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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　胚性幹細胞(embryonic stem cells; ES 細胞）は，胚盤胞の内部細胞塊より樹立された多能性細胞株であり，三胚葉系由

来のすべての細胞系譜に分化可能で，生体外で長期間の自己複製が可能である。 1981年にマウスES細胞が樹立され発生工

学に利用されてきたが, 1990年代後半から2001年にかけ，ヒトをけじめ，カニクイザルなどヒト以外の霊長類でもES細胞

が次々と樹立され，ES細胞を再生医学に応用する期待が高まっている。近年，ヒトを含む霊長類とマウスでES細胞の未

分化性を維持するシグナル伝達経路等での相違点が解明され，臨床応用への前段階として，霊長類のES細胞を用いた実験

の重要性が増している。

　Ｏｃt-3は，マウスES細胞の未分化性を維持する鍵となる転写因子の一つで，マウスES細胞ではその発現量の厳密な制

御が未分化性維持に重要であり，通常の1/2以下で栄養外胚葉へ, 1.5倍以上で原始内胚葉系と中胚葉系に分化することが知

られている。ヒトのＯｃt-3はマウスと異なり，０ｃt-3AとＯｃt-3Bの２つのスプライシングフォームが存在し, Oct-3A

がマウスのＯｃt-3のオーソログとされているが，詳しい解析はされておらず，ヒト以外の霊長類ES細胞でのＯｃt-3の機

能は全く報告されていない。そこで本研究では，霊長類ES細胞におけるＯｃt-3の機能を調べるためカニクイザルES細胞

からＯｃt-3をクローニングし，過剰発現による影響を調べた。カニクイザルES細胞ではＯｃt-3はヒトと同様, Oct-3A,

０ｃt-3Bの２つのスプライシングフォームが発現し，ヒトと高い相同性を有していた。 Ｏｃt-3A,０ｃt-3Bの強制発現ベクタ

ーをカニクイザルES細胞に導入し安定発現株を作製したところ，得られたコロニーは形態からいずれも未分化状態を保持

していると考えられたが，コロニーの総数は対照群に比べ，０ｃt-3A導入群で約５割，０ｃt-3B導入群で約６割に減少した。

同じ発現ベクターで制限酵素の切断部位を換えＯｃt-3A,０ｃt-3Bが発現しないように導入すると，対照群とコロニー総数

に差異は見られず，よってコロニー数の減少は遺伝子導入効率の違いではなく，外因性のＯｃt-3A,０ｃt-3Bの発現による

とわかった。安定導入株のＯｃt-3A,０ｃt-3Bの蛋白質発現量を調べたところ，０ｃt-3A株では対照（モック導入）群や野

生型のＯｃt-3Aの発現量の1.5倍を超える高発現株は存在せず，０ｃt-3Aの過剰発現下では霊長類ES細胞は維持されない

ことが示唆された。一方，０ｃt-3Bの導入群では対照群や野生型の発現量の約５倍程度までの高発現株が得られ, Oct-3B

とＯｃt-3AではES細胞における機能が異なることも示唆された。次にＯｃt-3A,０ｃt-3Bの各発現ベクターをカニクイザ

ルES細胞に一過的に導入し過剰発現における影響を経時的に検討したところ，導入後24時間から48時間で，０ｃt-3A導入

株で内胚葉系と中胚葉系のマーカー遺伝子の発現上昇がみられた。以上の結果から，カニクイザルではヒトと同様Oct-3

にＡとＢのアイソフォームが存在し，両者ともES細胞で発現しており，それぞれ過剰発現させるといずれもES細胞の

自己複製を妨げることが分かった。特にＯｃt-3Aの過剰発現下では霊長類ES細胞は内胚葉系と中胚葉系への分化誘導の促

進が見られたことから，霊長類ES細胞の未分化状態の維持にはマウスのＯｃt-3と同様にＯｃt-3Aの厳密な発現量の制御

が重要であることが示唆された。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　ヒトES細胞を用いた再生医学の臨床応用への前段階として，ヒト以外の霊長類ES細胞を用いた基盤研究は重要な役割

をもち，そのため霊長類ES細胞の特性解析は不可欠である。 Ｏｃt-3は，マウスES細胞の未分化匪維持に至適な範囲の発

現量が必要な転写因子で，ヒトではマウスＯｃt-3のオーソログとされるＯｃt-3Aと，そのアイソフォームとされるOct-

3Bの存在が報告されているが，霊長類ES細胞でのＯｃt-3の機能は未だ不明であった。そこでカニクイザルES細胞での

Ｏｃt-3の発現を調べたところ，０ｃt-3AとＯｃt-3Bが発現しており，それらはヒトと高い相同性を有していた。これらの機

能解析のために強制発現ベクターを作成し導入したところ，3Aを高発現した安定導入株は得られず，3Bでは高発現株で

も未分化性が維持されていた。一過的な発現系では，3Aを高発現させた場合のみで内胚葉・中胚葉のマーカー分子の発現

がみられたことから，０ｃt-3Aと3Bの機能が異なることが分かった。また最近, Oct-3のＲＮＡ干渉によって霊長類ES

細胞で栄養外胚葉のマーカーが上昇するというも報告がなされていることから，本研究と考之合わせると，霊長類ES細胞

においてもマウスのＯｃt-3同様，０ｃt-3の適切な範囲内での発現が，ES細胞の未分化維持に重要であることが明らかとな

った。

　以上の研究は霊長類ES細胞の未分化維持機構の解明に貢献し，再生医学の進歩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。尚，本学位授与申請者は平成18年10月４日実施の論文内容

とそれに関連した試問を受け，合格と認められたものである。
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