゲノムの異常によらない不死性をES細胞の特徴のひとつととらえ，その分子機構について解析した．その結果，ヒトのES細胞の生存はRhoシグナル伝達経路による転写共役因子YAPおよびTAZの活性化に依存すること，核に蓄積したYAPおよびTAZは多能性幹細胞に不死性を付与することが明らかにされた．すなわち，ES細胞の不死性は，Rhoを介する生存シグナルと多能性幹細胞に特有の分子ネットワークとが核においてYAPおよびTAZを介して相互作用することにより顕在化する，内在的なプログラムを基盤とした形質であることが示唆された．
はじめに

　ヒトを含むほぼすべて多細胞生物の生存には一定の限界がある．このような生存の限界は個々の細胞のレベルにおいても規定されており，現在では，遺伝プログラムとして細胞の分裂の回数が決められていること，また，時間の経過にともなうDNA障害の蓄積が細胞に寿命を付与することが知られている1)．遺伝子の異常の蓄積をへて結果的に寿命を規定するしくみを回避する形質を獲得した細胞ががん細胞であり，増殖を停止すべき状況あるいは生存しえないはずの環境においても増えつづけることにより細胞の社会の恒常性をみだす．このことから，細胞の不死化は生命の原則を逸脱した異常な形質であると考えられてきた．
　一方で，生体の外でも生存し増殖しつづけることのできるというがん細胞の特性は，細胞生物学の進展に大きく寄与した．本来であれば，生命現象の研究においては正常な細胞を対象とすることが望ましい．しかし，さきに述べたとおり，ゲノムの正常性を維持した細胞を生体の外で増やしつづけることはそう簡単ではないという現実があった．
　ところが，それが可能な細胞も実在する．ES細胞（embryonic stem cell，胚性幹細胞）やiPS細胞（induced pluripotent stem cell，人工多能性幹細胞）などの多能性幹細胞はその一例である（図1）．とくに，ES細胞は遺伝子の導入などをともなうことなく樹立される細胞で，体細胞への分化にともない寿命を規定するプログラムに従うようになる．つまり，ES細胞の不死性は細胞の分化に相関した可塑性を備えており，がん細胞の不死性とは本質的に異なり，正常な細胞の営みとして成立することが示唆されている．それでは，ゲノムの異常によらない不死性を可能にする分子機構とはどのようなものなのだろうか．
　筆者らは，ヒトのES細胞の特性を解析するなかで，分散したヒトのES細胞においてはRho→ROCK→ミオシン経路の過剰な活性化を起因とする細胞死が誘導されることを見い出し，細胞間接着装置によるRhoの活性の制御がヒトのES細胞の生存の維持に必須であることを報告した2,3)．また，同じ時期に，Rhoシグナル伝達経路は細胞間接着の状況に応じて細胞死の促進と生存の維持というまったく別の役割をはたすことを見い出した．この研究においては，コロニーとして生存し増殖するヒトのES細胞において，Rhoシグナル伝達経路の担う役割について調べた．
1．ヒトのES細胞の生存および増殖は特異的なRhoシグナル伝達経路に依存する

　ヒトのES細胞は分散処理により死滅してしまうため，維持培養がむずかしく扱いにくい細胞とされてきた．この状況は，ROCK阻害剤がヒトのES細胞の分散培養を可能にするという発見により大きく改善された2)．そののち筆者らは，分散したヒトのES細胞における細胞死の分子機構を解析し3)，現在では，ROCK阻害剤は世界中の研究室において幹細胞の研究に日常的に使用されている．
　ROCK阻害剤が細胞死の抑制に効く以上，その上流のタンパク質であるRhoの阻害も同様の効果を示すはずと考えてRho阻害剤の作用について検討したところ，予想とは逆に，Rho阻害剤を培地に添加しただけで大部分のヒトのES細胞は死滅してしまった．Rhoファミリータンパク質は細胞分裂など細胞のさまざまな活動に関与する多機能タンパク質であることから，グローバルなRhoの阻害が毒性を示すことは十分にありうると考え，当初はこの結果をあまり重視していなかった．しかしながら，RhoのアイソフォームであるRhoA，RhoB，RhoCの選択的なノックダウンを試みたところ，RhoCのノックダウンによりヒトのES細胞は死滅することがわかった．ほかのアイソフォームでは相補できないRhoシグナル伝達経路がヒトのES細胞の生存に機能しているのではと考え，その詳細について検討した．
　上流の特異的なタンパク質の特定をめざしたRNAiスクリーニングにより，Rho活性化タンパク質のひとつであるAKAP-Lbcが同定された．RhoCと同様に，AKAP-LbcをノックダウンするとヒトのES細胞は死滅した．AKAP-Lbcは白血病の患者において同定されたがん遺伝子にコードされ4)，Rhoシグナル伝達経路やプロテインキナーゼAの機能を制御することが報告されていた．このタンパク質の同定により，選択的に活性化されるRhoシグナル伝達経路がヒトのES細胞の生存の維持を担うという仮説が裏づけられた．
　以前の実験の結果とあわせて考えると，コロニー培養においてはAKAP-Lbc→Rho経路が生存の維持にはたらく一方で，分散培養においてはABRという別のRho活性化タンパク質がはたらき細胞死を導くという，細胞間接着の状態に応じた異なるRhoシグナル伝達経路の役割が考えられた．
2．転写共役因子YAPおよびTAZによるヒトのES細胞の生存の維持

