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1.緒論	

	

1.1.多能性幹細胞	

	 マウスの胚発生において、受精した日を 0 日目とした場合、受精後 3.5 日目には着床前

の「胚盤胞」という発生ステージになる。この胚盤胞は大きく分けて３種類の細胞群から構成され

ており、それぞれ(1)内部細胞塊、(2)栄養外胚葉、(3)原始内胚葉という。このうち、将来、身体

を構成する全ての組織の細胞に分化するのは「内部細胞塊」である。内部細胞塊の細胞は内胚葉、

中胚葉、外胚葉の三胚葉に分化できる能力（多能性）を有しており、1981 年にマウスの内部細胞塊

から樹立された多能性幹細胞が「胚性幹細胞（embryonic	stem	cell：ES 細胞）」である[1,2]。多

能性幹細胞の特徴は多能性を有していることの他に、未分化性を維持していること、自己複製能を

有していること、また、増殖速度が速いこと（倍加時間は 16〜19 時間）などが挙げられる[3]。ES

細胞は、胚盤胞への移植により高効率にキメラマウスを形成する[1-3]。ES 細胞を用いた研究は、

発生学的にも、再生医療への応用という観点からも非常に重要である。	

	 マウス ES細胞は、様々な転写因子により、自身の未分化性を維持している。例えば、Oct3/4、

Nanog、Sox2 などは、マウス ES 細胞の未分化性維持に必須な転写因子である[3]。これらの未分化

性維持に必須な転写因子を繊維芽細胞などの体細胞（分化細胞）で過剰発現させると、多能性を獲

得し、ES 細胞のような多能性幹細胞に初期化（リプログラミング）される。この細胞を「誘導型多

能性幹細胞（induced	pluripotent	stem	cell：iPS 細胞）」という[4,5]。ヒトにおいても ES/iPS

細胞が樹立されており、胚発生についての基礎研究や再生医療への応用研究が飛躍的に発展した

[5]。	

	 マウス ES/iPS 細胞は、前述したが Oct3/4、Nanog、Sox2 などの「未分化性維持転写因子」

により、その状態が保たれている。これらの未分化性維持転写因子の発現は、様々なシグナルによ

り、その下流で制御されている[6]。主要シグナルには、leukemia	inhibitory	factor	(LIF)シグ

ナル、bone	morphogenetic	protein	4	(BMP4)	シグナル、Wnt シグナルがあり、それぞれのシグナ

ルの下流で未分化性維持に寄与する転写因子の発現を調節している[3,6−11]。一方、fibroblast	

growth	factor	4	(FGF4)シグナルはその下流で分化促進に寄与する遺伝子の転写を促進するため、

「分化促進シグナル」と言われている[12-15]。FGF4 シグナルに加え、当研究室により Fas シグナ

ルも分化促進に寄与していることが報告された[16,17]。Fas シグナルの下流で活性化する Caspase	

3 は未分化維持に必須な転写因子の一つの Nanog を分解する[16,17]。これらのシグナルと、転写因

子のバランスによりマウス ES 細胞の未分化・分化は複雑に制御されている。	

	 マウス ES/iPS 細胞は、培地に LIF を加えることで未分化性を維持する。培地中の LIF は

マウスES細胞の細胞膜上にあるLIF受容体と結合し、その後、LIF受容体はglycoprotein	130（gp130）

と結合する。gp130 はその下流で janus	kinase（JAK）、signal	tranducer	and	activator	of	

transcription	3	 （Stat3）をリン酸化し、活性化する[7]。リン酸化 Stat3 は核に移行した後、

Oct3/4、Nanog、Sox2 といった未分化性維持転写因子の転写を促進する[7]。マウス ES/iPS 細胞に
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おいて、LIF/Stat3 シグナル経路以外にも、BMP4/	extracellular	signal-regulated	kinase	5	(Erk5)

シグナル経路、Wnt/β-catenin シグナル経路なども未分化性維持転写因子の転写を促進する

[3,6,8-11]。	

	 一方、ヒト ES/iPS 細胞は、培地に LIF を加えても未分化性を維持せず、分化してしまう。

LIF の代わりに、FGF2、または、Activin	A を加えることで、ヒト ES/iPS 細胞の未分化性は維持さ

れる[3,6-11]。ヒト ES/iPS 細胞を用いた様々な解析により、ヒト ES/iPS 細胞において、LIF シグ

ナルは未分化性維持に関与しておらず、FGF/ Erk1/2 シグナル経路と、Activin/ mothers	against	dpp	
homolog	2（Smad2）シグナル経路が未分化性維持に必須なシグナルであることが解明されている

[3,6-11]。このマウス ES/iPS 細胞とヒト ES/iPS 細胞のシグナル要求性の差異は、当初、マウスと

ヒトの動物種による違いであると考えられていた。その後、ヒト以外の哺乳類であるサル、ウサギ、

ブタ、ラットなどからも ES/iPS 細胞が樹立されたが、これらすべての多能性幹細胞の未分化性に

LIF/Stat3 シグナルは関与しておらず、ヒトと同じ FGF/Erk1/2 シグナル経路と、Activin	/Smad2

シグナル経路が未分化性維持に必須なシグナルであった[3,6-11]。最終的には、マウスの ES/iPS

細胞のみに LIF 要求性があることとなった。	

	 マウスの着床前の胚から樹立されたマウス ES 細胞に対し、少し発生段階の進んだ受精後

5.5 日目の着床後の卵円筒胚のエピブラストから、多能性幹細胞であるマウスエピブラスト幹細胞

（epiblast	stem	cells：EpiSCs）が、2007 年に樹立された[18,19]。また、マウス ES 細胞は、LIF

を添加せずに、代わりに FGF2 と、JAK 阻害剤（LIF シグナル阻害剤）を加え培養すると ESC-derived	

EpiSCs	(ESD-EpiSCs)に分化することも報告された[20]。マウス EpiSCs/ESD−EpiSCs は、ヒトを含

めたマウス以外の哺乳類と同じく、未分化性維持に LIF シグナルは寄与しておらず、FGF/Erk1/2

シグナル経路と、Activin	/Smad2 シグナル経路が未分化性維持に必須な主要シグナルであることが

明らかにされた[3,6-11]。さらに、網羅的な遺伝子発現やエピジェネティックな制御の状態は、マ

ウス ES/iPS 細胞とヒト ES/iPS 細胞とでは全く異なっているが、マウス EpiSCs とヒト ES/iPS 細胞

とでは酷似していた[3,6-11]。このことから、当初、考えられていた LIF 要求性の有無は「動物種

による違い」ではなく、「多能性幹細胞の対応する発生ステージの違い」であると考えられており、

現在にいたってもそのように考えられている。言い換えるならば、マウス ES/iPS 細胞より、ヒト

ES/iPS 細胞の方が分化している多能性幹細胞なのである。マウス ES/iPS 細胞のように着床前の内

部細胞塊に対応する多能性幹細胞を「ナイーブ状態」と言い、マウス以外のヒトを含めた着床後の

エピブラストに対応する多能性幹細胞を「プライム状態」と呼ばれている（図１）。	

	 ナイーブ状態とプライム状態の特徴の違いは、シグナル要求性以外にも、様々ある。例

えば、ナイーブ状態の多能性幹細胞は単一細胞での培養が可能であるのに対し、プライム状態では、

単一細胞にすると死滅してしまう（アポトーシスが促進する）[3,6-11]。プライム状態の多能性幹

細胞の継代は、トリプシンなどを用いて単一細胞にすることができないため、コロニーを単一細胞

にならない程度に小さく砕き継代するという高度な技術が求められる。また、プライム状態の多能

性幹細胞は、ナイーブ状態の多能性幹細胞と比較して、増殖が遅く、遺伝子導入効率も悪い。これ
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らの理由から、プライム状態のヒト ES/iPS 細胞は実験を行うにあたり「扱いにくい細胞」である。

そこで、近年、ヒト ES/iPS 細胞をプライム状態からナイーブ状態へ移行させようとする研究が盛

んに行われているが、報告はまだ少ない[6]。ヒト ES/iPS 細胞のナイーブ化は再生医療への応用は

もちろん、発生学的観点からも大変興味深い。プライム状態の ESD−EpiSCs は、FGF2 の代わりに LIF

と、Wnt シグナル促進剤（CHIR99021,CHIR）、FGF シグナル阻害剤（PD0325901,PD03）を加え、培養

することによりナイーブ状態のマウス ES/iPS 細胞に戻すことができる（図 2）[20]。ESD−EpiSCs

のナイーブ化モデルを用いて、ナイーブ化効率の促進、または、抑制因子を同定することは、ヒト

ES/iPS 細胞のナイーブ化、または、なぜマウス以外の哺乳類の多能性幹細胞はプライム状態なのか

という謎の解明につながることが期待できる。	

図 1：ナイーブ状態とプライム状態の多能性幹細胞における特徴	
多能性幹細胞には、着床前の胚盤胞の内部細胞塊の特徴を有するもの（ナイーブ状態）と、着床後のエピブ
ラストの特徴を有するもの（プライム状態）の 2種類がある。ナイーブ状態の多能性幹細胞には、マウス ES/iPS
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細胞があり、プライム状態の多能性幹細胞には、マウス EpiSCs やヒト ES/iPS 細胞、または、マウスとヒト
以外の哺乳類の ES/iPS 細胞などがある。ナイーブ状態の多能性幹細胞の未分化性は、LIF/Stat3、Wnt/β
-catenin、BMP4/Erk5 シグナルなどにより維持されている。プライム状態の多能性幹細胞の未分化性は、
FGF2/Erk1/2、Activin	A/Smad2 シグナルにより維持されている。シグナル以外にも、ナイーブ状態とプライ
ム状態の違いには、コロニーの形態、増殖速度、単一細胞培養ができるか、遺伝子導入効率などがある。	
	

	

	
図 2：ナイーブ状態のマウス ES 細胞とプライム状態の ESD−EpiSCs の誘導・培養法	

左の写真で示したのはナイーブ状態のマウス ES 細胞である。LIF を添加し、接着培養すると未分化性を維持
する。一方、右の写真で示した ESD−EpiSCs は、FGF2 を添加し、接着培養すると未分化性を維持する。マウ
ス ES 細胞の培地に LIF を加えずに、代わりに FGF2 と JAK 阻害剤（LIF/Stat3 シグナル阻害剤）を添加し、
培養すると ESD−EpiSCs に誘導することができる。ESD−EpiSCs の培地に FGF2、JAK 阻害剤を加えずに、代わ
りに LIF、Wnt シグナル促進剤（CHIR）、FGF シグナル抑制剤（PD03）を加え培養を行うと、一部の細胞がナ
イーブ状態（ナイーブ状態のマウス ES 細胞様の細胞）に戻る。ナイーブ状態に戻ることのできなかった細胞
は死ぬ。ナイーブ状態の細胞はアルカリフォスファターゼ陽性であり、プライム状態の細胞はアルカリフォ
スファターゼ陰性であるため、アルカリフォスファターゼ染色により陽性のコロニー数を数えることでナイ
ーブ化効率を測定することができる。	

	

	 多能性幹細胞の状態を決定する種々のシグナルは、様々なシグナル構成因子から成る。

前述したが、LIF シグナルの細胞質内構成因子には Jak や Stat3、この他にも、Akt などがある[7]。

Wnt シグナルの細胞質内構成因子にはβ-catenin や glycogen	synthase	kinase	3（Gsk3）、BMP4

シグナルの細胞質内構成因子には Smad1/5/8 や Erk5 などがある[3,6,8-11]。これらの細胞質内構

成因子の活性化・不活性化はリン酸化、ユビキチン化、糖鎖修飾などの様々な翻訳後修飾により制

御されている[3,6-11]。例えば、Akt はリン酸化されることで活性化され、β-catenin はリン酸化

を受けるとユビキチン/プロテアソーム系により分解される。つまり、翻訳後修飾が各シグナルを

調節し、最終的に、多能性幹細胞の未分化・分化を決定している。また、翻訳後修飾以外にも、細

胞を取り巻く培地中に存在する活性酸素や活性窒素などの活性種がシグナルを制御しているとい

う報告もある[21,22]。	

	 本研究では、ナイーブ状態のマウス ES 細胞、または、プライム状態の ESD−EpiSCs を用

いて、（１）：細胞質内翻訳後修飾と（２）：細胞外の活性種に着目し、（１）では、核・細胞質内糖

鎖の O-GlcNAc（O-結合型 N-アセチルグルコサミン）に着目し、「プライム状態の ESD-EpiSCs、

ESD-EpiSCs からナイーブ状態のマウス ES 細胞への移行における O-GlcNAc の機能の解明」、（２）で

は、「培地中の活性種がナイーブ状態のマウスES細胞の分化にあたえる影響の解明」を目的とした。
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さらに、（２）では、医療用プラズマ照射装置を用いて照射を行い、培地中に活性種を産生させた

「プラズマ照射培地」も用いて、「プラズマ照射培地のナイーブ状態のマウス ES 細胞の分化にあた

える影響」も合わせて解析した。	

	

1.2.O-GlcNAc の合成と機能	

	 核・細胞質内に存在する種々のタンパク質は、セリン、スレオニン残基に、N-アセチル

グルコサミン（GlcNAc）が 1 分子結合した O-GlcNAc 修飾を受けている。O-GlcNAc 転移酵素（Ogt）

は、タンパク質のセリン、スレオニン残基に、UDP-GlcNAc から GlcNAc をβ-O-グリコシド結合で転

移する[23,24]。一方、O-GlcNAc 修飾は O-GlcNAc 分解酵素（Oga）により分解される(図 3)[24]。	

図 3：O-GlcNAc 修飾	
Ogt（O-GlcNAc 転移酵素）は、ヘキソサミン生合成経路（HBSP）
から生成された UDP-GlcNAc から、1 分子の GlcNAc を O-β-
グリコシド結合で、タンパク質のセリン・スレオニン残基
の水酸基に転移する糖転移酵素である。Oga（O-GlcNAc 分解
酵素）はタンパク質上の O-GlcNAc を分解する酵素である。
図の絵は、David	J.	Current	Opinion	in	Chemical	Biology.	
2012.	16.	488–497.を参考に改変した。	
	

	

	 Ogt には、nucleocytoplasmic	Ogt	(ncOgt)、	mitochondrial	Ogt	(mOgt)、	short	Ogt	(sOgt)

