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〈要 約〉

　着床前胚の内部細胞塊から樹立されるES細胞は無限の増殖能および多分化能をもつことから，基礎医学の研究だけでなく再生医療への応用も期待されている．従来，マウスのES細胞の樹立および維持には血清およびLIFを含むS/L培地が用いられてきたが，近年，2種類の阻害化合物およびLIFを含む2i/L培地を用いることにより，血清なしでES細胞を効率よく樹立および維持することが可能になった．また，2i/L培地にて培養するとES細胞における遺伝子の発現パターンやDNAメチル化のレベルが内部細胞塊により類似することから，現在，汎用的に用いられている．しかしながら，今回，筆者らは，2i/L培地にて樹立したES細胞においてはゲノムインプリンティングとよばれる発生に重要なDNAメチル化が消失し，個体発生能が低下することを明らかにした．また，2i/L培地に含まれるMEK1/2阻害剤の濃度を低くする，あるいは，Src阻害剤にて代替することにより，ゲノムインプリンティングを維持したES細胞を効率よく樹立することに成功し，さらに，それらのES細胞は高い個体発生能をもつことが実証された．これらの発見はマウスおよびヒトの高品質な多能性幹細胞の樹立および維持に応用される可能性があり，再生医療および哺乳類の初期発生に関する研究への貢献につながることが期待される．
はじめに

　着床前胚の内部細胞塊より樹立されるES細胞は代表的な多能性幹細胞のひとつである．ES細胞は無限に増殖させることでき，また，さまざまな細胞へと分化させることが可能であることから，発生生物学を含む基礎医学の研究において有用であるのみならず，iPS細胞と同様に，再生医療への応用も期待されている．従来，ES細胞は血清およびLIF（leukemia inhibitory factor，白血病阻止因子）を含むS/L培地を用いて樹立および維持されてきた．しかしながら，これまでの研究により，S/L培地にて樹立したES細胞は多能性に関連する遺伝子として知られるNanog遺伝子やRex1遺伝子の発現パターンが不均一であることや，DNAメチル化のレベルが内部細胞塊と比べ高いことが明らかにされた．近年，MEK1/2阻害剤およびGSK3β阻害剤を添加することによりES細胞を血清なしで培養することが可能となり，現在，この2種類の阻害剤およびLIFを含む2i/L培地はES細胞の樹立および維持に汎用されている1)．実際に，2i/L培地はS/L培地に比べ，ES細胞の樹立効率が高く，多能性に関連する遺伝子の発現パターンがより均一で，さらには，ゲノムの全体にわたるDNAメチル化のレベルが内部細胞塊と同じ程度になることが知られている2-4)（図1）．しかしながら，2i/L培地にて樹立および維持したES細胞のエピゲノム状態の安定性や個体発生能などその品質について詳細には解析されていない．雌雄に特異的な配偶子に由来するDNAメチル化をひきつぐインプリント遺伝子は，父方アレルあるいは母方アレルの一方からのみ発現し，哺乳類の発生に重要であることが知られている5)．しかしながら，アレルに特異的に制御されることから，多能性幹細胞において詳細に解析することは困難であった．そこで，筆者らは，父方アレルと母方アレルの区別が可能な胚を用いて，S/L培地および2/L培地にて樹立したES細胞を解析した．
1．父方アレルと母方アレルの区別が可能なマウスのES細胞の樹立

　父方のゲノムと母方のゲノムの区別が可能なマウスのかけ合わせによりF1世代の胚盤胞を得て，2i/L培地あるいはS/L培地を用いて雌雄につき複数の株のES細胞を樹立した．ここで用いたMSM/Msマウスは日本原産のマウスであり，一般に使用されるマウスと比べ1塩基多型（SNP）を数多くもつため6)，樹立されたマウスのES細胞はアレルの区別が可能で，インプリント遺伝子に関連する解析をより高い精度で行うことができる．
2．2i/L培地にて樹立したES細胞におけるゲノムインプリンティングの消失