　AKAP-Lbc→Rho経路の下流における実行タンパク質について調べるためトランスクリプトーム解析を実施したところ，AKAP-Lbcのノックダウンにより転写共役因子であるYAPおよびTAZの標的遺伝子の発現レベルが低下することがわかった5)．YAPおよびそのホモログであるTAZをノックダウンしたところ，RhoCあるいはAKAP-Lbcのノックダウンの場合と同じく，ヒトのES細胞の生存はいちじるしく阻害された．また，TAZの核への移行を人為的に促進することによりAKAP-Lbcへの依存性がキャンセルされたことから，TAZおよびYAPの機能の不全がAKAP-Lbc→Rho経路の抑制による細胞死のおもな原因であると結論づけた．
　Rhoシグナル伝達経路とYAPおよびTAZの活性とをつなぐ分子機構について検討した．まず，YAPおよびTAZの活性を制御する上流のシグナル伝達経路としてHippo→LATS経路に注目した5)．検討の結果，LATSはヒトのES細胞においても活性化しており，TAZの核への移行と拮抗する効果をもつものの，LATSのノックダウンによりYAPおよびTAZの不活性化をキャンセルすることはできなかった．つづいて，AKAP-Lbc→Rho経路の阻害がとくに基底面の近傍におけるアクチンの動態に劇的な変化を起こすことをうけ，アクチン骨格とYAPおよびTAZとの関連について検討した6)．アクチンの動態の活性化にはたらくタンパク質であるコフィリンのノックダウンにより，AKAP-Lbc→Rho経路の阻害によるYAPおよびTAZの不活性化がキャンセルされること，また，細胞死が部分的にレスキューされることがわかった．このことから，ヒトのES細胞では，AKAP-Lbc→Rho→アクチンという分子カスケードの下流においてYAPおよびTAZの核への蓄積が誘導されていることが示唆された（図2a）．
3．多能性と生存シグナルとの関連

　ヒトのES細胞がAKAP-Lbc→Rho経路に依存的に生存することが明らかにされた一方で，ノックアウトマウスの表現型からAKAP-LbcおよびRhoCは多能性の組織の形成に必須ではないことがわかっていた7,8)．AKAP-Lbc→Rho経路は生体の外での生存および増殖という株化した多能性幹細胞ならではの現象に関与するのではと考え，細胞種のあいだでAKAP-Lbcへの依存性について検討した．その結果，ES細胞あるいはiPS細胞とは異なり，HeLa細胞などのがんに由来する細胞や株化していない正常なヒトの線維芽細胞はAKAP-Lbcに依存性を示さなかった．ES細胞を機能性の体細胞である網膜色素上皮細胞に分化させるとAKAP-Lbcへの依存性を喪失した一方，ヒトの線維芽細胞を初期化して作製したiPS細胞株はAKAP-Lbcに依存性を示すようになった．さらに，ヒトの線維芽細胞の初期化の過程においてAKAP-Lbcをノックダウンすると，iPS細胞様のコロニーの出現が劇的に減少した．これらの結果は，AKAP-Lbc→Rho経路は多能性幹細胞という細胞の状態を背景とした場合にのみ，細胞の生存および増殖を促進するプログラム（すなわち，不死性）を起動するという仮説を支持するものと考えられた．
おわりに

　この研究においては，ヒトのES細胞の生存をささえる分子基盤のひとつとして，Rhoシグナル伝達経路を介したYAPおよびTAZの活性の亢進を同定した．主要ながんの抑制機構として知られている細胞間接着→Hippo経路→YAPおよびTAZの不活性化→増殖の抑制という分子機構が，ヒトのES細胞においては機能していないことは興味深い．AKAP-Lbc→Rho経路の役割のひとつは，密集した細胞塊という生存および増殖にはむいていない環境においても正常な細胞として増えつづけるための“場の調整”であると考えられた．この場の調整は可逆的なプロセスであり，細胞の状態に応じて自由に変動できる可塑性と，長期間にわたりその可塑性を保ちつづける頑強性を備えていた．また，内在性のプログラムとしての不死性は多能性幹細胞に特有の分子ネットワークと密接にリンクした形質であることが示唆されており（図2b），細胞がもつ潜在的な生存能の理解とその応用へむけた重要な知見となるだろう．
　近年，細胞の移植による再生医療への期待が高まっているが，ES細胞やiPS細胞から有用な細胞を分化させて治療や創薬に応用するという戦略は，in vitroにおける生存能および増殖能，ゲノムの恒常性の維持などヒトの多能性幹細胞のもつ特性が前提になっている．生体の外における正常な細胞の維持培養が内包するメリットとデメリットを適切に把握するためにも，ヒトの多能性幹細胞への理解をより深めることは重要ではないだろうか．
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〈図説明〉

図1　ES細胞は初期胚の多能性の組織より株化された正常な細胞である

正常な細胞はin vitroにおいては細胞死や細胞老化を起こしやすいため維持培養がむずかしいが，がん遺伝子の導入などによる形質転換により株化することができる．一方で，ES細胞は形質転換をともなうことなく株化でき，ゲノムの正常性を維持したまま不死性の形質を獲得していると考えられる．
図2　Rhoシグナル伝達経路は核においてYAPおよびTAZを介して多能性幹細胞に特有の分子ネットワークとリンクする
（a）AKAP-Lbc→Rho→アクチンという分子カスケードの下流において，YAPおよびTAZの核への蓄積が誘導される．

（b）内在性のプログラムとしての不死性は，多能性幹細胞に特有の分子ネットワークと密接にリンクしている．
