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要旨 

 ES 細胞は、胚盤胞の将来胚体を形成する内部細胞塊から樹立された細胞であり、胚体外組織への分化

能を失った多能性細胞であると信じられてきた。しかし、ES 細胞には 2 細胞期胚で一過的に活性化する

遺伝子群を発現する亜集団が存在し、この「2 細胞期様細胞」は、初期の着床前胚に移植した場合に、

内部細胞塊だけではなく、栄養外胚葉にも寄与し、分化全能性を有することが報告された。現在までに、

幹細胞の未分化性の維持や体細胞核リプログラミング過程において、Akt シグナルが重要な役割を担っ

ていることが明らかにされている。そこで、本研究では Akt シグナルが ES 細胞から 2 細胞期様細胞へ

の変換に及ぼす影響を検討した。 

 

 ES cells are derived from the inner cell mass of the blastocyst, and have been believed to be pluripotent cells that 

maintain the ability to make embryonic cells but not extra-embryonic tissues. However, it has been reported that 

there is a sub-population of ES cells that express a group of genes that are transiently activated in 2-cell stage 

embryos, and these "2-cell-like cells" have totipotency, the ability to differentiate both in the embryonic and extra-

embryonic cells. To date, it has been shown that Akt signaling plays an important role in the maintenance of 

undifferentiated stem cells and in the process of somatic cell nuclear reprogramming. In this study, we examined 

the effect of Akt signaling on the transition from ES cells to 2-cell-like cells. 

 

 

１. ES 細胞に含まれる 2細胞期様細胞の可視化 

 

ES 細胞に含まれる 2 細胞期様細胞は内在性のレトロウイルスの一種である Murine endogenous 

retrovirus with leucine tRNA primer（MuERV-L）を発現することが知られている。そこで、MuERV-L の発

現を制御する LTR の下流に赤色蛍光タンパク質である tdTomato をコードする遺伝子を繋いだコンスト

ラクト (2C::tdTomato)1）を受精卵の雄性前核にマイクロインジェクションした。その結果、過去の報告



通り、全能性を有する �細胞期胚において �������� の蛍光が確認できた（図 �）。�������は着床前の

発生過程において � 細胞期から一過的に発現することが知られており、������������ により、内在性の

������� の発現を再現できることが明らかとなった。次に、�� 細胞に ������������ を遺伝子導入し、

薬剤選択により安定細胞株を作製した。その結果、ごく一部の細胞が �������� 陽性になることが分かっ

た。また、�������� 陽性細胞をソーティングし、������� により内在性の ������� の発現を確認した

ところ、�������� 陽性細胞でのみ �������の発現を確認することができた（図 �）。これらのことから、

��細胞に含まれる �細胞期様細胞を可視化することが可能となった。 

 

図１� ��細胞に含まれる �細胞期様細胞の可視化 

受精卵の雄性前核に ������� の発現を制御する ��� の下流に �������� をコードする遺伝子を繋いだ

コンストラクト� ���������������をマイクロインジェクションし、�細胞期における ��������の発現を検

討した（上部写真）。��細胞に ������������ を遺伝子導入し、薬剤選択により安定細胞株を作製した（下

部写真）。�������� 陽性細胞をソーティングし、������� により内在性の ������� の発現を確認した。

（下部グラフ）。 

 

２. Akt を条件的に活性化できる ES 細胞の作製 

 

�� 細胞において、��� の酵素活性を迅速に ������ するために、������� 融合タンパク �）を用いた。

�������は、活性化型 ���とエストロゲン受容体のリガンド結合領域の変異体（���）との融合タンパク

質である。�������を発現する ��細胞では、���のリガンドとなる �������������������������の添加・

除去により ��� の酵素活性が可逆的に制御できることが明らかにされている �）。���� 非存在下では、

�������に �����������������������������が結合することにより、不活性状態になる。一方、����存在下

では、����が ���と結合することにより、���が構造変化を起こし、�����から解離する。解離した

�������は細胞膜でリン酸化され活性化状態となる（図 ��）。�細胞期様細胞を可視化できる ��細胞に

����������������発現ベクター遺伝子導入し、薬剤選択により安定細胞株を作製した。この ��細胞に

おいて、�������のリン酸化は、����添加 ��分後から始まり、�時間後にはプラトーに達し、��時間

後とほぼ同程度のリン酸化が観察された（図 ��）。これらのことから、���� の添加により ������� の

リン酸化は非常に速やかに誘導され、そのリン酸化は �� 時間後においても維持していることが明らか

となった。 



 

