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緒言

　発がんの分子機構としてこれまで，遺伝子の変異
あるいは染色体の再編成といった塩基配列の変異に基
づく遺伝情報の異常が主たる要因と考えられてきた．
しかし現在，塩基配列の変異に基づかぬ，即ちエピ
ジェネティックな理由により，本来発現すべきでは
ない遺伝子の発現上昇が見られたり，逆に発現すべき
ものの発現が減少したりすることが，発がんの要因
になり得るのではないかという可能性が考えられ始
めている 1)．この点を支持する最も代表的な例として，
胎児胚盤胞の内部細胞塊から株化した胚性幹細胞（ES
細胞）を挙げることが出来る．この細胞株は塩基配列
には全く変異が認められない．即ちこの細胞株より例
えばマウスであれば正常な個体を生じる事が出来るに
もかかわらず，この細胞株をSCIDマウスの皮下に移
植した場合テラトーマが生じることより，この細胞そ
のものは腫瘍性を持っていることが知られている 2)．
この腫瘍性には，転写因子Oct-4（Oct-3, Oct-3/4とも呼
ばれる）の強い関与が示唆されている 3)．Oct-4は本来，
多能性を持つ内部細胞塊あるいはそれに由来するES
細胞や胚性外胚葉の細胞に発現は限局しており 4-6)，こ
れら細胞の多能性維持に必須な遺伝子であることが知
られている．即ちOct-4を欠失させたこれら細胞では，
自己複製能を失い幹細胞として機能しえなくなり，結
果分化することが既に示されている 7,8)．しかし近年，
このOct-4が，ある種の体細胞がんで発現しているこ
と 9,10)，不死化した細胞にOct-4を強制発現させること
で，トランスフォーメションが認められたこと 11)，ト
ランスジェニックマウスを用いた系で異所的にOct-4を
発現させることで，皮膚の異形成が認められたこと 3)

等より，Oct-4と腫瘍性の強い相関が示されることと
なった．

　一方腫瘍を考える上で，近年 cancer stem cell（がん
幹細胞）の存在が注目されつつある 12)．即ち腫瘍組織
の中には，ごく少数のがん幹細胞が存在しており，こ
の細胞が自律的に自己複製し増殖するとともに，非対
称分裂の過程で分裂能の低下した細胞を生じ，結果こ
れら2 種類の細胞集団から腫瘍組織が形成されること
が，腫瘍形成の機構と考えられるようになった．従っ
てこのがん幹細胞を同定し，これを取り除くことがが
ん治療の上で極めて重要であると考えられている．が
ん幹細胞は，その名の通り「幹細胞」であり，他の正常
な「幹細胞」との類似性，即ち自己複製能があり，従っ
てこの自己複製能を規定している分子機構には共通な
部分が有るのではないかと考えられている．事実これ
まで，Bmi113), β-catenine14)といった遺伝子が自己複
製能を規定する上での重要な候補として知られている
が，しかしいずれの場合もがん幹細胞では，これら
遺伝子に変異が生じ，タンパク質が恒常的に活性化
する，あるいは機能低下することでがん幹細胞として
の性質を獲得することが示されている．このことは上
で述べたOct-4の場合とは大きく異なっている．即ち
Oct-4の場合，野生型タンパク質の異所的な発現がが
ん化の要因であり，即ちOct-4の機能そのものには異
常が認められていない．このようにOct-4による腫瘍
性維持と言う観点から見ると，がん幹細胞とES 細胞
の極めて高い類似性を見いだすことも可能であると考
えられる．事実，ES 細胞によるテラトーマ形成では，
ES 細胞自身はOct-4に依存しながら自己複製し，その
一方で非対称分裂に伴い分化した細胞を生じさせるこ
とにより腫瘍形成がなされており，まさにES 細胞そ
のものが，Oct-4に依存しながら，がん幹細胞として
機能しているとも考えられる．一方，Oct-4の発現が認
められる体細胞がんでは，その発現が組織幹細胞に由
来した細胞に限局していることが知られている．以上
のことより，Oct-4によるES 細胞とある種のがん幹細
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胞での自己複製と腫瘍性維持における重要性は示さ
れたと考えられるが，それでは，これら二つの現象は
そもそも分離できるか，即ちOct-4の下流遺伝子の内