の 3 つのアイソフォームがあり、ncOgt と sOgt は核と細胞質に局在し、mOgt はミトコンドリアに

局在することが報告されている（図 4A）[25,26]。これら 3 つのアイソフォームは、Ogt の N 末端

にある tetratricopeptide	repeat	(TPR)という繰り返し配列の長さによって決まる[26]。TRP 領域

は、Ogtの標的タンパク質の認識に寄与すると考えられている[26]。一方、Ogaにはlong-Oga	(L-Oga)

と	short-Oga	(S-Oga)の 2 つのアイソフォームがあり、どちらも核と細胞質に局在することが報告

されている（図 4B）[24,28,29]。L-Oga は N 末端に O-GlcNAc 分解活性領域を持っており、また、C

末端にヒストンアセチル化（histone	acetyl	transferase	：HAT）領域を持つ[28,29]。S-Oga は、

N 末端に O-GlcNAc 分解活性領域を持つが、C 末端に HAT 領域はなく、S−Oga の機能については不明

な点が多い。	

	
図 4：Ogt と Oga の各アイソフォームに
ついて	
Ogt には ncOgt、mOgt、sOgt の 3 つのアイソ
フォームがあり、C 末端に共通の O-GlcNAc
転移活性領域を持つ。3つのアイソフォーム
は、N末端の TRP 繰り返し領域の長さによっ
て決まる。TRP 繰り返し領域はタンパク質の
認識に関与すると考えられている。Oga には
L−Oga と S−Oga の 2 つのアイソフォームがあ
り、N 末端に共通の O-GlcNAc 分解活性領域
を持つ。L−Oga の C 末端にはヒストンアセチ
ル化(HAT)領域を持つが、S−Oga は持ってい
ない。図の絵は、Harwood	KR,	Hanover	JA.	J	
Cell	Sci.	2014.	127.	1857-1867.を参考に
改変した。	
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Ogt と Oga は、細胞質や核に存在する唯一の糖転移酵素、および、糖分解酵素である[24]。Ogt に

よる O-GlcNAc 修飾は、リン酸化される箇所、または、その近傍で行われるため、「O-GlcNAc 修飾は

リン酸化と競合関係にある」と考えられている[24]。また、リン酸化抑制以外にも、O-GlcNAc は、

タンパク質の安定化、タンパク質の局在の決定、エピジェネティックな制御、または、転写因子の

転写活性を制御していることが報告されている[24]。	

	 O-GlcNAc はナイーブ状態のマウス ES 細胞において、様々な機能を調節していることが報

告されている[29-33]。Ogt をノックアウトしたマウスが胚性致死であり、マウス ES 細胞において

Ogt をノックダウンさせると細胞死を誘発することから、Ogt はナイーブ状態のマウス ES 細胞にお

いて生存に必須であることが明らかにされている[29]。Ten-eleven	translocation-1	(Tet1)は、

5-メチルシトシンを 5−ヒドロメチルシトシンに変換する酵素であり、この 5−ヒドロメチルシトシ

ンはDNAの脱メチル化経路の中間体であるとされている。ナイーブ状態のマウスES細胞において、

Tet1 は O-GlcNAc 修飾を受けており、Tet1 上の O-GlcNAc は Tet1 タンパク質の安定化に寄与し、結

果としてナイーブ状態の維持に寄与していることが報告されている[30,31]。Tet1 以外にも、未分

化性維持転写因子の１つである Oct3/4 も、ナイーブ状態のマウス ES 細胞において、O-GlcNAc 修飾

を受けている。Oct3/4 上の O-GlcNAc は、Oct3/4 の転写標的遺伝子のうち、ナイーブ状態の維持に

必須な遺伝子群の転写を促進している[32]。つまり、Oct3/4 上の O-GlcNAc は、Oct3/4 の転写活性

を制御し、ナイーブ状態のマウス ES 細胞を維持している。また、ナイーブ状態のマウス ES 細胞か

ら neuroectodermal	precursors	（神経外胚葉前駆体）の細胞に分化する過程でプライム状態のエ

ピブラストに対応するステージを通過する[33]。この分化系を用いた解析から、ナイーブ状態のマ

ウス ES 細胞がプライム状態に移行する際に、Ogt 阻害剤を加えると、細胞が死滅することが明らか

になっている[33]。これは、ナイーブ状態からプライム状態への移行の際に Ogt が生存に必須であ

ることを意味する。一方、Oga 阻害剤を加えても、ナイーブ状態からプライム状態への移行には影

響はない[33]。ナイーブ状態のマウス ES 細胞は接着培養、かつ、LIF を培地に添加することで未分

化性を維持するが、LIF を除き、浮遊培養すると、in	vivoの胚発生を模した胚様体（embryoid	body：

EB）を形成する[35]。この EB 形成法によりマウス ES 細胞の三胚葉分化について検討することがで

きる。ナイーブ状態のマウス ES細胞からの EB形成を解析した結果、EB形成後 4日目以降から ncOGT

と O-GlcNAc の発現が減少することが分かっている[32]。また、プライム状態のヒト ES 細胞からの

EB 形成を解析した結果、EB 形成を開始すると急速に ncOGT と L−OGA の発現量は減少することも明

らかにされている[34]。加えて、プライム状態のヒト ES 細胞に OGA 阻害剤を加えても、生存性や

未分化性に影響がないため、OGA はヒト ES 細胞においてプライム状態の維持には関与しないとされ

ている[34]。しかし、プライム状態のマウス ESD-EpiSCs、および、プライム状態の ESD-EpiSCs か

らナイーブ状態への移行における O-GlcNAc の機能については不明であった。	

	 本研究は、「プライム状態の ESD-EpiSCs における O-GlcNAc の機能と、プライム状態の

ESD-EpiSCs からナイーブ状態のマウス ES 細胞へ戻す際の O-GlcNAc の機能の解明」を第一の目的と

した。	
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1.3.活性種とプラズマ照射	

	 前述した O-GlcNAc は核・細胞質内における翻訳後修飾の１つであるが、細胞内環境以外

にも細胞外からのある種の刺激・ストレスによりシグナルが制御されているという報告がある

[21,22]。したがって、シグナル制御機構の解明のためには、細胞内における制御機構の解明と合

わせて、細胞外因子によるシグナル制御機構を解明することも重要である。近年、細胞外からの刺

激・ストレス因子として、培養液中に存在する過酸化水素（H2O2）などの活性酸素種が注目されて

いる。分子機構については不明な点が多いが、外部からの酸化ストレスにより、シグナルが制御さ

れているということが報告されている[21,22]。これらの活性種によるシグナル制御は、総称して

「レドックスシグナル」と呼ばれている。造血幹細胞[36]や、成体心筋幹細胞[37]において、細胞

質内の低濃度の活性酸素の１種である H2O2が未分化性維持に寄与し、一方、細胞質内の高濃度の H2O2

は分化に寄与することが報告されている。また、近年、H2O2などの活性酸素種（ROS）は、様々な組

織幹細胞の老化において重要な因子の１つとして注目されている[38-40]。様々な組織には、恒常

性を保つためにその組織に特異的に分化する能力と、自己複製能を有している組織幹細胞がある。

造血幹細胞や間葉系幹細胞がそれにあたる。これらの組織幹細胞は老化するにつれ細胞内に ROS が

蓄積し、最終的にアポトーシスや細胞周期の停止、分化異常、悪性腫瘍化などにつながることが報

告されている[38-40]。例えば、ヒトの造血幹細胞は加齢に伴い、細胞内に ROS が蓄積し、その結

果、増殖異常、悪性腫瘍化、自己複製能の抑制、アポトーシスなどが引き起こされる[40]。組織幹

細胞の老化における ROS の機能については不明な点が多いが、ROS の機能を解析することで、不可

逆的と言われてきた幹細胞老化を若返らせることが期待されている。活性種によるシグナル制御に

関しては、ナイーブ状態のマウス ES 細胞において、ROS が分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ

シグナルの構成因子である、Erk1/2、Jun-N-terminal	kinase	(Jnk)、p38 を活性化することが報告

されている[21,22]。しかし、培地中の活性種がナイーブ状態のマウスES細胞の分化に与える影響、

または、分化を制御するシグナルへの影響については不明であった。	

	 本研究は、「ナイーブ状態のマウス ES 細胞の分化に対する培地中の活性種の効果」を、

シグナルとの関連も含め明らかにすることを第二の目的とした。	

	 溶液中に様々な活性種を作り出す方法の１つに、ガスプラズマ照射処理がある[41]。ガ

スプラズマ照射は怪我や病気の治療の道具として、実際に使用されている[41,42]。プラズマ医療

に用いられている装置の 1 つに低温	atmospheric-pressure	plasma	(APP)装置がある(図 5)[42]。	
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図 5：プラズマ照射装置とプラズマ照射時の様子	
左の写真で示したのは、低温 APP 装置からプラズマが放出している様子である。今回、大阪大学の浜口先生
から貸与していただいた低温 APP 装置を用いた。右の写真は、実際にプレートの各 well に加えた細胞培養用
培地にプラズマを照射している様子である。	

	

医療における低温 APP 照射の効果には、組織殺菌[42]、血液凝固（止血効果）[43]、血管新生[44]、

創傷治癒[45]、腫瘍の除去[46]などがある。プラズマ照射を培地や水などの液体中に行うと、その

液体中に、様々な活性種が生成されることが報告されている[47]。活性酸素種（ROS）や活性窒素

種（RNS）がそれにあたる[47]。プラズマ照射により生成される主要な ROS に H2O2がある[47]。本

研究では、「H2O2を添加した培地」と、実際に医療の現場で用いられている低温 APP 装置を使い、培

地中に活性種を生成させた「プラズマ照射培地」の 2 種類を用い、培地中の活性種がナイーブ状態

のマウス ES 細胞からの分化に与える影響を EB 形成法で解析した。「H2O2を添加した培地」と「プラ

ズマ照射培地」で共通の影響が出た場合は、培地中の H2O2による影響であり、「プラズマ照射培地」

による影響が、「H2O2を添加した培地」では認められなかった場合は、培地中の H2O2以外の活性種に

よる影響である。	

	 本研究による成果は、活性種による分化に関わるシグナルへの影響の解明だけでなく、

プラズマ照射装置が創傷治癒などのツールだけでなく、再生医療にも応用できることを強く示唆す

るものである。また、幹細胞老化においても、本研究と同様のシグナル経路が促進・抑制されてい

る可能性が示唆するものである。	
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2.材料と方法	

	

2.1.実験に使用した各種阻害剤	

	 本研究は、Ogt阻害剤（Ogti）：Phenyl	5-chloro-2-oxo-3-hydrobenzoxazole-3-carboxylate	

(TimTec)[48]、	Oga 阻害剤（Ogai）：PUGNAc	(Sigma)[49]、Mek 阻害剤（FGF シグナル阻害剤）：	

PD0325901	(Wako)、	GSK3 阻害剤（Wnt シグナル促進剤）：	CHIR99021	(Wako)を用いた。これら全

ての阻害剤は、dimethyl	sulfoxide	(DMSO)	(Sigma)を溶媒として希釈してから実験に用いた。阻

害剤を用いた実験におけるコントロールは、使用する阻害剤の量に合わせ、DMSO を培地に添加した

ものを用いた。	

	

2.2.細胞培養	

2.2.1.マウス ES 細胞の維持	

	 本研究では、R1 マウス ES 細胞株を用いた[50]。マウス ES 細胞は、10	μg/ml	mitomycin	

C	(Sigma)で不活化したマウスの繊維芽細胞（MEFs）上で培養・維持した。ナイーブ状態を維持す

るために以下の「マウス ES 細胞用培地」を用いた。基本培地の DMEM	(Gibco)に、15	%	fetal	bovine	

serum	(Hyclone	Laboratories)、1%	penicillin/streptomycin	(Gibco)、0.1	mM	2-mercaptoethanol	

(Gibco)、0.1	mM	nonessential	amino	acids	(Gibco)、1,000	U/ml	LIF	(Chemicon	International)

を添加した。培地は毎日、新鮮なものに交換し、1 日置きにトリプシンを用いて継代を行った。	

	

2.2.2.Ogt ノックダウン解析	

	 Ogtのノックダウン(KD)を行うために、Ogtを標的とした small	hairpin	RNA	(shRNA)発

現ベクターを作製した。また、enhanced	green	fluorescent	protein	(EGFP)を標的とした small	

hairpin	RNA	(shRNA)発現ベクターをネガティブコントロールとして用いた。KD ベクターは、

pSilencer	3.1-H1	(Ambion)を用いた。RNA 干渉に用いた配列は siDirect	

(http://sidirect.jp/esd/modules/modsiperfect/)により設計した。本研究に用いた KD 配列を以

下に示す。	

EGFP：	5'-GATCCCGCCACAACGTCTATATCATGGGGAAAATCCATGATATAGACGTTGTGGCTTTTTTGGAAA-3′、	

Ogt	KD	1：	5'-GATCCCCCTGTATCGCAAAGCATTAGAGCTTCCTGTCACTCTAATGCTTTGCGATACAGGTTTTTTA-3′、	

Ogt	KD	2：	5'-GATCCCGTTGCAGACGGATGATATATAGCTTCCTGTCACTATATATCATCCGTCTGCAACTTTTTTA-3'。	

Ogt	KD	1 は Ogtの coding	region で設計し、Ogt	KD	2 は Ogtの 3'	untranslated	region	(3'	UTR)

で設計した。トランスフェクションの前日に、1	×	106個のマウス ES 細胞を、MEFs を用いず、ゼ

ラチンコートをした 60-mm	tissue	culture	dishes に、マウス ES 細胞用培地（LIF 含有）を用いて

播種した。翌日、4	μg の Ogtを標的とした shRNA 発現ベクター(Ogt	KD	1	と	Ogt	KD	2)と EGFP

を標的とした shRNA 発現ベクターを、Lipofectamine	2000	(Invitrogen)を用いて、ES 細胞にトラ

ンスフェクションした。トランスフェクションを行った翌日、2	μg/ml	ピューロマイシン	(Sigma)
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を培地に加え、24 時間、薬剤選択を行った。研究に用いた pSilencer	3.1-H1 はピューロマイシン

耐性遺伝子発現カッセトが導入されているため、ピューロマイシンを加えると、ベクターが導入さ

れた細胞だけが生き残り、ベクターの入っていない細胞は 24 時間で死滅する。トランスフェクシ

ョン後 4 日目の Ogt	KD 細胞を回収し、実験に用いた。	

	