図２� ���を条件的に活性化できる ��細胞の作製 

（�）����非存在下では、�������に �����が結合することにより、不活性状態になる。一方、����

存在下では、����が ���と結合することにより、���が構造変化を起こし、�����から解離する。解

離した ������� は細胞膜でリン酸化され活性化状態となる。（�）���� 添加後の ������� の活性化状

態を、抗リン酸化 ���抗体を用いたウエスタンブロッティングにより検討した。 

 

３. Akt が ES 細胞から 2細胞期様細胞への変換に及ぼす影響 

 

��細胞から �細胞期様細胞を誘導する過程において ����を添加することにより、�������を活性化

した。その結果、� 細胞期様細胞誘導 � 日目において、� 細胞期様細胞の指標となる �������� 陽性細胞

の割合が顕著に低下することが明らかとなった（図 �）。これまでの研究から、���シグナルを活性化す

ることにより、�� 細胞の未分化性を ��� 非存在下で維持できること �）、�� 細胞と体細胞の細胞融合に

おける体細胞核リプログラミングの効率を増幅すること �）、始原生殖細胞から �� 細胞への脱分化を促

進すること �）、���細胞の樹立効率が上昇すること �）、が報告されており、多能性細胞の誘導や維持に重

要であることが考えられる。したがって、���シグナルは、�細胞期細胞を誘導する条件下でも多能性細

胞を維持する役割を果たす可能性が示唆された。 

 

図３� ���が ��細胞から �細胞期様細胞への変換に及ぼす影響 

��細胞（�����������������������������）を、���を含む培地中で ���のリガンドである ���（��

����������������）存在下で �日間培地交換せずに培養した。��������を �������陽性細胞の指標とし

て蛍光観察（�）、����解析（�）を行った。 

 



４. Tbx3 が ES 細胞から 2細胞期様細胞への変換に及ぼす影響 

 

���は、��細胞の未分化性の維持に関わるサイトカインである ���により活性化されることが知られ

ている �）。また、��細胞において ���の下流分子として知られている ����は、多能性幹細胞において

未分化性の維持や生殖系列への分化能の改善に重要な役割を果たすことが明らかにされている �）。そこ

で、����が ��細胞から �細胞期様細胞への変換に及ぼす影響を検討した。そのために、����の発現を

�����で可視化でき、�����システムによりその発現を条件的に誘導できるベクターを構築した（図 ��）。

このベクターを �������細胞にトランスフェクションし、��時間後に ������������������を添加し、さ

らに �� 時間培養後、���� の発現を ����� の蛍光とウエスタンブロッティングにより検討した。その結

果、���依存的に �����（図 ��）と ����タンパク質（図 ��）の発現が誘導できることが明らかとなっ

た。 

 

図４� ����を条件的に発現する実験系の構築 

�������細胞に ������������������������������（�）と ������������をコトランスフェクション

し、��� 存在下または非存在下で �� 時間培養し、����� の発現を蛍光顕微鏡で観察した（�）。また、

����タンパク質の発現はウエスタンブロッティングにより検討した（�）。 

 

 次に、��細胞（�����������������������������）に ������������������������������と �������

�����を遺伝子導入し、薬剤選択により安定細胞株を作製した。この ��細胞（����������������������

�������������������������）を用いて、����が ��細胞から �細胞期様細胞への変換に及ぼす影響を検

討した。その結果、��� を添加しない条件では、����� 陰性細胞における �������� 陽性細胞の割合は、

�����（�����������×� ���）であった。これに対して、���を添加した場合には �����陽性細胞における

�������� 陽性細胞の割合が �������、��������、および ��������� において、それぞれ �����（�������������

×���）、�������（�������������×� ���）、および �������（�������������×���）となり、いずれの場合に

も、���を添加しない条件よりも高くなることが明らかとなった（図 �）。これらのことから、���は ����

以外の下流分子を介して、��細胞から �細胞期様細胞への変換を抑制することが示唆された。 



 

 

図５� ����が ��細胞から �細胞期様細胞への変換に及ぼす影響 

�� 細胞（�����������������������������������������������）を、��� を含む培地中で ���� � ���� ����

または ����������� 存在下で � 日間培地交換せずに培養した。����� と �������� の蛍光を ���� を用い

て解析した。 
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