（1）自己複製に関与（2）腫瘍形成に関与の2つのグルー
プに分離出来るか否かはこれまで明らかとされていな
かった．さらに，転写因子であるOct-4が，いかなる遺
伝子の発現を制御することで自己複製能あるいは腫
瘍形成能をES 細胞に付与しているのかが不明である．
そこで私は，Oct-4の変異体を野生型 Oct-4の変わりに
ES 細胞に導入することで，自己複製能と腫瘍形成能
にいかなる影響を及ぼすかを検討することとした．そ
の結果ある種のOct-4 変異体を導入した場合，腫瘍形
成能と自己複製能を分離することに成功し，またその
腫瘍形成能の付与には，Oct-4の下流遺伝子として私
が同定した 15) 転写補助因子 UTF1が 16) 重要な寄与をし
ている可能性を見出したので，ここに報告する．

材料と方法

ES 細胞（ZHBTc 4 株）の培養
　Tet-off 系によりOct-4の発現が制御可能なZHBTc4
株の培養は丹羽らの方法による 8)．なおこの細胞株は
Oct-4の遺伝子座にZeocinおよびBlasticidin 耐性遺伝
子が挿入してあり，通常の培養では，これら薬剤を含
む培地にて培養している．
レスキュー実験
　丹羽らにより開発された方法による 17)．簡単に述
べると，Oct-4の変異体（Oct-4とOct-6のキメラタン
パク質）をコードするcDNAにIRESの配列をはさみ
puromycin 耐性遺伝子を繋ぎ，これら遺伝子をCAGプ
ロモーターのコントロール下におくようにプラスミ
ドを設計する．変異体の構造は図 2 参照．なお黒部分
がOct-6に由来し，白部分がOct-4に由来している．こ
のOct-4 変異体を発現させるプラスミドをZHBTc4 株
に電気穿孔方により導入するとともに，tetracyclinを
添加し内在性のOct-4の遺伝子発現を消失させる．そ
の後 puromycin 存在下で培養し，未分化性を維持した
細胞のコロニーの産生状況により，Oct-4 変異体のレ
スキュー効果を評価する（図 1）．なお一部キメラタン
パク質によりレスキューされた細胞は，継代培養し，
RNAの解析に用いる．また下記のUTF1の過剰発現の
実験に用いる．
UTF 1 の過剰発現
　CAGプロモーター下にUTF1のcDNAならびにIRES
をはさむようにHistidinol 耐性遺伝子を置いたプラス
ミドを作製する．またコントロールプラスミドとして
上記プラスミドからUTF1のcDNAを除いたプラスミ
ドを作製する．Oct-4の変異体によりレスキューされた
細胞に，上記2種類のどちらかを導入し，Histidinol耐
性コロニーを得た後，継代培養する．
テラトーマ形成実験

　ヌードマウス（BALB/cA-nu/nu 株）を2週間，10 ug/ml
の tetracyclinを含む水にて飲料水として与え全処理
した後，Oct-4 変異体によりレスキューされた細胞
に，コントロールプラスミドあるいはUTF1 過剰発
現プラスミドを導入した細胞を接種し，10 ug/ml
の tetracyclinを 含 む 水 に て 飲 料 水 と し て 与 え な が
ら，一ヶ月生育させテラトーマ形成について観察
す る．な お コ ン ト ロ ー ル と し てZHBTc4 株 を 接 種
し，tetracyclin 未処理で飼育しテラトーマ形成を観察
する．
RNase protection assay
　方法は既報による 15)．プローブの設計はcDNAの翻
訳開始コドンATGのAを＋1として；UTF1, ＋226 to
＋544; FGF4,＋2588 to 2784; Sox2, ＋480 to 905; Rex1, 
＋75 to 351;β-actin, ＋903 to 1023を検出するように設
計した． 

結果と考察

レスキュー可能なOct- 4 とOct- 6 キメラタンパク質
　Oct-4はPOUドメインを持つ転写因子のファミリー
に属している．これらファミリーに属し，かつES 細胞
で発現することが知られているものとして，Oct-1と
Oct-6の2つが知られている．しかし，これら2つの転
写因子いずれにおいても，Oct-4の機能を代償するこ
とは不可能であることは丹羽らの報告によりすでに知
られている 17)．しかしなぜ同じPOUドメインに属する
転写因子にもかかわらず，Oct-4のみがES 細胞の自己
複製能および腫瘍性を維持することが可能なのか，す
なわちそのOct-4のどのタンパク質領域が，ES 細胞の
性質維持に必須であるのかを同定することにより，そ
の過程で自己複製能と腫瘍性の分離が可能になるので
はないかと考え，Oct-4とレスキューできないOct-6と
のキメラタンパク質を tetracyclin 処理したZHBTc4に