2.2.3.プライム状態の ESD−EpiSCs への誘導と ESD-EpiSCs の維持	

	 ナイーブ状態のマウス ES細胞からプライム状態の ESD−EpiSCs へ分化誘導させるために、

「ESD−EpiSC 培地」を用いた。基本培地の DMEM/F12	(Gibco)に、20%	knockout	serum	replacement	

(Gibco)、2	mM	L-glutamine	(Invitrogen)、1	%	penicillin/streptomycin	(Gibco)、0.1	mM	

2-mercaptoethanol	(Gibco)、0.1	mM	nonessential	amino	acids	(Gibco)、15	ng/ml	fibroblast	growth	

factor	2	(FGF2)	(Wako)を添加した。	ESD−EpiSCs を用いた他の論文では、ESD−EpiSCs の誘導に

Activin	A を用いる場合があるが、ESD−EpiSCs 誘導時に Activin	A を添加しても、添加しなくても

ESD−EpiSCs の誘導効率や未分化性に影響はなかった。不活性化した MEFs を播種した翌日に、60-mm	

tissue	culture	dishes に 2×105個のナイーブ状態のマウス ES細胞を MEFs 上に播種した。この時、

用いる培地は ESD−EpiSC 培地に 0.6	μM	JAK	inhibitor	1	(Santa	Cruz	Biotechnology)を加えたも

のを使用する。JAK は LIF シグナル構成因子の１つであり、LIF/Stat3 シグナル経路の活性化に必

須な因子であるため、JAK	inhibitor	1 は LIF/Stat3 シグナル阻害剤である。LIF/Stat3 シグナル

経路はナイーブ状態の維持、または、そこからの分化の抑制に寄与しているため、プライム状態の

ESD−EpiSCs 誘導時に JAK	inhibitor	1 を加えることで、ESD−EpiSCs 誘導効率が増加することがで

きる。JAK	inhibitor	1 を加える期間は、ESD−EpiSCs 誘導を開始してから 4〜5 日間のみが良く、

それ以上の期間加えると、死細胞が顕著に増加する。ESD−EpiSCs 誘導において、ESD−EpiSC 培地は

毎日、新鮮なものに交換した。また、毎 5〜7 日置きに、コロニーピックアップをし、単一細胞に

ならない程度にコロニーを小さく砕き、継代した。	

	

2.2.4.ESD-EpiSCs における Ogt と Oga の機能解析	

	 プライム状態の ESD−EpiSCs における Ogt と Oga の機能を解析するために、Ogti と Ogai

を用いた。MEFs への影響を除外するために、MEFs の無い状態で培養した ESD−EpiSCs に各阻害剤を

加えた。加えた各阻害剤の濃度は、140	μM	Ogti と 200	μM	Ogai である。MEFs の無い状態でプラ

イム状態の ESD−EpiSCs を維持するために、「コンディショニング培地」に、15	ng/ml	FGF2 を添加

したものを用いた。MEFs を播種してある 60-mm	tissue	culture	dishes に、ESD−EpiSC 培地を添加

し 24 時間培養した後、培地のみを回収し、浮遊した MEFs を除去するために 1,753	g で 10 分間遠

心を行った後の上澄みを「コンディショニング培地」とした。、阻害剤による影響で死細胞が培地

中で浮遊している場合は、培養上清を回収し、0.3	%	Trypan	blue	solution により死細胞を染色し、

Burker-Turk	blood	cell	counter を用いて染色陽性の細胞を数えた。	
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2.2.5.プライム状態の ESD−EpiSCs からのナイーブ状態のマウス ES 細胞への移行	

	 プライム状態の ESD−EpiSCs は、ナイーブ状態のマウス ES 細胞様の細胞（reverted	ESCs：

rESCs）に戻すことができる。プライム状態の ESD−EpiSCs を、コロニーピックアップした後に、単

一細胞にならないように注意しながら細かく砕き、それらを、不活性化した MEFs をあらかじめ播

種しておいた 60-mm	tissue	culture	dishes に播種した。この時、マウス ES 細胞用培地（LIF 含有）

に、1	μM	PD0325901（FGF シグナル阻害剤）、3μM	CHIR99021（Wnt シグナル促進剤）、または、140μM	

Ogti か 200μM	Ogai を加えた。6 日後、MEFs 上の細胞を、アルカリフォスファターゼ活性があるも

のを選択的に染色する 5-bromo-4-chloro-3-indoxyl	phosphate-nitro	blue	tetrazolium	chloride	

(Nacalai	Tesque)で染色した。ナイーブ状態のマウス ES 細胞はアルカリフォスファターゼ活性を

有しており、アルカリフォスファターゼ染色を行うと青紫色に染まる。一方、プライム状態の

ESD-EpiSCs はアルカリフォスファターゼ活性が無いため、アルカリフォスファターゼ染色では染ま

らない。このため、rESCs におけるアルカリフォスファターゼ染色陽性のコロニーを数えると、ナ

イーブ化効率を算出することができる。	

	

2.2.6.マウス ES 細胞からの胚様体形成	

	 胚様体（embryoid	body:EB）形成を行うために、ナイーブ状態の 3.0×105	個のマウス ES

細胞を 3.5-mm	Low	Cell	Binding	dishes	(Sumitomo	Bakelite	Co.)に播種した。EB 形成には、LIF

非含有のマウス ES 細胞用培地、血清を加えたプラズマ照射培地（LIF 非含有）、血清を加えた H2O2

添加培地（LIF 非含有）を用いた。「プラズマ照射培地」と「H2O2添加培地」の詳細については後

の項目に記載した。培地は 1 日置きに新鮮なものと交換した。EB 形成は開始した日を 0 日目とし、

12 日間行った。12 日間使用する培地は、全て、EB 形成を始めた日（0 日目）にまとめて作製して

おき、固く密閉した後に 4℃で保存した。	

	

2.2.7.マウス ES 細胞の増殖能の検討	

	 0.2%	ゼラチンをあらかじめコートした 96-well	plate の 1	well あたりに 0.8×104	個の

マウス ES細胞を播種した。マウス ES細胞用培地を用い、培地は 1日置きに新鮮なものと交換した。

播種した時を 0 時間とし、0 時間、24 時間、48 時間後の細胞を回収した。回収する際、培地をアス

ピレーターで吸い取り（ここで浮遊している死細胞を取り除かれる）、PBS で 1 度洗った後、トリ

プシンを用いて回収した。回収した細胞は遠心後、0.3	%	Trypan	blue	solution により染色し、

Burker-Turk	blood	cell	counter を用いて細胞数を数えた。染色されない細胞を「生細胞（Viable	

cells）」とした。	

	

2.3.プラズマ装置（低温 APP 装置）	

	 本研究には、大阪大学の浜口先生から貸与していただいた低温 APP 装置を用いた。この

低温 APP 装置は、石英管中でヘリウムガスに高電圧をかけ、空気中に放電する装置である。ヘリウ
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ムガスは 2	L/min で流入した。プラズマビーム発射口と 24-well プレートとの距離は、5.5	mm であ

る。	

	

2.4.H2O2添加培地とプラズマ照射培地の調整	

	 プラズマ照射培地と、H2O2添加培地は作成後、直ちに密閉し、使用するまで 4℃に保存し

た。プラズマ照射培地は以下の手順に従って作成した。(1)1	ml の LIF 非含有、かつ、血清非含有

のマウス ES 細胞用培地を 24-well	plate の各 1	well に入れる。(2)低温 APP 装置を用いてプラズ

マ照射を 60 秒間行う。(3)プラズマ照射後、直ちにマイクロチューブに培地を移し、密閉し、4℃

にて保存する。H2O2添加培地は以下の手順に従って作成した。(1)	H2O2	(Kanto	Chemical	Co.)を、

LIF 非含有、かつ、血清非含有のマウス ES 細胞用培地に加える。(2)	直ちにマイクロチューブに培

地を移し、密閉し、4℃にて保存する。プラズマ照射を 60 秒間行った時に生成される H2O2の濃度が

約 45	μM であるため、H2O2の最終濃度は 45	μM になるように調整する。なお、H2O2の濃度測定法

については後の項目に記載する。今回用いたプラズマ照射培地と H2O2添加培地の pH は、プラズマ

照射を行っていない、もしくは、H2O2を添加していない培地と変わらなかったので、これらの培地

による効果は pH に依存しない効果である（図 6）。	

	

図 6：プラズマ照射・H2O2 添加による超純水と培地の pH の検討	
以下の 4 つの条件における、超純水と培地の pH を測定した結果を示す。条件 1：プラズマ照射、または、H2O2
を添加する前、条件 2：プラズマ照射を行った直後、条件 3：プラズマ照射をせずに、（放電をせずに、）He
ガスのみを吹き付けた直後、条件 4：H2O2添加直後（プラズマ照射なし）。プラズマ照射、または、He ガスの
みの吹き付けは 60 秒間行った。添加した H2O2の濃度は 45μM である。グラフの値は、試行回数 3回分の平均
値である。エラーバーは標準偏差を示す。いずれの条件においても、pH は変化しなかった。	

	

2.5.プラズマ照射超純水中の過酸化水素濃度の測定	

	 超純水(Wako)にプラズマ照射を15秒、または、60秒間行い、4℃で12日間、密閉保存した。

プラズマ照射を行った日を0日目とし、0日目と12日目におけるプラズマ照射超純水中のH2O2	濃度を
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測定した。測定には、hydrogen	peroxide	fluorometric	detection	kit	(Enzo	Life	Sciences)と、

spectrofluorophotometer	RF-5300PC	(Shimadzu)を用いた。	

	

2.6.ウェスタンブロット法によるタンパク質の解析	

	 各細胞は可溶化液を用いて可溶化した。可溶化液の組成は、50	mM	Tris-HCl	pH	7.4、150	

mM	NaCl、1	%	Triton	X-100、5	mM	EDTA、1	mM	Na3VO4、10	mM	NaF、各種プロテアーゼ阻害剤であ

る。ブラッドフォード法によりタンパク量を測定した後に、10μg の各サンプルを 10%	sodium	

dodecyl	sulfate–polyacrylamide	gel	electrophoresis	(SDS-PAGE)により分離し、フッ化ポリビ

ニリデン(PVDF)メンブレン(Millipore)に転写させた。bovine	serum	albumin	(Iwai	Chemicals	

Company)を用いてブロッキングした後に、メンブレンに一次抗体を加え 4℃で 16 時間反応させた。

用いた一次抗体は、抗 O-GlcNAc	抗体(RL-2;	Abcam)、抗 Ogt 抗体	(H-300;	Santa	Cruz	

Biotechnology)、抗 Oga 抗体	(SAB4200267;	Sigma)、抗 Lamin	B1 抗体	(Zymed	Laboratories	Inc.)、

抗 Erk1/2 抗体	(Cell	Signaling	Technology)、抗リン酸化-Erk1/2	(p−Erk1/2、	Cell	Signaling	

Technology)、抗α-tubulin 抗体	(Invitrogen)、抗 cleaved-caspase	3 抗体（Cell	Signaling	

Technology）、抗β-actin 抗体	(Sigma)である。本研究に用いた抗 Ogt 抗体(H−300)は、ncOgt を

特異的に認識する抗体であり、抗 Oga 抗体(SAB4200267)は、L-Oga と S-Oga を認識する抗体である。

一次抗体反応後、洗浄を行い、その後、HRP-linked	anti-rabbit	IgG	(Cell	Signaling	Technology)、

または、HRP-linked	anti-mouse	IgG	(Cell	Signaling	Technology)を二次抗体として用いて、室

温で 1 時間反応させた。二次抗体反応後、洗浄を行い、ECL	Plus	reagents	(GE	Healthcare)を用

いて検出した。	

	

2.7.リアルタイム PCR 解析	

	 TRIzol®	Reagent	(Invitrogen)を用いて細胞から全 RNA を抽出し、oligo-dT	primer	

(Invitrogen)と、Superscript	II	First	Strand	Synthesis	Kit	(Invitrogen)を用いて逆転写を行

った。リアルタイム PCR 解析は、ABI	PRISM®	7700	Sequence	Detection	System	(Applied	Biosystems)

を用いて行った。リアルタイム PCR 解析にはサイバーグリーンの系を用いた。各 mRNA の発現は、

ハウスキーピング遺伝子であるβ-actin、または、Gapdh	mRNA の発現量で補正を行った。リアル

タイム PCR 解析に用いたプラーマーセットは表 1 に示す。	

	

2.8.免疫染色	

	 ポリエルリジンコートガラス(Iwaki)上で培養した各種細胞は、4%	paraformaldehyde	

(Wako)で固定した後に、洗浄し、PBS に 5%	bovine	serum	albumin	(Iwai	Chemicals	Company)、0.1%	

Triton	X-100、1%	normal	goat	serum	(Wako)を溶かしたブロッキング液でブロッキングを行った。

免疫染色には、抗Ogt抗体(H−300)と抗Oga抗体(SAB4200267)を一次抗体として使用した。Goat	Alexa	
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Fluor	488-conjugated	anti-rabbit	IgG(Molecular	Probes)は二次抗体として使用した。核は

Hoechst	dye	(Invitrogen)を用いて染色した。免疫染色の観察は、LSM	700	confocal	laser	

microscope	(Carl	Zeiss)を用いた。	

	

2.9.核画分と細胞質画分の調整	

	 細胞を 160	μl のバッファーA（10	mM	HEPES	pH	7.4、2	mM	MgCl2、1	mM	EDTA、10	mM	KCl、

1	mM	dithiothreitol、各種プロテアーゼ阻害剤）を用いてよく懸濁し、15 分間氷上で静置した後

に、16	μl の 10	%	Nonidet	P-40 を加えて、ボルテックスにより 10 秒間、懸濁した。5 分間氷上

で静置した後、1,205	g で 30 秒間遠心を行った。遠心後の上清を「細胞質画分（cytosolic	fraction）」

として回収した。また、核画分を含んだペレットは PBS で洗浄した後にバッファーB（25	mM	HEPES	

pH	7.4、500	mM	NaCl、1	mM	dithiothreitol、10	%	glycerol、0.2	%	Nonidet	P-40、5	mM	MgCl2）

を用いて可溶化した。これを「核画分（Nuclear	fraction）」とした。	

	

2.10.統計解析	

	 本研究における統計的有意性は t 検定を用いて評価した。	

	

	
表 1:リアルタイム PCR 解析に用いたプライマーセット一覧	 	
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3.結果	

	

3.1.プライム状態、および、プライム状態からナイーブ状態への遷移における O-GlcNAc

の機能	

	

