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申請者氏名丸山昌良

肱性幹(ES)細胞は自己複製能と個体を形成するすべての細胞種-と分化できる分化多能

性を維持している｡ ES細胞の分化多能性には翻訳開始因子であるNATlが必須であることが

知られている｡このことからNATlは分化多能性に関与しているSry関連転写因子Sox2の翻

訳を制御している可能性が考えられた｡またESTデ-タベ-ス解析によりSox2以外にSox15

も未分化ES細胞で特異的な発現が認められた｡そこで､本研究では1)非晴乳動物における

NATlの機能解明､ 2) sox15の機能解析､ 3) sox2の下流因子の同定を目的とした｡

1)非晴乳動物でもNATlが分化多能性に関与しているかを明らかにする最初のステップとし

て下等動物におけるNATl相同遺伝子の同定を行った｡ Drosophila emelanogaster,

Halocynthia roretzi, zebrafish, frog, chickenにおいてNATl相同遺伝子を同定した｡すべ

てのNATl相同タンパク質はAUG以外の翻訳開始コドンを利用しているが分かった｡

2) RT-PCRによりSox2以外にSox15も未分化ES細胞で高発現していることを明らかにした｡

そこでSox15とSox2の機能比較を行った｡ゲルシフト分析およびレポ-タ-実験により､

Sox15はSox2のタ-ゲット遣伝子であるFGF4やFbx15のエンハンサ-に結合しOct3/4

と協調して転写を活性化することを示した｡ Sox15の生理的な機能を解析するためにS｡Ⅹ15

欠損マウス､ ES細胞を作製した｡ Sox15欠損マウス､ ES細胞ともに正常であった｡この結

泉はSox2がSox15の機能を大部分補ったためであると考えられた｡ S｡Ⅹ15のタ-ゲット遺

伝子を同定するためにDNAマイクロアレイ分析を行った結果､ Sox15の欠損によりOtx2,

Ctgf, Ebafの発現低下､ Hrcの発現上昇が認められた｡この発現変化はSox15欠損ES細胞

にSox15のcDNAを導入することにより回復された｡ Sox15が直按Hrcの発現を制御して

いるかを明らかにするために､クロマチン免疫沈降を行った結果､ Sox15はHrc遺伝子に

存在するSoxコンセンサス配列に結合することを示した｡以上の結果より､ Sox15はマウス

の発生やES細胞の特性には必須ではないが､ Sox2とは異なる特異的な転写制御に関与し

ていることが示唆された｡

3) ICMとES細胞の分化多能性に必須な転写因子であるNanogの欠損マウスの表現型がS｡Ⅹ2

欠損マウスと非常に似ていること､また未分化ES特異的発現している遺伝子の多くは

Sox2~Oct3/4complexにより制御されているより､ NanogはSox2のtarget遺伝子である可

能性が示唆された｡そこでマウスNanog遺伝子のエンハンサ-に存在するcis-elementの

同定を行った｡レポ-タ-実験により､ ES細胞特異的な発現には遠位エンハンサ-と近位

エンハンサ-が関与していること分かった｡さらにゲルシフト分析およびクロマチン免疫沈

降により遠位エンハンサ-にはSox2､近位エンハンサ-にはOct3/4とS｡Ⅹ2が特異的に結

合することを明らかにした｡またNanogの発現はSox2欠損遅延廃盤胞で著しい減少が観察

された｡以上の結果より､ Nanogの発現はSox2とOct3/4が制御していることを明らかに

した｡



論文審査結果の要旨

申請者氏名丸山昌良

腫性幹(ES)細胞は自己複製能と個体を形成するすべての細胞種-と分化できる分化多能

性を推持している｡ ES細胞の分化多能性には転写因子のOct3/4, Nanog, Sox2が重要な役割

を担っていることが知られている｡さらにSox2の翻訳を制御する可能性が示唆されている翻

訳開始因子のNATlも翻訳レベルで分化多能性に関与していることが明らかとなっている｡ま

たESTデ-タベ-ス解析によりSox2以外にSox15も未分化ES細胞で特異的な発現が認め

られた｡そこで､本研究ではES細胞未分化維持ネットワ-クを明らかにするために1)NATl

の機能解明､ 2)Sox15の機能解析3)Sox2とNanogの関係の解析を目的とした｡

1)申請者はNATlが非晴乳動物においても分化多能性に関与しているかを明らかにする最初

のステップとして下等動物におけるNATl相同遺伝子の同定を行ちた｡ NATl相同遺伝子は

Drosophila emelanogaster, Halocynthia roretzi, zebrafish, frog, chickenにおいて同定され

た｡またすべてのNATl相同タンパク質が翻訳開始コドンにAUGを使用していないことを明
らかにした｡

2)申請者は未分化ES細胞でSox2以外にSox15も高発現していることを示した｡そこで

Sox15とSox2の機能比較を行った｡Sox15はSox2のタ-ゲット遺伝子であるFGF4やFbx15

のエンハンサ-に結合しOct3/4と協調して転写を活性化することを明らかにした｡生理的な

Sox15の機能を解析するためSox15欠損マウス､ ES細胞を作製したが顕著な表現型は得られ

なかった｡この結果はSox15の機能の-部をSox2が相補したた_めであると考えられた｡ Sox2

により補償されないSox15のタ-ゲット遣伝子の同定を行った結果､ S｡Ⅹ15の欠損により

Otx2, Ctgf, Ebafの発現低下､ Hrcの発現上昇が認められた｡ Sox15がこれらの遺伝子の発現

を直按制御しているかを明らかにするために､クロマチン免疫沈降を行った｡ Hr｡遺伝子にお

いてはSox15の直接的な発現制御が示唆された｡以上の結果より､ Sox15はマウスES細胞に

おいては特異的な転写制御に関与しているがES細胞やマウスの発生には必須ではないことを

示した｡

3)ICMとES細胞の分化多能性に必須な転写因子であるNanogの発現には遠位エンハンサ-

が関与していることが知られていた○しかし､ cis-elementとtrans-factorに関しては明らか

になっていなかった｡そこで申請者はマウスNanog遺伝子の遠位エンハンサ-と新たに同定

した近位エンハンサ-cis-elementの同定を行った｡その結果､遠位エンハンサ-にはSox2､

近位エンハンサ-にはSox2とOct3/4が結合することを明らかにした｡またNanogの発現が

Sox2欠損遅延廃盤胞においても著しい減少がみられたことから､生理的なNanogの発現にも

Sox2の関与が示唆された｡以上の結果より､ Nanogの発現はSox2とOct3/4が制御している
ことを明らかにした｡

以上のように､本論文はES細胞未分化椎持機構におけるSoxの機能を明らかにし

たもので､学術上､応用上貢献する･ところが少なくない｡よって審査委貞-同は､本

論文が博士(バイオサイエンス)の学位論文として価値あるものと認めた｡