図 1. レスキュー実験の概要．ZHBTc4 株にTetracyclin 処理
を開始し内在性 Oct-4の発現を消失させると同時に，キメラ
タンパク質発現プラスミドを導入し，puromycinによる薬剤
選択の後，コロニーの形成をもってレスキューされたと判
定する．
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導入することで，レスキュー実験を行うこととした．
その結果図 2に示すようなキメラにおいてレスキュー
可能であることが確認された．すなわち，POUドメ
インのうち，linker portionと呼ばれる部分と，POU-
specificドメインの中の22 番目のスレオニンの両方が
必須であることが明らかとなった．
レスキューされた細胞でのOct- 4 の下流遺伝子 UTF 1
の発現レベル
　なおこのレスキュー実験では自己複製能が可能で
あるか否かを判定することしかできないので，レス
キューされた細胞におけるOct-4の下流遺伝子として
報告された遺伝子についてその発現を確認した．その
結果 FGF4, Sox2, Rex1といった遺伝子ではその発現レ
ベルで，いずれのキメラタンパク質でレスキューさ
れた細胞において変化は見られなかった．しかし同じ
Oct-4の下流遺伝子として同定されたUTF1では，ある
種のキメラタンパク質（Mt K22T）によりレスキュー
された細胞において，顕著な発現の低下が認められた

（図2）．
UTF 1 の発現量に依存したES 細胞の腫瘍性の違い
　以上の結果より，ある種のOct-4とOct-6のキメラで
レスキューされた細胞では，同じOct-4の下流遺伝子
として知られているもののなかで，少なくともUTF1
において発現の減少が認められた．しかしUTF1 以外
の未知なるOct-4の下流遺伝子も同様に発現が低下し

ている可能性も考えられるため，ここでUTF1のみに
焦点を合わせることを目的として，Mt K22Tのキメ
ラでレスキューされた細胞に再度 UTF1を強制発現さ
せることとした．なおここでコントロールプラスミド
を導入した細胞も用意し，UTF1の発現量およびUTF1
の下流に位置する遺伝子のみが異なる2 種類の細胞
株を樹立することとした．このことはもしこれら2 種
類の細胞間で細胞の性質に差が生じたならば，それ
はUTF1の発現量の差に起因すると考えられることに
よる．そこでこれら2 種類の細胞株について，特に腫
瘍性について検討を加えるために，teratoma assayを
行った．その結果，図 3に示すように，UTF1の発現が
減少しているコントロールプラスミドを導入した細胞
では，ほとんど腫瘍の形成が認められなかったのに対
し，UTF1を再度強制発現させた細胞では，正常なES
細胞と同程度の腫瘍形成を認めた．

結論

　ES 細胞は，多能性を持つことならびに無限の増殖
能を持つことから，今後再生医療において有効な材料
になることが期待されている．しかしES 細胞には腫
瘍形成能という性質があり，再生医療実現化の上でひ
とつの大きな障害となっている．すなわち，もし移植
に必要な組織に分化させた細胞の中に，分化しきれず
に腫瘍性を維持したままの細胞が混入していたなら
ば，移植後の腫瘍形成が生ずることが予測されるか
らである．したがってES 細胞の腫瘍性維持の分子機

図 2. 様々なキメラタンパク質によりレ
スキューされた細胞でのOct-4の下流遺伝
子の発現．キメラタンパク質によりレス
キューされた細胞において，Oct-4により
発現が制御されていることが知られている
遺伝子について，RNase protection assay
により発現レベルを確認した．

図 3. UTF1の発現レベルの差による teratoma 形成能について．Mt 
K22Tキメラタンパク質に，コントロールプラスミドあるいはUF1
強制発現プラスミドを導入した細胞を，tetracyclinを飲料水として
飲ませたヌードマウスに接種し，その腫瘍形成能の差について調
べた．なおZHBTc4 株をES 細胞のteratoma 形成能のポジティブコン
トロールとした．
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構解明は，ES 細胞を利用した再生医療実現化には欠
かせぬテーマだと考えられる．そのような中私は今回
の研究において，ES 細胞の持つ自己複製能と腫瘍性
という2つの固有の性質を分離することに成功した．
さらにその腫瘍性維持にはUTF1 遺伝子が重要な寄与
をしていることを示すようなデータを得た．このこ
とは今後のES 細胞を利用した再生医療の実現への一
歩になると期待している．今後はUTF1ノックアウト
ES 細胞を樹立することで，ES 細胞の腫瘍形成能と
UTF1の関連について直接的な証拠が得られればと考
えている．
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