3.1.1.ナイーブ状態のマウス ES 細胞おける Ogt の機能	

	 ナイーブ状態のマウスES細胞における O-GlcNAcの機能を検討するために、Ogtを標的に、

RNAi 法を用いてノックダウン（KD）し、O-GlcNAc を減少させた。オフターゲット効果による影響

でないことを確認するために、Ogt	KD 解析には、異なる 2 つの配列に対する siRNA 発現ベクターを

用いた（以降、Ogt	KD	細胞 1 と Ogt	KD	細胞 2 と呼ぶ）。各 siRNA 発現ベクターを形質導入してか

ら、4 日後に回収した各種細胞を用いて、リアルタイム PCR 解析と、ウェスタンブロット解析によ

り KD 効率を検討した。Ogt	KD	細胞 1 と Ogt	KD	細胞 2 における Ogtの mRNA の発現は、それぞれ約

20％と約 5％であった（図 7A）。O-GlcNAc 修飾されたタンパク質の発現は、KD 効率に比例して減少

した（図 7B）。ナイーブ状態の多能性幹細胞の特徴の 1 つにコロニーの形態がある。ナイーブ状態

のマウス ES 細胞は、ドーム状に隆起したコロニーである。ナイーブ状態から分化すると、コロニ

ーの形態はドーム状ではなくなり、平坦になる。Ogt	KD	細胞のコロニーの形態は、コントロール

とは違い、ドーム状ではなく、平坦なコロニーであり、培地に LIF を添加しているにも関わらず、

Ogt	KD	細胞がナイーブ状態を脱し、分化したと考えられた（図 7C）。実際に、Ogt	KD	細胞がナイ

ーブ状態を維持しているかどうか検討するために、アルカリフォスファターゼ（ALP）染色を行っ

た。ナイーブ状態の多能性幹細胞は ALP 活性を有しているため、ALP 染色陽性細胞は未分化性を維

持している細胞である。そのため、ALP 染色はナイーブ状態かどうかを検討するための簡便な方法

である。ALP 染色の結果、Ogt	KD 細胞における ALP 陽性コロニー数は顕著に減少した（図 7D）。さ

らに、Ogt	KD 細胞における、ナイーブ状態の未分化性維持転写因子である Nanog と Sox2 の mRNA、

および、タンパク質の発現が、コントロールに比べて有意に減少した（図 7E、F）。以上の事実より、

ナイーブ状態のマウス ES 細胞で O-GlcNAc を減少させると、未分化性を維持できずに分化すること

が明らかになった。	

	 次に、ナイーブ状態のマウス ES 細胞から EB を形成し、分化に伴う Ogtの発現の変化を、

リアルタイム PCR 解析により検討した。遺伝子発現は、検量線を用いた絶対定量で定量解析した。

解析の結果、Ogtの発現は EB 分化に伴い減少した（図 7G）。次に、マウス ES 細胞の EB 分化に伴う

O-GlcNAc の発現を抗 O-GlcNAc	抗体（RL−2）を用いたウェスタンブロット解析により検討した。解

析の結果、O-GlcNAc の発現は、EB 分化に伴い減少した（図 7H）。この EB 分化に伴う O-GlcNAc の減

少は、Ogt の減少による影響である。	

	 以上の事実より、ナイーブ状態のマウス ES 細胞の維持に Ogt による O-GlcNAc 修飾が必

須であり、分化に伴い、Ogt と O-GlcNAc が減少することが明らかになった。	 	
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図 7：ナイーブ状態のマウス ES 細胞において Ogt は未分化性の維持に必須な因子である	

A:	Ogtを標的とした shRNA 発現ベクター(Ogt	KD	1 と Ogt	KD	2)をトランスフェクションしてから 4日後の
Ogt	knockdown	(KD)細胞のリアルタイム PCR 解析の結果を示す。示した Ogt/β-actin	mRNA の値は、Control
を 1 とした場合の相対値である。B:	Ogt	KD 細胞と、抗 O-GlcNAc 抗体を用いたウェスタンブロット解析の結
果を示す。右のグラフで示した O-GlcNAc/β-actin のバンド強度の値は、Control を 1 とした場合の相対値
である。C：Control（左）、Ogt	KD	1（中央）、Ogt	KD	2（右）の細胞の様子を示す。スケールバーは 200μm
を示す。D：Control と Ogt	KD	1 のアルカリフォスファターゼ（ALP）染色の結果を示す。上段の写真は ALP
染色後の様子を示し、下段のグラフは ALP 陽性のコロニー数/全コロニー数の値を示す。E：Ogt	KD 細胞にお
ける未分化性維持因子（Nanog、Sox2）の mRNA の発現解析の結果を示す。示した Nanog/β-actin、Sox2/β-actin	
mRNA の値は、Control を 1 とした場合の相対値である。F：Ogt	KD 細胞における未分化性維持因子（Nanog、
Sox2）のタンパク質の発現解析の結果を示す。G：ナイーブ状態のマウス ES 細胞から胚様体（EB）分化させ、
その分化過程における Ogtの mRNA の発現を検討した結果を示す。胚様体は、胚様体分化を開始した日を 0日
目とし、4 日目、8 日目、12 日目に回収した。H：胚様体分化における O-GlcNAc の発現解析の結果を示す。
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全てのグラフの値は、試行回数 3回分の平均値であり、エラーバーは標準偏差を示す。示した写真、または、
ウェスタンブロットの結果は試行回数 3回のうちの代表するものである。有意差は以下のように定義し、図
に示した。	*,	P	<	0.05、	**,	P	<	0.01。	
略語説明:	IB,	イムノブロット（ウェスタンブロット）;	KD,	knockdown;	Ogt,	O-GlcNAc	転移酵素.	

	

3.1.2.ナイーブ状態のマウス ES 細胞からプライム状態の ESD−EpiSCs への誘導	

	 次に、ナイーブ状態からプライム状態への遷移における Ogt、Oga、O-GlcNAc の発現を検

討するために、ナイーブ状態のマウス ES 細胞をプライム状態の ESD−EpiSCs に誘導した。ナイーブ

状態のマウス ES 細胞は、LIF を添加せずに、代わりに 15ng/ml	FGF2 と、0.6μM	JAK 阻害剤（LIF

シグナル阻害剤）を加えて培養するとプライム状態の ESD-EpiSCs に分化する。JAK 阻害剤はプライ

ム状態の ESD-EpiSCs への分化を促進する。プライム状態の ESD-EpiSCs は、ナイーブ状態のマウス

ES 細胞に比べて平らなコロニーである（図 8A）。誘導後の ESD−EpiSCs におけるプライム状態のマ

ーカー遺伝子とナイーブ状態のマーカー遺伝子の発現をリアルタイム PCR 解析により検討した（図

8B）。ESD−EpiSCs において、プライム状態のマーカー遺伝子である Fgf5の発現はマウス ES 細胞と

比べて有意に高く、ナイーブ状態のマーカー遺伝子である Klf4 の発現は有意に低かった。ナイー

ブ状態・プライム状態において Oct3/4 は共通の未分化性維持に必須な転写因子であるため、両状

態で発現量の変化はなかった。Fgf5 の発現量は、ESD−EpiSCs への誘導を開始してから 3 回目の継

代後の ESD−EpiSCs においてピークに達し、その後は少し減少するも高発現の状態を少なくとも 10

継代目まで維持していた。Klf4の発現量も、Fgf5同様に、少なくとも 10 継代目まで減少したまま

の状態を維持していた。以降、3 継代目の ESD−EpiSCs を実験に用いた。プライム状態の ESD-EpiSCs

において Erk1/2 は培地中の FGF2 により、リン酸化（活性化）される。リン酸化 Erk1/2 は、ナイ

ーブ状態のマウス ES 細胞では分化を促進するが、プライム状態の ESD-EpiSCs では未分化性を維持

している。誘導した ESD-EpiSCs において、リン酸化 Erk1/2 の発現量はナイーブ状態のマウス ES

細胞と比べて顕著に高かった（図 8C）。以上の事実より、今回誘導した ESD-EpiSCs は、ナイーブ状

態を脱したプライム状態の多能性幹細胞であることが分かった。	

	

3.1.3.プライム状態の ESD−EpiSCs における Ogt、Oga、O-GlcNAc の発現	

	 ナイーブ状態のマウスES細胞からプライム状態のESD-EpiSCsへの遷移におけるOgt、Oga、

O-GlcNAc の発現を、ウェスタンブロット解析により検討した。本研究では ncOgt を特異的に認識す

る抗 Ogt 抗体（H-300）を用いた。これは、一般的に、多能性幹細胞において ncOgt の機能につい

てよく解析されているからである。また、実験に用いた抗 Oga 抗体（SAB4200267）は、2 つのアイ

ソフォーム（L-Oga と S-Oga）を認識する。ウェスタンブロット解析の結果、ncOgt の発現はナイー

ブ状態のマウス ES 細胞とプライム状態の ESD-EpiSCs と比べて変化しなかった（図 9A）。プライム

状態の ESD-EpiSCs	における、L-Ogaと S-Oga の発現は、ナイーブ状態のマウス ES細胞と比較して、

顕著に増加した。ナイーブ状態のマウス ES 細胞からプライム状態の ESD-EpiSCs への移行に伴い、

L-Oga と S-Oga が顕著に増加したため、Oga による O-GlcNAc の分解が促進し、O-GlcNAc のバンド強

度は、ESD-EpiSCs で全体的に減少すると推測していたが、プライム状態で減少するのは 130	kDa
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のバンド強度(band	b)のみであった（図 9B）。70	(band	d)、95	(band	c)、170	kDa	(band	a)のバ

ンドは、プライム状態への移行に伴い、有意に増加した。以上の事実より、ナイーブ状態のマウス

ES 細胞からプライム状態の ESD-EpiSCs への移行に伴い、Oga が増加し、O-GlcNAc 修飾のパターン

が両状態で異なることが明らかになった。	

	

	

	
図 8：ナイーブ状態のマウス ES 細胞からプライム状態の ESD−EpiSCs を誘導・維持した	

A：左にナイーブ状態のマウス ES 細胞（ESCs）と、右にマウス ES 細胞から誘導したプライム状態の ESD−EpiSCs
（3 継代後）の様子を示す。スケールバーは 250μm を示す。B：マウス ES 細胞と ESD−EpiSC における、Fgf5、
Oct3/4、Klf4の mRNA の発現を示す。示した値は、各遺伝子の mRNA の発現を、Gapdh（ハウスキーピング遺
伝子）の mRNA の発現で補正した後、マウス ES 細胞（ESCs）を 1 とした場合の相対値である。Fgf5はプライ
ム状態のマーカー遺伝子、Oct3/4はナイーブ・プライム状態に共通する未分化性維持因子、Klf4はナイーブ
状態のマーカー遺伝子である。解析には、１継代後(ESD-EpiSCs	P1)、3 継代後	(ESD-EpiSCs	P3)、10 継代後
(ESD-EpiSCs	P10)の ESD−EpiSCsを用いた。C：マウス ES細胞と ESD−EpiSCにおける、リン酸化 Erk1/2と Erk1/2
のタンパク質の発現の解析結果を示す。右のグラフは、リン酸化 Erk1/2/Erk1/2 のバンド強度を示す。リン
酸化 Erk1/2 は Erk1/2 の活性化を意味しており、活性化 Erk1/2 はナイーブ状態では分化の促進に、プライム
状態では未分化性の維持に関与している。全てのグラフの値は、試行回数 3回分の平均値であり、エラーバ
ーは標準偏差を示す。示した写真、または、ウェスタンブロットの結果は試行回数 3回のうちの代表するも
のである。有意差は以下のように定義し、図に示した。	**,	P	<	0.01。	
略語説明:	ESCs,	マウス ES 細胞；	ESD-EpiSCs,	ESC-derived	EpiSCs;	IB,	イムノブロット（ウェスタンブ
ロット）;	P,	passage(継代数).	
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図 9：ナイーブ状態からプライム状態への移行に伴い、L−Oga と S−Oga の発現が増加する	
A：マウス ES 細胞と ESD−EpiSC における、nucleocytoplasmic	Ogt	(ncOgt)、long-form	Oga	(L-Oga)、short-form	
Oga	(S-Oga)の発現解析の結果を示す。ウェスタンブロットには、抗 Ogt 抗体（H-300）と抗 Oga 抗体（SAB4200267）
を用いた。右のグラフは、ncOgt、L-Oga、S-Oga のそれぞれのバンド強度を、β-actin のバンド強度で補正
した後の値を示す。B：マウス ES 細胞と ESD−EpiSC における、O-GlcNAc 発現解析の結果を示す。ウェスタン
ブロットには、抗 O-GlcNAc 抗体（RL−2）を用いた。右のグラフは、矢頭で示した 170	kDa	(a)、130	kDa	(b)、
95	kDa	(c)、70	kDa	(d)のバンド強度を、β-actin のバンド強度で補正した後の値を示す。全てのグラフの
値は、試行回数 3回分の平均値であり、エラーバーは標準偏差を示す。示したウェスタンブロットの結果は
試行回数 3回のうちの代表するものである。有意差は以下のように定義し、図に示した。	*,	P	<	0.05、	**,	
P	<	0.01。	
略語説明:	ESCs,	マウス ES 細胞；	ESD-EpiSCs,	ESC-derived	EpiSCs;	IB,	イムノブロット（ウェスタンブ
ロット）.	