　これらのマウスのES細胞のDNAメチル化の状態を全ゲノムバイサルファイトシークエンス法およびメチルseq法にて解析したところ，これまでの報告と同様に，2i/L培地にて樹立したES細胞はゲノムの全体にわたりDNAメチル化に低い状態にあることがわかった．また，詳細な解析から，2i/L培地にて樹立したES細胞では一般にDNAメチル化の高い状態にあるトランスポゾンにおいてもDNAメチル化は低くなっており，さらに，受精ののちもDNAメチル化の維持されるインプリント制御領域におけるDNAメチル化も低下していた．S/L培地にて樹立したES細胞においてDNAメチル化は安定に維持されていたことから，2i/L培地にて特異的にインプリント制御領域におけるDNA脱メチル化の起こることが示唆された（図1）．さらに，ゲノムインプリンティング以外の配偶子に特異的なDNAメチル化の情報も2i/L培地にて消失していた．DNA脱メチル化の程度は雌雄に差があり，メスのES細胞においてその程度は顕著であった．インプリント制御領域におけるDNAメチル化はインプリント遺伝子の片アレル性の発現制御に深くかかわることから，2i/L培地にて樹立したES細胞におけるインプリント遺伝子の発現パターンに着目した．RNA-seq解析から，2i/L培地にて樹立したES細胞においてインプリント遺伝子はインプリント制御領域におけるDNAメチル化の消失にともない両方のアレルから発現することがわかった．以上のことから，2i/L培地にて樹立したマウスのES細胞は発生に重要であるゲノムインプリンティングに異常が起こることが示された．
3．消失したゲノムインプリンティングの不可逆性

　2i/Lにて樹立したマウスのES細胞において消失したゲノムインプリンティングが分化ののちどのように制御されるかを検証した．2i/L培地にて樹立したES細胞はゲノムインプリンティングを消失しているにもかかわらず3胚葉すべての系譜へ分化し効率的にキメラマウスに寄与した．しかし，2i/L培地にて樹立したES細胞をS/L培地にて培養した細胞，あるいは，2i/L培地にて樹立したES細胞から作製した胎仔線維芽細胞は，ゲノムの全体にわたりDNAメチル化されていたが，インプリント制御領域におけるDNAメチル化は依然として消失したままであった．このことから，2i/L培地にて樹立したマウスのES細胞において，インプリント制御領域以外のDNAメチル化の情報は可逆的である一方，インプリント制御領域は分化ののちにもDNAメチル化されないことが示された．
4．2i/L培地にて樹立したES細胞における個体発生能の低下

　ゲノムインプリンティングは哺乳類における個体の発生に重要であることから，2i/L培地にて樹立したマウスのES細胞の個体発生能について核移植により検討した7)．除核した卵にES細胞の核を移植し発生させた胚からクローンマウスが得られるかどうか検証したところ，S/L培地にて樹立したES細胞の核からはクローンマウスが得られたものの，2i/L培地にて樹立したES細胞の核からはクローンマウスは得られなかった．産仔が得られなかった原因をさぐるため，発生10.5日目のクローン胚の胎仔および胎盤を詳細に解析した結果，2i/L培地にて樹立したES細胞の核に由来するクローン胎盤において細胞接着の異常および壊死が高頻度に観察された．これまでの研究から，卵子に由来するDNAメチル化の情報により発現が抑制されるScml2遺伝子は，その抑制が胎盤の発育に重要であることが知られている8)．実際に，2i/L培地にて樹立したES細胞は卵子に由来するDNAメチル化の情報を消失し，S/L培地にて樹立したES細胞と比べScml2遺伝子の発現が亢進していた．2i/L培地にて樹立したES細胞においてScml2遺伝子をノックアウトしたところ，Cdx2遺伝子の強制発現による栄養膜幹細胞様コロニー9) の形成率が上昇したことから，配偶子に特異的なDNAメチル化の情報の消失が胎盤の発育の異常の原因のひとつであると考えられた．
　胚体組織の側への発生能について詳細に解析するため，4倍体補完法により個体発生能を評価した10)．4倍体補完法とは，2細胞期胚を電気融合することにより4倍体胚を作製し，胚盤胞まで発生させES細胞を導入して個体を発生させるものである．4倍体胚は胎盤には寄与できるが胚体には寄与できない．したがって，産仔が得られた場合，その産仔は全身がES細胞に由来する細胞から構成される．4倍体補完法による産仔は，S/L培地にて樹立したES細胞からは得られたものの，2i/L培地にて樹立したES細胞からは得られなかった．また，発生14.5日目の胚において遺伝子の発現を解析したところ，2i/L培地にて樹立したES細胞に由来する胚においてインプリント遺伝子を含む多くの遺伝子の発現が異常を示した．
　以上のことから，配偶子からひき継がれるDNAメチル化の情報はマウスにおける正常な胚体および胎盤の発生に重要であることが示唆された．
5．ゲノムインプリンティングおよび個体発生能を維持したES細胞の樹立法の探索

