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§１．研究実施体制 

 

（１）「米田」グループ 

① 研究代表者：米田 悦啓（大阪大学、教授） 

② 研究項目 

・細胞リプログラミングにおける核－細胞質間物質輸送制御機構の解明 

－Oct4の核―細胞質間輸送制御と細胞リプログラミング 

－細胞リプログラミングに適した核－細胞質間物質輸送の場の構築 

（２）「舛本」グループ 

① 主たる共同研究者：舛本 寛（財団法人かずさ DNA研究所、室長） 

② 研究項目 

・脱落制御可能な人工染色体の構築と iPS細胞の作製 

 

 

§２．研究実施内容 

(文中に番号がある場合は（３－１）に対応する) 

 

研究実施内容： 

１）細胞リプログラミングに必須の因子である Oct4 の核－細胞質間輸送制御機構の解析を行い、

さらに、その核―細胞質間輸送のバランスを変化させたOct4変異体を用いて、その重要性を明ら

かにする。また、importinファミリーやヌクレオポリンの細胞リプログラミングや ES細胞の未分化維

持における役割を解析する。 

２） tetO 配列を含む合成反復 DNA からなる人工染色体（tetO-HAC）に loxP 配列を挿入し、こ

の部位へ tTS 遺伝子の発現カセットを組み込む。tTS の結合によりヘテロクロマチン化が誘導さ

れると自身のセントロメア機能が破壊される人工染色体（自己脱落制御可能な人工染色体）を構
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築する。この人工染色体上の loxP 部位に、更に山中４因子（Oct4, SOX2, Klf4, c-Myc）の発現

カセットを組み込み、MEFへ導入して iPS細胞誘導と人工染色体の脱落制御を行う。 

１. Oct4 の核―細胞質間輸送と細胞リプログラミング 

Oct4の核―細胞質間輸送の平衡状態を変えた Oct4変異体を発現する ZHBTc4 由来の安定

発現細胞株を用いてマイクロアレイ遺伝子発現解析を行った。その結果、ほとんどの Oct4下流

の遺伝子群は変異型 Oct4 によっても野生型 Oct4 と同様に制御されていることが分かった。ま

た、発現に差異の見られた Oct4 下流の遺伝子に関しては、変異型 Oct4 と Sox2, KLF4, 

c-Myc による MEF のリプログラミングの際にそれらの過剰発現やノックダウンを行ったが、有意

な影響は見られなかった。リプログラミングに必要な核内リプログラミング関連因子を単離・同定

する目的で、野生型、あるいは変異型 Oct4を発現する安定発現細胞株を用いて、核画分に存

在する Oct4結合タンパク質の単離・同定を進めている。 

２．細胞リプログラミングに適した核－細胞質間物質輸送の場の構築 

ES 細胞で高発現を示す複数の importinβ ファミリー遺伝子をそれぞれノックダウンすると、

Nanog、Oct4、Sox2 の遺伝子発現に、それぞれが異なる影響を示すことが分かった。また、

ES 細胞の未分化性維持に不可欠である輸送因子 importin α1 は核膜孔構成因子の一つで

あるNup153と結合し、importinα/β依存的なタンパク質の核内輸送を促進していることが分か

った 1)。さらに、通常、細胞質に存在する importin α1の核内集積が細胞の老化をもたらすこと

がわかった 5)。 

３． 脱落制御可能な人工染色体の作製 

遺伝子組込み部位（loxP 配列）を挿入した人工染色体を作製し、この部位へヘテロクロマチン

化を誘導する tTS 遺伝子（tetR-SDkid融合蛋白質）発現カセットを組み込んで、自己脱落制御

可能な人工染色体を作製した 3) 4)。更に、この人工染色体へ山中４因子（Oct4, SOX2, Klf4, 

c-Myc）からなる各種発現誘導カセットを組み込み、これら４因子からの多様な発現レベルを確

認した。 

４. 人工染色体導入法の改良と iPS細胞の誘導 

既存の微小細胞核導入法と共に、分裂期人工染色体を単離しリポフェクションにより細胞へ導

入する方法の２通りの方法を用いて、iPS 細胞誘導カセットを組み込んだ人工染色体を MEF

へ導入し、iPS細胞誘導と人工染色体脱落実験を進めている。 
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