	

3.1.4.プライム状態の ESD−EpiSCs における Ogt、Oga、O-GlcNAc の局在	

	 プライム状態の ESD-EpiSCs における Ogt、Oga、O-GlcNAc の局在を検討するために、界

面活性剤を用いた遠心分画法により、核画分と細胞質画分に分画し解析を行った。核・細胞質画分

のサンプルを用いたウェスタンブロット解析により、LaminB1 とα-tubulin の発現量を解析した。

LaminB1 は核に特異的に発現しているため「核マーカー」として、また、α-tubulin は細胞質に特

異的に発現しているため「細胞質マーカー」として用いた。ウェスタンブロット解析の結果、核画

分でのみに LaminB1 の発現を、または、細胞質画分でのみにα-tubulin の発現を確認できた（図
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10A）。これらの画分と、抗 Ogt 抗体（H-300）と抗 Oga 抗体（SAB4200267）を用いたウェスタンブ

ロット解析の結果、ナイーブ状態からプライム状態への移行において発現が変化しなかった ncOgt

は核と細胞質に局在していた（図 10B）。一方、プライム状態の ESD-EpiSCs への移行において発現

量が顕著に増加した L-Oga と S-Oga の両者は、細胞質のみに局在していた。抗 Ogt 抗体（H-300）

と抗 Oga 抗体（SAB4200267）を用いた免疫染色の結果からも、プライム状態の ESD-EpiSCs におい

て、ncOgt は核と細胞質に局在しており、L-Oga と S-Oga は細胞質のみに局在していることがさら

に確認された（図 10C）。次に、核画分と細胞質画分における O-GlcNAc 修飾のパターンを検討した。

ウェスタンブロット解析の結果、プライム状態のESD-EpiSCsにおける O-GlcNAc修飾のパターンは、

核画分と細胞質画分で異なることが明らかになった。例えば、ナイーブ状態からプライム状態への

移行に伴い唯一減少した 130kDa のバンド(図 9B	の band	b)は、細胞質に局在するタンパクである

ことが分かった（図 11）。以上の事実より、ナイーブ状態のマウス ES 細胞からプライム状態の

ESD-EpiSCs へ移行する際、細胞質の L-Oga と S-Oga が増加し、O-GlcNAc 修飾のパターンが変化す

ることが明らかになった。	

	

図 10：	ESD−EpiSCs において ncOgt は細胞質と核に、L−Oga と S−Oga は細胞質のみに局在する	
A：ESD-EpiSCs の細胞質画分と核画分における、LaminB1	(核マーカー)とα-tubulin（細胞質マーカー）の
発現解析の結果を示す。矢頭は、α-tubulin を示す。B：ESD-EpiSCs の細胞質画分と核画分における、
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nucleocytoplasmic	Ogt	(ncOgt)、long-form	Oga	(L-Oga)、short-form	Oga	(S-Oga)の発現解析の結果を示
す。ウェスタンブロットには、抗 Ogt 抗体（H-300）と抗 Oga 抗体（SAB4200267）を用いた。C：ESD-EpiSCs
と、抗 Ogt 抗体（H-300：上段の緑色）、または、抗 Oga 抗体（SAB4200267：下段の緑色）を用いた免疫染色
の結果を示す。核は Hoechst（青色）によって染めた。スケールバーは 10μm を示す。示した写真、または、
ウェスタンブロットの結果は試行回数 3回のうちの代表するものである。	

略語説明:	ESD-EpiSCs,	ESC-derived	EpiSCs;	IB,	イムノブロット（ウェスタンブロット）.	

	

	
図 11：ESD−EpiSC の細胞質画分と核画分における O-GlcNAc 修飾のパターンは異なる	

ESD−EpiSC の細胞質画分と核画分における、O-GlcNAc 発現解析の結果を示す。ウェスタンブロットには、抗
O-GlcNAc 抗体（RL−2）を用いた。右のグラフは、矢頭で示した 170	kDa	(a)、130	kDa	(b)、95	kDa	(c)、70	
kDa	(d)のバンド強度を示す。全てのグラフの値は、試行回数 3回分の平均値であり、エラーバーは標準偏差
を示す。示したウェスタンブロットの結果は試行回数 3回のうちの代表するものである。有意差は以下のよ
うに定義し、図に示した。	*,	P	<	0.05。	
略語説明:	ESD-EpiSCs,	ESC-derived	EpiSCs;	IB,	イムノブロット（ウェスタンブロット）.	

	

3.1.5.プライム状態の ESD−EpiSCs における Oga の機能	

	 プライム状態の ESD−EpiSCs における Oga の機能を検討するために、Oga 阻害剤である

PUGNAc（Oga	inhibitor：Ogai）を ESD−EpiSCs の培養上清に加え培養した。ナイーブ状態からプラ

イム状態への移行に伴い Oga の発現が顕著に増加するため、ESD−EpiSCs において、Oga は未分化性

の維持や生存に必須な因子であると予想した。ESD-EpiSCs に 200μM	Ogai を加えると、Oga による

O-GlcNAc の分解が阻害されるため、最終的に O-GlcNAc が蓄積し、増加した（図 12A）。予想に反し

て、Ogaiを加えたESD−EpiSCs(Ogai+)のコロニーの形態は、Ogaiを加えていないESD−EpiSCs(Ogai-)

と比べて変化はなかった（図 12B）。また、リアルタイム PCR 解析の結果、プライム状態マーカー

遺伝子の Fgf5、Oct3/4の発現、ナイーブマーカー遺伝子の Oct3/4、Klf4、Nanog、Klf2、	Sox2、

Esrrbの発現は全て、Ogai を加えても変化しなかった（図 12C）。以上の事実から、プライム状態の

ESD−EpiSCs において、Oga は未分化性の維持や生存には関与しないことが明らかになった。	



 24 

	
図 12：ESD−EpiSCs において Oga はプライム状態の維持・生存には関与しない	

A：200μM	Ogai を 24 時間加えて培養を行った後の ESD−EpiSC における O-GlcNAc 発現解析の結果を示す。ウ
ェスタンブロットには、抗O-GlcNAc抗体（RL−2）を用いた。Ogaiを加えて培養を行ったESD−EpiSCsは「Ogai+」、
加えていない ESD−EpiSCs は「Ogai-」と表記した。B：200μM	Ogai を 24 時間加えて培養を行った後の ESD−
EpiSC（Ogai+）と、加えていない ESD−EpiSCs（Ogai-）のコロニーの形態の様子を示す。C：200μM	Ogai を
24 時間加えて培養を行った後の ESD−EpiSC（Ogai+）と、加えていない ESD−EpiSCs（Ogai-）における、プラ
イム状態マーカー遺伝子（Fgf5、Oct3/4）と、ナイーブマーカー遺伝子（Oct3/4、Klf4、Nanog、Klf2、	
Sox2、Esrrb）の mRNA の発現を示す。示した値は、各遺伝子の mRNA の発現を、Gapdhの mRNA の発現で補正
した後、「Ogai-」を 1 とした場合の相対値である。グラフの値は、試行回数 3回分の平均値であり、エラー
バーは標準偏差を示す。示した写真、または、ウェスタンブロットの結果は試行回数 3回のうちの代表する
ものである。	
略語説明:	ESD-EpiSCs,	ESC-derived	EpiSCs;	IB,	イムノブロット（ウェスタンブロット）;	Ogai,	Oga 阻
害剤.	

	

3.1.6.プライム状態の ESD−EpiSCs における Ogt の機能	

	 Oga と同様に、プライム状態の ESD−EpiSCs における Ogt の機能を検討するために、Ogt

阻害剤である Phenyl	5-chloro-2-oxo-3-hydrobenzoxazole-3-carboxylate（Ogt	inhibitor：Ogti）

を ESD−EpiSCs の培養上清に加え培養した。ナイーブ状態のマウス ES 細胞において、ncOgt は未分

化性維持と生存に必須であり、ncOgt の発現量はナイーブ状態からプライム状態の ESD−EpiSCs への

移行において変化しなかったため、プライム状態の ESD−EpiSCs においても ncOgt が未分化性維持

や生存に必須な因子である可能性があった。ESD-EpiSCs に 140μM	Ogti を加えると、Ogt による

GlcNAc の転移が阻害されるため、O-GlcNAc は減少した（図 13A）。Ogti を加えると ESD−EpiSCs は

速やかに死滅した（図 13B）。また、Ogti を加えた後の、培養上清中に浮遊している死細胞数を、
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トリパンブルーを用いて計測したところ、Ogti を加えていない時と比較して顕著に増加し、生き残

る細胞は少数であった（図 13C）。Ogti を加えた後、プライム状態の未分化性維持に必須な因子で

ある Oct3/4の発現量を検討したところ、変化はなかった（図 13D）。以上の事実から、プライム状

態の ESD−EpiSCs において Ogt は生存には必須であるが、未分化性維持には関与しないことが明ら

かになった。	

	

図 13：ESD−EpiSCs において Ogt は生存に必須である	
A：140μM	Ogti を 24 時間加えて培養を行った後の ESD−EpiSC における O-GlcNAc 発現解析の結果を示す。ウ
ェスタンブロットには、抗O-GlcNAc抗体（RL−2）を用いた。Ogtiを加えて培養を行ったESD−EpiSCsは「Ogti+」、
加えていない ESD−EpiSCs は「Ogti-」と表記した。B：140μM	Ogti を 24 時間加えて培養を行った後の ESD−
EpiSC（Ogti+）と、加えていない ESD−EpiSCs（Ogti-）のコロニーの形態の様子を示す。Ogti+の写真で確認
できる細かい細胞の凝集は死滅し培養上清に浮いた細胞である。C：140μM	Ogti を 24 時間加えて培養を行
った後の ESD−EpiSC（Ogti+）と、加えていない ESD−EpiSCs（Ogti-）における、プライム状態・ナイーブ状
態マーカー遺伝子である Oct3/4の mRNA の発現を示す。示した値は、Oct3/4の mRNA の発現を、Gapdhの mRNA
の発現で補正した後、「Ogti-」を 1 とした場合の相対値である。グラフの値は、試行回数 3回分の平均値で
あり、エラーバーは標準偏差を示す。示した写真、または、ウェスタンブロットの結果は試行回数 3回のう
ちの代表するものである。有意差は以下のように定義し、図に示した。	*,	P	<	0.01。	
略語説明:	ESD-EpiSCs,	ESC-derived	EpiSCs;	IB,	イムノブロット（ウェスタンブロット）;	Ogti,	Ogt 阻
害剤.	

	

3.1.7.プライム状態の ESD-EpiSCs からナイーブ状態への遷移における Ogt と Oga の機能	

	 プライム状態の ESD-EpiSCs は FGF2 と JAK 阻害剤を加えずに、LIF、1	μM	PD0325901（FGF

シグナル阻害剤）、	3	μM	CHIR99021（Wnt シグナル促進剤）を加え、1 週間ほど、不活性化した MEFs

上で培養することで、ナイーブ状態のマウス ES 細胞様の細胞（reverted	ESCs：rESCs）に戻すこ

とができる。ナイーブ状態のマウス ES 細胞はアルカリフォスファターゼ活性を有しているのに対
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し、プライム状態の ESD-EpiSCs はアルカリフォスファターゼ活性が無いため、アルカリフォスフ

ァターゼ染色では染まらない。このため、rESCs におけるアルカリフォスファターゼ染色陽性のコ

ロニーを数えることでナイーブ化効率を算出することができる。ナイーブ状態のマウス ES 細胞か

らプライム状態のESD-EpiSCsに移行する際にOgaの発現が顕著に増加したため（図9A）、ESD-EpiSCs	

から rESCs 誘導時に Ogai を加えることでナイーブ化効率が増加すると予想した。しかし、予想に

反して、Ogai を加えると有意にナイーブ化効率が減少した（図 14）。さらに、ESD-EpiSCs	から rESCs

誘導時に Ogti を加えると、Ogai 添加時よりも、有意にナイーブ化効率が減少した。以上の事実か

ら、プライム状態の ESD-EpiSCs からナイーブ状態の rESCs への移行には、Ogt と Oga の両者が必須

であることが明らかとなった。	

	

図 14：ESD−EpiSCs において Ogt は生存に必須である	
プライム状態の ESD−EpiSCs からナイーブ状態の reverted	ESCs（rESCs）に誘導する際に、200μM	Ogai、ま
たは、140μM	Ogti を加えた。誘導後、アルカリフォスファターゼ（ALP）染色を行った結果を示す。ナイー
ブ状態の rESC への誘導を 6 日間行い、各種阻害剤含有の培地は毎日交換した。上段の写真は、ALP 染色直後
の様子であり、青紫色に染まった ALP 陽性のコロニーは、ナイーブ状態の rESC を示す。下段のグラフは、ALP
陽性コロニー数の割合を示す。グラフの値は、Control の ALP 陽性コロニー数を 1とした時の相対値である。
グラフの値は、試行回数 3回分の平均値であり、エラーバーは標準偏差を示す。示した写真は試行回数 3回
のうちの代表するものである。有意差は以下のように定義し、図に示した。	*,	P	<	0.01。	
略語説明:	ALP,	alkaline	phosphatase（アルカリフォスファターゼ）;	Ogai,	Oga 阻害剤;	Ogti,	Ogt 阻害
剤.	
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3.2.ナイーブ状態のマウス ES 細胞の分化に対する培地中の活性種の効果	

	

3.2.1.プラズマ照射培地中の活性種のナイーブ状態のマウス ES 細胞における機能	

	 培地中の活性種によるナイーブ状態のマウス ES 細胞への影響を検討するために、プラズ

マを照射した「プラズマ照射培地」を用いた。プラズマ照射装置は、大阪大学の浜口先生からプラ

ズマ装置を貸与していただいた。最初に、プラズマ照射により培地中に生成された活性種がマウス

ES 細胞の増殖能と未分化性にどのような影響を与えるか検討した。血清を含まないマウス ES 細胞

用培地に 60 秒間プラズマ照射を行い、そのプラズマ照射培地に血清と LIF を加え、マウス ES 細胞

を培養した。プラズマ照射培地で培養したマウス ES 細胞の形態に変化はなかったが、細胞数が顕

著に減少した(図 15A)。実際に、プラズマ照射培地で培養を始めてから 2 日後の細胞数を計測した

ところ、プラズマ照射培地で培養した場合で有意に減少した(図 15B)。また、プラズマ照射培地に

よる死細胞数に有意な差はなく、プラズマ照射培地がナイーブ状態のマウス ES 細胞の増殖能を抑

制していることが明らかとなった。次に、プラズマ照射培地で培養し、増殖能が抑制されたマウス

ES 細胞における未分化性を検討した。検討の方法は、ナイーブ状態における未分化性維持転写因子

である Oct3/4、Nanog、Sox2の mRNA の発現量をリアルタイム PCR により解析した(図 15C)。その結

果、各未分化維持因子の発現量に変化はなかった。以上の結果から、プラズマ照射培地中の活性種

は、ナイーブ状態のマウス ES 細胞の増殖能を抑制するが、未分化性維持には影響を与えないこと

が明らかとなった。	

	 プラズマ照射により培地中で生成される主要な活性酸素種の一つに過酸化水素（H2O2）が

ある[51,52]。そこで、プラズマ照射により生成される H2O2の濃度を検討した(図 15D)。ES 細胞用

培地では培地由来の色素（フェノールレッド）により H2O2の濃度を検討できなかったので、超純水

にプラズマ照射を行い、H2O2の濃度を検討した。その結果、プラズマ照射時間が長くなるにつれ超

純水中に生成される H2O2 の濃度も高くなった。60 秒間のプラズマ照射により超純粋中に約 45μM

の H2O2が生成された。また、プラズマ照射後の超純水を 12 日間、4℃で密閉保存した後の H2O2の濃

度を検討した結果、照射直後と濃度は変化しなかった。このことから、プラズマ照射により培地中

に H2O2が生成され、生成された H2O2は長時間（少なくとも 12 日間は）存在し続けることが明らか

となった。以上の事実から、プラズマ照射により培地中に生成された H2O2などの活性種は、ナイー

ブ状態のマウス ES 細胞の増殖能を抑制し、未分化性維持には影響を与えないことが明らかとなっ

た。	

	 「2.4.H2O2添加培地とプラズマ照射培地の調整」でも述べたが、45μM	H2O2を添加し

た培地・60 秒間のプラズマ照射を行った培地の pH を測定したところ、添加前・照射前と比較して

変化はなかった（超純水の pH 約 6.8、細胞用培地の pH 約 7.2）。以上の事実より、培地中の H2O2

などの活性種による、ナイーブ状態のマウス ES 細胞の増殖能抑制効果は、pH による影響ではない

ことが明らかとなった。また、以降の実験においても pH の影響はない。	 	
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図 15：培地中の活性種はナイーブ状態のマウス ES 細胞の増殖を抑制する	