　ここまでの結果から，2i/L培地にて樹立したマウスのES細胞は遺伝子の発現パターンなど内部細胞塊と類似した性質をもつ一方，配偶子に由来するひき継がれるべきDNAメチル化の情報が消失し，それにより個体発生能が低下することが明らかにされた．これらの課題を解決するため，ゲノムインプリンティングおよび個体発生能を維持したES細胞の樹立の条件を探索した．過去の報告により，MAPキナーゼ経路の抑制とDNAメチル化の低い状態とが関連づけられている11)．そこで，MEK1/2阻害剤の濃度を通常の1/5にした培地，あるいは，MEK1/2阻害剤をSrc阻害剤により代替した培地12) によりES細胞を樹立した．この2つの培地は2i/L培地と同じ程度のES細胞の樹立の効率を示し，一般的にES細胞の樹立が困難とされるマウスの系統13) からも樹立することができた．さらに，RNA-seq解析から，この2つの培地にて樹立したES細胞における遺伝子の発現パターンは，S/L培地にて樹立したES細胞より2i/L培地にて樹立したES細胞に近いことが示された．MEK1/2阻害剤の濃度を通常の1/5にした培地あるいはMEK1/2阻害剤をSrc阻害剤により代替した培地にて樹立したES細胞のDNAメチル化の状態を解析したところ，インプリント制御領域におけるDNAメチル化はS/L培地にて樹立したES細胞と同じ程度に維持されていた．また，4倍体補完法により，この2つの培地にて樹立したES細胞から全身がES細胞に由来するマウスを高効率で作製することにも成功した．以上より，MEK1/2阻害剤の濃度を通常の1/5にした2i/L培地およびMEK1/2阻害剤をSrc阻害剤により代替した2i/L培地により樹立されたマウスのES細胞は，インプリント制御領域におけるDNAメチル化の状態を維持し，さらに，高い個体発生能をもつことがわかった（図2）．
6．マウスのES細胞の雌雄におけるエピゲノム状態の違い

　マウスのES細胞におけるゲノムの全体およびインプリント制御領域におけるDNAメチル化の状態は，メスにおいてより低下する傾向にあった．その原因をさぐるため，ウェスタンブロット法によりDNAメチル化に関与する遺伝子の発現を比較した．その結果，すべての培養条件にて，メスのES細胞において，新規DNAメチル化酵素であるDnmt3aおよびDnmt3bにくわえ，維持DNAメチル化酵素の補因子であるUhrf1の発現量が低下していた．また，Uhrf1の低下は2本のX染色体の活性化の状態と相関していた．実際に，MEK1/2阻害剤の濃度を通常の1/5にした2i/L培地およびMEK1/2阻害剤をSrc阻害剤により代替した2i/L培地により樹立されたメスのES細胞においても，長期にわたる培養ののちにインプリント制御領域におけるDNA脱メチル化が観察され，DNAメチル化は維持されないことが示唆された．つまり，2本の活性化したX染色体をもつメスのマウスのES細胞は，培養の過程において不安定なエピゲノム状態をとることが予想された．
おわりに

　2i/L培地は内部細胞塊の性質を模倣するかたちでマウスのES細胞を樹立および維持することができるとされ，多くの幹細胞研究者のあいだで汎用されてきた．しかしながら，受精ののちもDNAメチル化の維持されるインプリント制御領域を含む配偶子に由来するDNAメチル化の情報は，2i/L培地により樹立されたES細胞において消失することが明らかにされた．実際に，ゲノムインプリンティングの消失したES細胞は個体発生能が低下し，哺乳類の発生における配偶子に由来するゲノムインプリンティングの重要性が示された．MEK1/2阻害剤の濃度を通常の1/5にした2i/L培地およびMEK1/2阻害剤をSrc阻害剤により代替した2i/L培地によるES細胞の樹立は，それらの問題点を解決する新たな手法になりうることが期待される一方，in vivoにおける多能性の状態がin vitroにおいていかに正確に模倣されるかについてはさらなる検証が必要である．今後，真なる多能性幹細胞の培養技術の開発により，多能性幹細胞を用いた再生医療，創薬の開発，基礎医学の研究など，種々の応用への道がさらに加速することが期待される．
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〈図説明〉

図1　S/L培地あるいは2i/L培地にて樹立したマウスのES細胞の性質

2i/L培地はES細胞を効率よく樹立でき，内部細胞塊と類似した遺伝子の発現パターンをもちゲノムの全体にわたりDNAメチル化の低い状態にある一方，配偶子に由来するゲノムインプリンティングが消失する．
図2　ゲノムインプリンティングを維持した質の高いマウスのES細胞の樹立

MEK1/2阻害剤の濃度を通常の1/5にした培地（t2i/L培地），あるいは，MEK1/2阻害剤をSrc阻害剤により代替した培地（a2i/L培地）により樹立されたマウスのES細胞は，ゲノムインプリンティングを維持し高い個体発生能をもつ．また，これら2つの培地はS/L培地に比べES細胞の樹立の効率が高く，遺伝子の発現パターンも内部細胞塊により類似している．
