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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　ヒト胚性幹細胞（ES細胞）は発生過程の三胚葉へ分化する能力を持ち，その分化能を保持した状態で増殖可能である。

ES細胞は三胚葉を起源とする全ての細胞に分化可能と考えられるため，体組織の様々な細胞に分化誘導し，細胞移植医療

に応用することが期待されている。多分化能（未分化性）を維持したES細胞は通常フィーダー細胞上で培養され，フィー

ダー細胞非存在下では未分化性を維持して安定に培養することが困難である。また，培養液には多くの動物由来成分を必要

とする。しかしES細胞が異種動物由来の成分に接触することは感染性因子が混入する危険性もあり臨床応用上からは好ま

しくない。そこでフィーダー細胞や動物由来因子非存在下で霊長類ES細胞を安定に維持する条件を探索するため，ES細

胞の未分化性維持機構の研究を進めている。

　本研究ではホメオドメインを持つ転写因子ＮＡＮＯＧに着目し，ヒト及びサルES細胞で実験を行った。 Nanogはマウス

ES細胞の未分化比維持に必須であり，発現維持することでフィーダー細胞非依存的に未分化性を維持することが報告され

ている。そこで，本研究では霊長類ES細胞でのＮＡＮＯＧの機能をヒト及びカニクイザルのES細胞を使用して解析した。

　まずＮＡＮＯＧがヒト，サルES細胞でも未分化特異的に発現していることをWestern blot 法で調べた。フィーダー細胞

を取り除くとサルES細胞は分化し，０ｃt-4，ＡＬＰなどの未分化特異的マーカーの発現は消失するとともに，ＮＡＮＯＧの

発現も同時に消失した。 ＮＡＮＯＧがヒト及びサルES細胞でも未分化性維持に関与している可能性を検討するために

ＮＡＮＯＧ発現プラスミドをES細胞に導入し，ＮＡＮＯＧを恒常的に高発現する細胞株を作製した。ヒトES細胞では遺伝

子導入効率が低いために遺伝子導入試薬のスクリーニング及び最適化を行った。作製されたＮＡＮＯＧ高発現株はフィー

ダー細胞非存在下でも形態的に未分化であり，また未分化特異的マーカーの発現も維持されていた。次にＮＡＮＯＧ高発現

株で胚様体作製により分化を誘導したところ，野生株では三胚葉および胚体外組織の分化が認められたのに対し，

ＮＡＮＯＧ高発現株では内胚葉，栄養外胚葉の分化マーカーの発現が抑制されていた。またＮＡＮＯＧのsiRNAを導入して

ｋｎｏｃｋｄｏｗｎすると内胚葉マーカーおよび栄養外胚葉マーカーの発現が強く誘導された。これらの結果からＮＡＮＯＧ遺伝

子は霊長類ES細胞においてもその未分化性維持に重要な機能を果たしていると考えられる。

　本研究ではサル，及びヒトES細胞の未分化性維持機構の重要なファクターを明らかにし，効率の良い遺伝子導入法が確

立できた。これらはヒトES細胞を治療に用いる際の重要な情報であるとともに基礎生物学的研究にも貢献できることが期

待される。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　本論文は，マウスで同定された未分化特異的遺伝子ＮＡＮＯＧの特性や機能を霊長類ES細胞で解析したものである。

　霊長類未分化ES細胞においては未分化特異的マーカーであるＯＣＴ-4,ＡＬＰと共にＮＡＮＯＧが発現している。しかし，

未分化性を失うとＯＣＴ-4，ＡＬＰの消失にともないＮＡＮＯＧの発現も消失することを確認した。次にＮＡＮＯＧの強制発
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現による機能解析を行い，霊長類ES細胞は外来性ＮＡＮＯＧを発現維持することにより，フィーダー細胞が無い状態でも

内胚葉，中胚葉，栄養外胚葉への分化を抑制して，未分化性を維持することを示した。さらに野生株のＮＡＮＯＧをノック

ダウンすると内胚葉，栄養外胚葉へ分化することを示した。申請者はこれらの結果から，ＮＡＮＯＧが霊長類ES細胞の未

分化性維持に必須な因子であることを明らかにしている。

　以上の研究はヒト，サルのES細胞で未分化匪維持の鍵となるＮＡＮＯＧの機能の解明に貢献し，霊長類ES細胞の未分

化匪維持機構の理解に寄与するところが多い。

　したがって，本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。

　なお，本学位授与申請者は平成19年１月12日実施の論文内容とそれに関連した諮問を受け，合格と認められたものである。
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