A：	60 秒間のプラズマ照射を行った培地（プラズマ照射培地）を用いてナイーブ状態のマウス ES 細胞を培
養した際の細胞の様子を示す。図は、プラズマ照射培地を用いた培養を開始した日を「Day0」とし、Day1、
Day2 の時の細胞の様子である。スケールバーは 200μm を示す。Day2 の Control では細胞が一面に広がって
増殖しているのに対し、プラズマ照射培地では、細胞は増殖せずに数個のコロニーしか観察されなかった。B：
プラズマ照射培地を用いて培養した際の生細胞数の経時的変化を示す。プラズマ照射は 15 秒間と 60 秒間で
行った。細胞数の計測には、Trypan	blue	solution を用い、染色されない細胞（生細胞）を数えた。	C：60
秒間のプラズマ照射を行った培地を用いて 48 時間培養した後の、未分化生維持に必須な転写因子（Oct3/4、
Nanog、Sox2）の mRNA の発現を示す。示した値は、Oct3/4、Nanog、Sox2の各 mRNA の発現を、β-actinの
mRNA の発現で補正した後、「Control」を 1 とした場合（点線で示す）の相対値である。グラフの値は、試行
回数 3回分の平均値であり、エラーバーは標準偏差を示す。示した写真は試行回数 3回のうちの代表するも
のである。有意差は以下のように定義し、図に示した。	*,	P	<	0.01。	
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3.2.2.活性種の胚様体（EB）の増殖能への効果	

	 一般的に、EB 形成法は多能性幹細胞の三胚葉分化を検討する際に用いられる方法である。

LIF を除き、浮遊培養することにより EB を形成することができる。「H2O2添加培地」用いて EB 形成

を 12 日間行い、培地中の活性酸素種による分化への影響を検討した。加えて、「プラズマ照射培地」

も用いて、H2O2添加培地と同時に EB 形成を行った。H2O2添加培地とプラズマ照射培地に共通する効

果は培地中の H2O2による影響であり、共通ではない効果は培地中の H2O2以外の活性種による影響で

ある。	

	 EB 形成に用いる培地に 45μM	H2O2を添加し（H2O2添加培地）、速やかに 4℃で密閉保存し

た。また、EB 形成に用いる培地に 60 秒間プラズマ照射をクリーンベンチ内で行い（プラズマ照射

培地）(図 16A)、速やかに 4℃で密閉保存した(図 16B)。EB 形成に使用する際には、H2O2添加培地・

プラズマ照射培地に血清を加えてから使用した（LIF は非含有）。なお、EB 形成に用いた H2O2添加

培地・プラズマ照射培地は全て EB 形成 0 日目に 12 日間分の量を作製し、保存した。EB は始めエピ

ブラスト（2.5 日目）に分化し、その後、3 日目には内胚葉・中胚葉に分化する。最後に 12 日目に

は外胚葉に分化する。EB 形成後 2.5 日目、3 日目、12 日目にそれぞれの EB を回収し、分化マーカ

ー遺伝子の発現を解析することにより、H2O2添加培地・プラズマ照射培地の分化への影響を検討し

た(図 16C)。	

図 16:	プラズマ照射装置の詳細とプラズマ照射培地の作り方	
A：プラズマ照射をクリーンベンチ内で行っているときの様子の写真を示す。	B：	プラズマ照射装置の詳細
を示す。H2O2添加培地・プラズマ照射培地は使用するまで 4℃で密閉保存した。C：実験計画と、胚様体形成
による三胚葉分化過程を示す。各培地は 2日おきに交換した。	
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	 プラズマ照射培地はナイーブ状態のマウス ES 細胞の増殖を抑制したため（図 15A、B）、

EB 形成時においても EB の増殖に影響を及ぼすか検討した。H2O2添加培地、または、プラズマ照射

培地で培養した EB の形態を観察したところ、形態や、EB の数には変化なかった(図 17)。以上の事

実から、H2O2添加培地・プラズマ照射培地は、ナイーブ状態のマウス ES 細胞の増殖能は抑制できる

が、EB の増殖能は抑制できないことが明らかとなった。	

	

	

図 17:	H2O2 添加培地・プラズマ照射培地は胚様体（EB）の増殖能に影響を与えない	
LIF を含まないマウス ES 細胞用培地（Control）、LIF を含まない H2O2添加培地（H2O2添加）、LIF を含まない
プラズマ照射培地（プラズマ照射）を用いた EB の様子を示す。EB 形成を開始した日を Day0 として、Day2.5、
Day4、Day8、Day12 の各 EB の写真を示す。どの条件においても EB の形態・数に変化はなかった。スケール
バーは 250μm を示す。	

	

3.2.3.活性種のエピブラスト分化における機能	

	 2.5 日目の EB のサンプルを用いて、エピブラストへの分化を検討した。H2O2添加培地・

プラズマ照射培地で培養した EB におけるエピブラストマーカー遺伝子である Fgf5と Otx2の mRNA

の発現量を検討した。H2O2添加培地で培養した EB における Otx2の発現量は増加傾向にあった(図

18A)。Fgf5と Otx2の発現量は、プラズマ照射培地で培養した EB において増加傾向にあった。以上

の事実から、培地中の H2O2はエピブラストへの分化を促進することが明らかとなった。	

	 マウス ES 細胞の分化において、FGF4 シグナルは、エピブラストへの分化を促進すること

が報告されている[12,13]。近年、当研究室により Fas シグナルが、ナイーブ状態のマウス ES 細胞

からエピブラストへの分化の促進に寄与していることを報告した[16,17]。さらに、Fas シグナルは

FGF4 シグナルと非依存的に働くことも報告した[16]。Fas 刺激により細胞質内構成因子の Caspase3

が活性化し、活性化 Caspase3 は未分化性維持転写因子のうちの１つである Nanog タンパク質を分

解する[16,17]。H2O2添加培地・プラズマ照射培地がエピブラストへの分化を促進したことから、FGF4

シグナル、もしくは、Fas シグナルが活性化していると仮定した。そこで、リン酸化 Erk1/2 と、活

性化 Caspase3 の発現量をウェスタンブロットにより解析したところ、リン酸化 Erk1/2 が H2O2添加

培地と、プラズマ照射培地で培養することで増加した(図 18B)。しかし、活性化 Caspase3 の発現量
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は変化しなかった。以上の事実から、培地中の H2O2が FGF4 シグナルを活性化することが明らかと

なった。次に、FGF4 シグナルの標的遺伝子である Spry2と Dusp6の mRNA の発現量を検討した(図

18C)。Spry2の発現は、H2O2添加培地で培養した EB においては増加傾向にあり、プラズマ照射培地

で培養した EB において有意に増加した。Dusp6の発現は、H2O2添加培地で培養した EB とプラズマ

照射培地で培養した EB において増加傾向にあった。以上の事実から、培地中の H2O2が FGF4 シグナ

ルを促進し、エピブラストへの分化を促進することが明らかとなった。	

	 培地中の H2O2がどのようにして FGF4 シグナルを促進しているのか、その原因を検討した

(図 18D)。FGF4 シグナルは、培地中の Fgf4（リガンド）が、マウス ES 細胞の膜上にある FGF 受容

体 2c（Fgfr2c）に結合することで、Erk1/2 などの下流因子が活性化する[12,13]。Fgf4 と Fgfr2c

の発現量を検討したところ、H2O2添加培地で培養した EB において増加傾向にあり、Fgf4 の発現量

はプラズマ照射培地で培養した EB において有意に増加した。Fgfr2c の発現量は、H2O2添加培地で

培養した EB、プラズマ照射培地で培養した EB において増加傾向にあった。以上の事実から、2.5

日目の EB において、培地中の H2O2が Fgf4と Fgfr2cの発現を促進し、FGF4 シグナルが促進し、最

終的にエピブラストへの分化が促進することが明らかとなった。	

	

図 18:	培地中の H2O2 は FGF4 シグナルを活性化し、エピブラストへの分化を促進する	
A：H2O2添加培地・プラズマ照射培地で培養した EB 形成開始してから 2.5 日目の EB におけるエピブラストマ
ーカー遺伝子（Fgf5と Otx2）の mRNA の発現を示す。示した Fgf5/β-actin、Otx2/β-actin	mRNA の値は、
Control を 1 とした場合の相対値である。B：H2O2添加培地・プラズマ照射培地で培養した EB 形成開始してか
ら 2.5 日目の EB におけるリン酸化 Erk1/2、Erk1/2、活性化 Caspase3、β-actin のタンパク質の発現解析の
結果を示す。右のグラフで示したリン酸化 Erk1/2/Erk1/2、活性化 Caspase3β-actin のバンド強度の値は、
Control を 1 とした場合の相対値である。示したウェスタンブロットの結果は試行回数 3回のうちの代表す
るものである。C：H2O2添加培地・プラズマ照射培地で培養した EB 形成開始してから 2.5 日目の EB における
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FGF4 シグナルの標的遺伝子（Spry2と Dusp6）の mRNA の発現を示す。示した Spry2/β-actin、Dusp6/β-actin	
mRNA の値は、Control を 1 とした場合の相対値である。D：H2O2添加培地・プラズマ照射培地で培養した EB
形成開始してから 2.5 日目の EB における FGF4 シグナル構成因子（Fgf4と Fgfr2c）の mRNA の発現を示す。
示した Fgf4/β-actin、Fgfr2c/β-actin	mRNA の値は、Control を 1 とした場合の相対値である。全てのグ
ラフの値は、試行回数 3回分の平均値であり、エラーバーは標準偏差を示す。有意差は以下のように定義し、
図に示した。	*,	P	<	0.05、	**,	P	<	0.01。	

	

3.2.4.活性種の中胚葉・内胚葉分化における機能	

	 EB 形成後 3 日目の H2O2添加培地・プラズマ照射培地で培養した EB における中胚葉・内胚

葉マーカー遺伝子の発現量をリアルタイム PCR 解析により検討した。中胚葉マーカー遺伝子である

Tと Mixl1の発現量を検討したところ、H2O2添加培地で培養した EB において Tと Mixl1の発現量は

有意に増加した(図 19A)。一方、プラズマ照射培地で培養した EB において両者の発現は有意に減少

した。以上の事実から、培地中の H2O2は中胚葉への分化を促進するが、プラズマ照射により培地中

に生成された H2O2以外の活性種により中胚葉への分化が抑制されることが明らかとなった。	

	 内胚葉マーカー遺伝子である Foxa2と Gata6の発現量を検討したところ、H2O2添加培地で

培養した EB において、Foxa2と Gata6の発現量は変化しなかった(図 19B)。一方、プラズマ照射培

地で培養した EB において両者の発現は有意に減少した。以上の事実から、培地中の H2O2は中胚葉

への分化を促進するが内胚葉への分化には影響を与えないことが明らかとなった。さらに、プラズ

マ照射により培地中に生成された H2O2以外の活性種により内胚葉への分化が抑制されることが明

らかとなった。	

	 マウス ES 細胞の分化において、Wnt シグナルは中胚葉・内胚葉への分化を促進する[53]。

ゆえに、EB 形成において H2O2添加培地・プラズマ照射培地が Wnt シグナルに影響を与えるのか検討

した。Wnt シグナル標的遺伝子である Axin2と CcnD1の発現量を検討したところ、両者の発現は、

H2O2添加培地で培養した EB においては変化せず、プラズマ照射培地で培養した EB において有意に

減少した	(図 19C)。以上の事実から、2.5 日目の EB において培地中の H2O2は Wnt シグナルには関

与しないことが明らかとなった。また、プラズマ照射により生成される培地中の H2O2以外の活性種

により Wnt シグナルが抑制され、マウス ES 細胞の中胚葉・内胚葉への分化が抑制されることが明

らかとなった。	

	 次に、プラズマ照射培地により生成された活性種がどのようにして Wnt シグナルを抑制

しているのか、その原因を検討した。Wnt3a は Wnt リガンドファミリーの一つであり、中胚葉・内

胚葉の分化を調節していることが報告されている[54]。Wnt リガンドは、細胞膜上の Wnt 受容体で

ある、Lrp5、Lrp6、Frizzled	1（Fzd1）、Frizzled	5（Fzd5）に結合し、β-catenin などの下流因

子が活性化する[54]。Wnt3a、または、Lrp5、Lrp6、Fzd1、Fzd5 の mRNA の発現量をリアルタイム

PCR 解析により検討した(図 19D)。その結果、Lrp5、Lrp6、Fzd1、Fzd5 の発現量は、H2O2添加培地

で培養した EB においては変化せず、プラズマ照射培地で培養した EB において有意に減少した。

Wnt3aの発現量はどちらの培地で培養した EB において変化しなかった。これらの結果から、3 日目

の EB において、培地中の H2O2は Wnt シグナル構成因子の発現制御には関与しないことが明らかと
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なった。また、プラズマ照射により生成される培地中の H2O2以外の活性種により Lrp5、Lrp6、Fzd1、

Fzd5の発現が抑制され、Wnt シグナルが抑制され、中胚葉・内胚葉への分化が抑制されることが明

らかとなった。	

	

	

図 19:	培地中の H2O2 以外の活性種は Wnt シグナルを抑制し、中胚葉・内胚葉への分化を抑制する	
A：H2O2添加培地・プラズマ照射培地で培養した EB 形成開始してから 3日目の EB における中胚葉マーカー遺
伝子（Tと Mixl1）の mRNA の発現を示す。示した T	/β-actin、Mixl1/β-actin	mRNA の値は、Control を 1
とした場合の相対値である。B：H2O2添加培地・プラズマ照射培地で培養した EB 形成開始してから 3 日目の
EB における内胚葉マーカー遺伝子（Foxa2 と Gata6）の mRNA の発現を示す。示した Foxa2	/β-actin、
Gata6/β-actin	mRNA の値は、Control を 1 とした場合の相対値である。C：H2O2添加培地・プラズマ照射培
地で培養した EB 形成開始してから 3日目の EB における Wnt シグナルの標的遺伝子（Axin2と CcnD1）の mRNA
の発現を示す。示した Axin2/β-actin、CcnD1/β-actin	mRNA の値は、Control を 1 とした場合の相対値で
ある。D：H2O2添加培地・プラズマ照射培地で培養した EB 形成開始してから 3日目の EB における Wnt シグナ
ル構成因子（Wnt3a、Lrp5、Lrp6、Fzd1、Fzd5）の mRNA の発現を示す。示した各構成因子の mRNA の発現/β-actin	
mRNA の値は、Control を 1 とした場合の相対値である。全てのグラフの値は、試行回数 3 回分の平均値であ
り、エラーバーは標準偏差を示す。有意差は以下のように定義し、図に示した。	*,	P	<	0.05、	**,	P	<	0.01。	

	

3.2.5.活性種の外胚葉分化における機能	

	 EB 形成後 12 日目の H2O2添加培地・プラズマ照射培地で培養した EB における外胚葉マー

カー遺伝子の発現量をリアルタイム PCR 解析により検討した(図 20A)。外胚葉マーカー遺伝子であ

る Pax6と Nestinの発現量を検討した結果、Pax6の発現量は H2O2添加培地・プラズマ照射培地で培

養した EB において共に有意に増加し、Nestinの発現量は H2O2添加培地で培養した EB において有意

に増加し、プラズマ照射培地で培養した EB において増加傾向にあった。以上の事実から、培地中

の H2O2が外胚葉への分化を促進することが明らかとなった。	
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	 FGF4 シグナルは、エピブラスト以外にも、外胚葉への分化を促進することが報告されて

いる[55]。FGF4シグナルの標的遺伝子である Spry2と Dusp6のmRNAの発現量を検討した結果、Spry2

の発現は、H2O2添加培地、または、プラズマ照射培地で培養した EB の両者において有意に増加し、

Dusp6の発現は、両者の EB において増加傾向にあった(図 20B)。以上の事実から、培地中の H2O2が

FGF4 シグナルを促進し、外胚葉への分化を促進することが明らかとなった。	

	 Fgf4と Fgfr2cの発現量を検討したところ、Fgf4の発現量は H2O2添加培地で培養した EB

において増加傾向にあり、プラズマ照射培地で培養した EB において有意に増加した(図 20C)。

Fgfr2cの発現量は H2O2添加培地、または、プラズマ照射培地で培養した EB において増加傾向にあ

った。以上の事実から、EB 形成後 12 日目の EB において、培地中の H2O2が Fgf4と Fgfr2cの発現を

促進し、FGF4 シグナルが促進し、外胚葉への分化が促進することが明らかとなった。	

	

図 20:	培地中の H2O2 は FGF4 シグナルを促進し、外胚葉への分化を促進する	
A：H2O2添加培地・プラズマ照射培地で培養した EB 形成開始してから 12 日目の EB における外胚葉マーカー
遺伝子（Pax6と Nestin）の mRNA の発現を示す。示した Pax6/β-actin、Nestin/β-actin	mRNA の値は、Control
を 1 とした場合の相対値である。B：H2O2添加培地・プラズマ照射培地で培養した EB 形成開始してから 12 日
目のEBにおけるFGF4シグナルの標的遺伝子（Spry2と Dusp6）のmRNAの発現を示す。示した Spry2/β-actin、
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Dusp6/β-actin	mRNA の値は、Control を 1 とした場合の相対値である。C：H2O2添加培地・プラズマ照射培
地で培養した EB 形成開始してから 12 日目の EB における FGF4 シグナル構成因子（FGF4 と Fgfr2c）の mRNA
の発現を示す。示した Fgf4/β-actin、Fgfr2c/β-actin	mRNA の値は、Control を 1 とした場合の相対値で
ある。全てのグラフの値は、試行回数 3 回分の平均値であり、エラーバーは標準偏差を示す。有意差は以下
のように定義し、図に示した。	*,	P	<	0.05。	

	

3.2.6.活性種の神経細胞分化における機能	

	 近年、プラズマ照射培地が神経幹細胞の神経細胞への分化が促進することが報告されて

いる[56]。この報告では、この分化への影響の原因については不明であった[56]。本研究でも H2O2

添加培地・プラズマ照射培地により外胚葉への分化が促進したことから、ナイーブ状態のマウス ES

細胞の分化において神経細胞への分化が促進していると考えた。H2O2添加培地、または、プラズマ

照射培地で 12 日間培養した EB における、神経細胞マーカー遺伝子の Tubulin	Beta	3（Tubb3）、ア

ストロサイトマーカー遺伝子の Glial	fibrillary	acidic	protein（GFAP）、オリゴデンドロサイト

マーカー遺伝子の Oligodendrocyte	transcription	factor	1（Olig1）の発現量をリアルタイム PCR

解析により検討した(図 21)。その結果、Tubb3 の発現量のみが両培地で有意に増加した。しかし、

H2O2添加培地・プラズマ照射培地で培養した EB における、GFAP と Olig1 の発現量は共に変化しな

かった。以上の事実から、培地中の H2O2が外胚葉から神経細胞への分化を特異的に促進し、グリア

細胞への分化には影響しないことが明らかとなった。	

	

	

図 21:	培地中の H2O2 は神経細胞への分化を促進する	
H2O2添加培地・プラズマ照射培地で培養した EB 形成開始してから 12 日目の EB における神経細胞マーカー遺
伝子の Tubb3、アストロサイトマーカー遺伝子の GFAP、オリゴデンドロサイトマーカー遺伝子の Olig1の mRNA
の発現を示す。示した Tubb3/β-actin、GFAP/β-actin、Olig1/β-actin	mRNA の値は、Control を 1 とした
場合の相対値である。グラフの値は、試行回数 3 回分の平均値であり、エラーバーは標準偏差を示す。有意
差は以下のように定義し、図に示した。	*,	P	<	0.05、	**,	P	<	0.01。	
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4.考察	

	

	 本研究で解明した、「プライム状態の ESD-EpiSCs における O-GlcNAc の機能と、プライム

状態の ESD-EpiSCs からナイーブ状態のマウス ES 細胞へ戻す際の O-GlcNAc の機能」と、「ナイーブ

状態のマウス ES 細胞の分化に対する培地中の活性種の効果」について考察した。以下、2 つのテー

マに分けて考察を述べ、最後に、「細胞内・細胞外因子による、多能性幹細胞の未分化・分化に関

わるシグナル調節」について考察を述べる。	

	

4.1.プライム状態の ESD-EpiSCs における O-GlcNAc の機能と、プライム状態の ESD-EpiSCs

からナイーブ状態のマウス ES 細胞へ戻す際の O-GlcNAc の機能	

	 本研究で、ナイーブ状態のマウス ES 細胞からプライム状態の ESD−EpiSCs へ移行する過

程で、L−Oga と S−Oga の発現が顕著に増加するが、ncOgt の発現は変化しないことを明らかにした。

ナイーブ状態の ES 細胞を用いた EB 形成による解析から、EB 形成開始後 2 日目では ncOgt の発現は

変化せず、4 日目以降から有意に減少することが報告されている[32]。一般的に、EB 形成開始後 2

日目〜2.5 日目の細胞は、エピブラストの発生ステージ（プライム状態）に対応すると考えられて

いるため、本研究で示した「ncOgt の発現は、ナイーブ状態からプライム状態へ移行しても変わら

ない」という結果と一致している。プライム状態のヒト ES 細胞を用いた EB 形成による解析から、

ncOGTと L−OGAの発現は分化すると急速に減少することが報告されている[34]。プライム状態のESD

−EpiSCs からの分化においても、プライム状態のヒト ES 細胞と同様に、ncOgt と L−Oga の発現が減

少することが予想された。	

	 前述したが、本研究で、ナイーブ状態のマウス ES 細胞とプライム状態の ESD−EpiSCs に

おける ncOgt の発現が変化しないことを明らかにした。また、免疫染色の結果、ナイーブ状態でも

プライム状態でも ncOgt は、核と細胞質に同程度、局在していることを明らかにした（図 22）。Ogt

の 3 つのアイソフォームを認識する抗 Ogt 抗体を用いた免疫染色の結果、ナイーブ状態のマウス ES

細胞で Ogt は核内よりも細胞質に局在する Ogt が多いことが、他の研究グループにより報告されて

いる[32]。本研究との結果と他の研究グループによる結果の違いは、用いている抗 Ogt 抗体の認識

するアイソフォームの違いであると考えられる。本研究では ncOgt を特異的に認識する抗体を用い

ているため、他の研究グループの結果は、細胞質にある mOgt と sOgt の発現の分だけ細胞質での染

色強度が高くなったと考えられる。	

	 HeLa 細胞（ヒト子宮頸癌由来の細胞株）の細胞質において、S−Oga が脂肪滴の表面に局

在していることが報告されている[57]。また、脂肪滴表面上の S−Oga は、プロテアソームを活性化

し、活性化したプロテアソームが脂肪滴表面に局在するタンパク質を分解することが報告されてい

る[57]。本研究で、ナイーブ状態のマウス ES 細胞からプライム状態の ESD−EpiSCs への移行の過程

で、細胞質の S−Oga の発現が顕著に増加することを明らかにした。マウス、または、ヒトのナイー

ブ状態とプライム状態を比較した場合、細胞質に局在する脂肪滴の量は、プライム状態の方が多い
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ことが報告されている[58]。代謝は脂肪滴の産生に密接に関与している。ナイーブ状態の多能性幹

細胞は、ミトコンドリア呼吸と解糖系により代謝を行っており、一方、プライム状態の多能性幹細

胞は、ミトコンドリア呼吸ではなく解糖系により代謝を行っている[71]。両状態における代謝経路

の違いが脂肪滴の量に関与していることが示唆される。ナイーブ状態からプライム状態への移行に

おいて、細胞質内で増加する S−Oga は脂肪滴の表面に局在している可能性があり、脂肪滴表面局在

タンパク質の分解を促進している可能性がある。	

	

図 22：	ナイーブ状態のマウス ES 細胞において ncOgt は細胞質と核に局在する	
ナイーブ状態のマウス ES 細胞と、抗 Ogt 抗体（H-300、緑色）を用いた免疫染色の結果を示す。ナイーブ状
態のマウス ES 細胞において ncOgt は、核と細胞質に局在していた。核は Hoechst（青色）によって染めた。
スケールバーは 10μm を示す。示した写真は試行回数 3回のうちの代表するものである。	
略語説明:	ncOgt,	nucleocytoplasmic	Ogt.	

	

	 さらに、本研究は、ナイーブ状態のマウス ES 細胞からプライム状態の ESD−EpiSCs への

移行において、細胞質内の 130	kDa のタンパク質上の O-GlcNAc のみが減少することを明らかにし

た。この O-GlcNAc の減少は、ナイーブ状態からプライム状態への移行に伴う L−Oga、または、S−Oga

の増加による影響であると考えられる。130	kDa 以外の、95	kDa の細胞質のタンパク質、70	kDa

の核内のタンパク質上の O-GlcNAc がナイーブ状態からプライム状態への移行に伴い増加すること

を明らかにした。本研究では、ナイーブ状態のマウス ES 細胞からプライム状態の ESD−EpiSCs への

移行において ncOgt の発現は変化しないことを明らかにしたが、mOgt と sOgt の発現の変化につい

ては不明である。いくつかのタンパク質上の O-GlcNAc がナイーブ状態からプライム状態への移行

に伴い増加した原因として、mOgt と sOgt の発現が移行に伴い増加していることが考えられる。	

	 本研究で、プライム状態の ESD−EpiSCs の生存に Ogt が必須であることを明らかにした。

ナイーブ状態のマウス ES 細胞においても、Ogt は生存に必須であることが報告されている[29]。こ

れらの事実から、ナイーブ状態とプライム状態において Ogt はアポトーシス促進シグナル経路を抑

制することで細胞死を抑制していることが示唆された。プライム状態のヒト ES 細胞において、OGA

はプライム状態の未分化性の維持には関与しないことが報告されている[34]。本研究では、プライ

ム状態の ESD−EpiSCs においても、Oga はプライム状態の未分化性維持には関与しないことを明らか

にした。本研究と他の研究から、ヒトとマウスのプライム状態では、共通して、Oga がプライム状

態の未分化性の維持に関与しないことが明らかとなった。	
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	 Ogt と Oga の両者が、プライム状態の ESD−EpiSCs からナイーブ状態の rESCs への移行に

必須であることを明らかにした。しかし、Ogt と Oga の両者が、ナイーブ状態への移行に必須な理

由は不明である。この問題を解決するためには、以下の 3 種の実験を行う必要があると考えられた。

（1）ナイーブ状態への移行の過程で Ogt と Oga が必要となるタイミングを明らかにする。（2）ナ

イーブ状態への移行における Ogt と Oga の各アイソフォームの発現と局在を明らかにする。（3）ナ

イーブ状態とプライム状態、両状態における O-GlcNAc を持つタンパク質を同定する。	

	 近年、プライム状態のヒトの多能性幹細胞をナイーブ状態に移行させる研究が盛んに行

なわれている[6]。しかし、ナイーブ状態のヒト ES/iPS 細胞に関する報告は少ない。報告されてい

るヒト ES/iPS 細胞のナイーブ化の方法には「遺伝子導入を用いたナイーブ化」と、「遺伝子導入を

用いないナイーブ化」がある。例えば、前者の「遺伝子導入を用いたナイーブ化」には、ヒト ES

細胞に KLF4 と NANOG を過剰発現させ、そこに LIF、PD0325901（FGF シグナル阻害剤）、CHIR99021

（Wnt シグナル促進剤）を加えるという方法がある[72]。後者の「遺伝子導入を用いないナイーブ

化」には、ヒトES細胞に、LIF、ActivinA、PD0325901、CHIR99021、b−rapidly	accelerated	fibrosarcoma	

（B−RAF）阻害剤、Proto-oncogene	tyrosine-protein	kinase	Src（SRC）阻害剤、Rho-associated	

protein	kinase（ROCK）阻害剤を加えるという方法がある[73]。本研究により、プライム状態から

ナイーブ状態への移行に Ogt と Oga の両者が必要であることを明らかにした。既存のナイーブ化法

に、「遺伝子導入や阻害剤を用いた O-GlcNAc の量の調節」を併用することでヒトのナイーブ化効率

が増加することが期待される。	

	 本研究は、プライム状態の ESD−EpiSCs における O-GlcNAc の機能を明らかにした初めて

の報告である。いくつかの解析を詳細に行う必要はあるが、本研究により「プライム状態の ESD−

EpiSCs の生存に O-GlcNAc が必要であること」と、「プライム状態の ESD−EpiSCs からナイーブ状態

の rESCs に移行するのに O-GlcNAc が必要であること」を明らかにした。	

	

4.2.ナイーブ状態のマウス ES 細胞の分化に対する培地中の活性種の効果の検討	

	 本研究で、H2O2添加培地・プラズマ照射培地がナイーブ状態のマウス ES 細胞から神経細

胞への分化を促進し、グリア細胞への分化には影響しないことを明らかにした。ラット間葉系幹細

胞[59]、ラット皮質前駆細胞[60]、マウス Neuro2a 細胞[61]から神経細胞への分化時に細胞質内の

H2O2濃度が増加することが報告されている。これらの報告は、H2O2は神経細胞分化において、主要

な因子の一つであることを示している。近年、本研究の結果と同様に、プラズマ照射培地が神経幹

細胞から神経細胞への分化を促進し、グリア細胞への分化には影響しないことが報告されている

[56]。しかし、神経幹細胞の研究において、選択的な神経細胞分化促進の原因は不明であった。本

研究では、プラズマ照射により生成される培地中の H2O2が選択的な神経細胞分化促進の原因である

ことを明らかにしたので、神経幹細胞においても同じ原因で神経細胞への分化を促進することが示

唆される。	

	 プラズマ照射培地はナイーブ状態のマウス ES細胞の増殖を抑制することを明らかにした。
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また、プラズマ照射は、in	vitro、in	vivoで、慢性の化学療法抵抗性の卵巣癌細胞の増殖も抑制

することが報告されている[62]。しかし、本研究では、H2O2添加培地・プラズマ照射培地は EB の増

殖を抑制することはないことを明らかにした。そのため、プラズマ照射による増殖抑制効果は、細

胞の種類や、状態によって影響が異なることが明らかとなった。	

	 近年、造血幹細胞[36]や、成体心筋幹細胞[37]において、細胞質内の低濃度の H2O2は未

分化性維持に寄与し、一方、細胞質内高濃度の H2O2は分化に寄与することが報告されている。H2O2

などの活性酸素種によるレドックスシグナルは細胞の分化状態を制御している。いくつかの研究グ

ループが、レドックスシグナルが転写因子の DNA 結合を抑制し、転写を制御することを報告してい

る[63]。例えば、主要な未分化性維持転写因子である Oct3/4 は、レドックスシグナルにより DNA

結合が抑制され転写が抑制されることで、未分化性を維持することができなくなることが報告され

ている[64]。ナイーブ状態のマウス ES 細胞において、レドックスシグナルは、未分化・分化を調

節する主要シグナルの一つである。本研究では、H2O2添加培地、または、プラズマ照射培地中の H2O2

が、Fgf4と Fgfr2cの転写を促進することを明らかにした。この転写の促進は、H2O2によるレドッ

クスシグナルの活性化が原因である可能性がある。	

	 さらに、本研究で、プラズマ照射が Lrp5、Lrp6、Fzd1、Fzd5（全て Wnt シグナル構成因

子）の転写を抑制することを明らかにした。この転写の抑制に H2O2は関与しないことも明らかにし

た。ゆえに、Wnt シグナル構成因子の転写抑制は、プラズマ照射により生成された H2O2以外の活性

種による影響であることが示唆された。プラズマ照射により生成される H2O2以外の活性種としては、

O3、NO3
-、ONOO-などがあり[65]、これらによる影響であることが予想された。	

	 本研究では、分化に関わるシグナルとして、FGF4 シグナルと Wnt シグナルに着目した。

しかし、活性酸素などにより活性化したレドックスシグナルが他の多くのシグナル経路を制御して

いることが報告されている[63]。例えば、ヒトの肝臓癌の細胞において、転写因子である signal	

transducer	and	activator	transcription	factor	3	(STAT3)の転写活性がレドックスシグナルに

より抑制されることが報告されている[66,67]。これは、STAT3 の 418 番目、426 番目、468 番目の

システインが、酸化ストレスにより S−グルタチオニル化されることで STAT3 の DNA 結合が抑制され

るためである[66,67]。ナイーブ状態のマウス ES 細胞において、STAT3 は、未分化性維持に必須な

シグナルである LIF シグナルの下流で活性化される因子である。H2O2添加培地やプラズマ照射培地

により LIF/STAT3 シグナルが抑制されている可能性がある。	

	 近年、細胞内のミトコンドリアから産生された H2O2、または、細胞外から取り込まれ蓄積

した H2O2などの ROS が組織幹細胞の老化を調節していることが報告された[38,39]。様々な組織の

細胞はアポトーシスや損傷により欠如すると、その組織に特異的に分化できる能力をもつ組織幹細

胞により再構築が行われる。組織幹細胞は、組織特異的な分化能力以外にも、多能生幹細胞のよう

に自己複製能を有している。組織幹細胞は加齢に伴い老化し、老化した組織幹細胞は分化能の低下、

自己複製能の低下、アポトーシスなどが引き起こされ、これらの現象は細胞内の ROS による影響で

あるとされている[38,39]。例えば、マウスの造血幹細胞や神経幹細胞は、加齢に伴い細胞内の ROS
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の濃度が高くなり、に、増殖異常、悪性腫瘍化、自己複製能の抑制などが引き起こされる[40,68,69]。

しかし、組織幹細胞の老化における ROS が、どのうなシグナル経路に影響を与えているのかについ

ては、不明な点が多い。「細胞内の ROS の蓄積は組織幹細胞の老化を促進する」という報告がある

一方で、ショウジョウバエにおいて、細胞内の ROS は造血幹細胞からの正確な分化に寄与するとい

う報告もある[70]。以上の事実は、組織幹細胞の老化における ROS の機能は、細胞内に蓄積した濃

度によって異なることを示唆している。本研究では、EB 形成において、培地中の H2O2が FGF4 シグ

ナルを促進することを明らかにした。ヒトの造血幹細胞において FGF4 シグナルは増殖に関与する

ので、造血幹細胞の老化において H2O2が FGF4 シグナルを促進し、増殖異常を引き起こしている可

能性が考えられた。	

	

4.3.細胞内・細胞外因子による、多能性幹細胞の未分化・分化に関わるシグナル調節	

	 本研究では、ナイーブ状態のマウス ES 細胞の分化おいて、細胞外の活性種が Wnt シグナ

ルを抑制することを明らかにした。Wnt シグナルが活性化すると、β-catenin が核に移行し、標的

遺伝子の転写を促進する。ヒト CaP 細胞（ヒト前立腺癌細胞）の細胞質、および、核内のβ-catenin

は O-GlcNAc 修飾を受けており、β-catenin 上の O-GlcNAc はβ-catenin の局在を調節し、最終的

に Wnt シグナルを調節していることが報告されている[74]。細胞質にあるβ-catenin が O-GlcNAc

修飾を受けると、核に移行することができず、細胞質に蓄積する。細胞質の O-GlcNAc 化β-catenin

から O-GlcNAc が分解されるとβ-catenin は核に移行することができる。また、核内にあるβ

-catenin が O-GlcNAc 修飾を受けると、細胞質に移行せずに核内に蓄積する。以上の事実から、Wnt

シグナルは細胞外からの活性種と核・細胞質内の O-GlcNAc の両者により調節されている。Wnt シグ

ナル以外にも、細胞外からの活性種が NF-κB シグナルや PI3K/Akt シグナルを調節しており、これ

らのシグナル構成因子である c−Rel（NF-κB シグナル構成因子）や Akt（PI3K/Akt シグナル構成因

子）は O-GlcNAc 修飾を受けることも報告されている[75-77]。c−Rel 上の O-GlcNAc は c−Rel の転写

活性を調節し、Akt 上の O-GlcNAc は Akt のリン酸化（活性化）を調節している[76,77]。ナイーブ

状態のマウス ES 細胞において NF-κB シグナルは分化を促進し、PI3K/Akt シグナルは未分化性の維

持・生存に必須なシグナルである[6]。以上の事実より、多能性幹細胞の未分化性・分化に関わる

多くのシグナルは細胞外因子と細胞内因子により複雑に調節されていることが考えられた。	

	 マウス ES細胞において、細胞外の H2O2が細胞膜上のグルコーストランスポーター1（GLUT1）

の発現を促進し、細胞内に取り込むグルコースの濃度が増加することが報告されている[78]。また、

マウス筋肉由来の細胞において GLUT1 の発現が促進すると核・細胞質内の O-GlcNAc が増加するこ

とも報告されている[79]。細胞膜上の GLUT1 によりグルコースが細胞内に取り込まれると、ヘキソ

サミン生合成経路により糖基質の UDP−GlcNAc が生成される。以上の事実から、多能性幹細胞にお

いて、細胞外の活性種はシグナルを調節するだけでなく、O-GlcNAc の発現を調節していることが示

唆された。核・細胞質内の O-GlcNAc と細胞外の活性種は依存的に、あるいは、非依存的に複雑に

シグナルを制御することで、多能性幹細胞の未分化・分化を調節していることが考えられた。	 	
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5.結論	

	

	 本研究で、「多能性幹細胞の未分化・分化を制御するシグナル調節因子」として核・細胞

質内の O-GlcNAc、細胞外の活性種に着目し、「プライム状態の ESD−EpiSCs の生存に O-GlcNAc が必

要である」ことを見出した。さらに、「プライム状態の ESD−EpiSCs からナイーブ状態の rESCs への

移行において O-GlcNAc が必要である」ことも明らかにした。また、「培地中の活性種がナイーブ状

態のマウス ES 細胞の分化にあたえる影響」を明らかにし、プラズマ照射がナイーブ状態のマウス

ES 細胞の分化に関与することを初めて示した。以下、2 つのテーマに分けて結論を述べる。	

	

5.1.プライム状態の ESD-EpiSCs における O-GlcNAc の機能と、プライム状態の ESD-EpiSCs

からナイーブ状態のマウス ES 細胞へ戻す際の O-GlcNAc の機能の解明	

	 ナイーブ状態のマウス ES 細胞において、Ogt は生存と未分化性の維持に必須な因子であ

る。本研究は、ナイーブ状態のマウス ES 細胞からプライム状態の ESD−EpiSCs への移行の過程で、

細胞質内の L−Oga と S−Oga の発現が顕著に増加するが、核・細胞質内の ncOgt の発現は変化しない

ことを明らかにした（図 23）。また、プライム状態の ESD−EpiSCs において Ogt は生存に必須である

が、未分化性の維持には関与しないことも初めて明らかにした。しかし、プライム状態の ESD−EpiSCs

における Oga の機能については不明である。ナイーブ状態からプライム状態への移行に Ogt は必須

であるが、Oga は関与しないことが報告されている[33]。本研究では、プライム状態の ESD−EpiSCs

からナイーブ状態への移行に、Ogt と Oga の両者が必要であることも初めて明らかにした。これら

の結果は、効率的なナイーブ状態のヒト ES 細胞の樹立につながることが期待される。また、マウ

スを含めた様々な哺乳類の ES 細胞における O-GlcNAc 修飾を受けるタンパク質を同定することで、

哺乳類のうち“なぜマウス ES 細胞のみがナイーブ状態を維持できるのか”の問題解決に貢献する

ことが期待される。	

	
図 23：ナイーブ状態のマウス ES 細胞とプライム状態の ESD−EpiScs の遷移における	

Ogt と Oga の機能	
ナイーブ状態において、Ogt は生存性・未分化生維持に必須である。ナイーブ状態からプライム状態への移
行において、細胞質内の Oga の発現が顕著に増加した。プライム状態において Ogt は生存に必須であるが未
分化性には関与しなかった。ナイーブ状態からプライム状態への移行には Ogt のみが必須であることが報告
されている。プライム状態からナイーブ状態への移行には Ogt と Oga の両者が必須であった。	 	
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5.2.ナイーブ状態のマウス ES 細胞の分化に対する培地中の活性種の効果の検討	

	 本研究は、初めて、H2O2添加培地・プラズマ照射培地という細胞外環境がマウス ES 細胞

の分化にあたえる影響を、シグナルへの影響を含め明らかにした（図 24）。プラズマ照射培地は、

ナイーブ状態のマウスES細胞の増殖を抑制するが、未分化性には関与しないことを明らかにした。

また、分化への影響を検討したところ、培地中の H2O2は、FGF4 シグナルを促進することで、エピブ

ラスト、外胚葉、神経細胞への分化を促進することを明らかにした。また、神経細胞への分化を促

進させるが、グリア細胞への分化には影響しないため、培地中の H2O2は選択的に神経細胞への分化

を促進することが明らかとなった。一方、プラズマ照射培地は、Wnt シグナルを抑制することで、

中胚葉、内胚葉への分化を著しく抑制することを解明した。この、プラズマ照射培地による中胚葉・

内胚葉分化抑制はプラズマ照射により生成される培地中の H2O2以外の活性種による影響であるこ

とも解明した。以上の事実より、各種シグナルは、翻訳後修飾などの細胞内環境はもちろん、活性

酸素種などの細胞外環境によっても制御されることが明らかとなった。実際に行われている生体へ

のプラズマ照射医療においても、本研究のようなシグナル分子機構が機能している可能性がある。

また、造血幹細胞などの組織幹細胞の老化においても、FGF4 グナル経路が、H2O2により促進されて

いる可能性がある。	

	

図 24：培地中の活性種がマウス ES 細胞の分化にあたえる影響	
培地中の H2O2が FGF４シグナルを活性化し、エピブラスト、外胚葉、神経への分化を促進することを明らか
にした。また、培地中の H2O2が中胚葉への分化も促進したが、その効果がどのシグナルの変化による結果な
のかは不明である。プラズマ照射培地も FGF４シグナルを活性化し、エピブラスト、外胚葉、神経への分化
を促進することを明らかにした。これらの効果は、H2O2添加培地の場合と同じ結果なので、プラズマ照射に
より培地中に生成された H2O2による影響である。プラズマ照射により生成された H2O2以外の活性種が、Wnt
シグナルを抑制し、内胚葉と中胚葉への分化を抑制することも明らかにした。	
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