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論文内容の喪皆

E主性幹細胞 (ES細胞)は、体を構成するほぼ全ての細胞種に分化する多能性を持ち、培養ドで未分化状態を保ったまま、

無制限に増強可能な自己複製能をも兼ね備えた株純胞である。この性質を利用し、特定の細胞に分化させた細胞を移植医療

に用いることをめざした研究が進められている。

移植医療に必要である分化調胞を安定にかっ大量に供給するためには、来分化性維持機構や細胞分化機構の解明が不可欠

となるa現在までの研究成果から、ヒトを含む霊長類ES純胞では、マウ A ES細胞と異な哲 LIF-STAT3シグナル伝造終

路による未分化性維持機構が機能していないなど、両者は様々な点で異なっていることが明らかになってきている。それ故、

マウスでの解析だけでなくヒトを含めた霊長類 ES細目告でも、これらの分子機構の解明が必須となる。しかし、霊長類 ES

細胞では、遺伝子導入効率が怒いことや遺伝子のサイレンシングを受けやすいことなどのため、遺伝手改変技術が難Lく、

遺伝子む機能を解析するために非常に有用な遺伝子発現制御系の報告はなかった。

いくつかある遺伝子発現静j御系の中でも今回選んだ Tet-Off遺伝子発現制御系は、可逆約iこ、様々な遺伝子の発現量を制

御でき、 invivoでの解析伊jも多く有力なツールである。

ζのシステムl;t，テトラサイタワンの誘斜体であるドキシサイクリン (Dox)が無い状態で、目的の遺伝子が発現し、 Dox

を添加することでその発現が抑制される。この系を利用して、未分化性維持遺伝子だと感われていたものが、その発現量に

よ1)"7ウAES細胞を分化させることが報告されている。

以下に、霊長類E詔細胞では初めての報告となった Tet-Off遺伝子発現昔話御系の構築過程と発現制御の確認w法について
まとめる。

まず、カニクイザルES級協株(CMK晶〉において、 Tet-Off調節プラスミ人続いて EGFPを組み込んだ応答プラスミ

ドを導入することで、 EGFPの発現をDoxの濃度依存約に制御できる三重安定Tet-Off細胞株を作製した。

この株i立、調節プラスミ Fと応答プラスミ Fという 2つの外来遺伝子の導入やDox添加の有無に関わらず、サルES細胞

特有の形態を保ち、アルカリ性フォス7ァターゼ活性やOct-3/4の来分化マーカーの発現を有してお号、来分化状態を保っ

たまま安定に維持できた。また、 invi柱。で邸様体 (EB)を形成で輩、血RNAレベルで未分化マーカーの発裂が減少し、三

脳重量と栄獲外脳業の分化マーカーの発現が纏認できた。さらに盟問刊でも、 SCID マウスの皮下I~移植するとテラトーマを

形成で輩、;二経葉の組織が観揺撃され、多分化能も保持していた。そして、 Doxによる EGFPの発現制御は、 E閣でも、 E弘

之さ医薬に分化した細胞やチ予トー?でも確認できた。

以上より、カニタイザルES線胞株において、 ES細胞としての性質を保持したまま、米分化状態で、さらに分化状態でも

D慌に反応してEGFP発現を制御できる Tet-Off議伝子発現制御系が確なできたことが示されたロ

この系の確により、未分化性維持機構や細胞分化機構の解明だけでなく、発生鵡程I~ 関わる転写因子の発現最を持

期特異的、細胞特異的に制御することで、様々な締胞や組織を効率よく作り出せる可能性もあ号、将来の再生医療応用の基
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礎研究にも有用だと考えられるロ

翰文審査の結果の喪鷺

霊長類ES細胞と7ウス E呂細胞では、その未分化性維持機構に様々な相違点があることが、現在までの解析から報告さ

れている。それ故、マウスでの解析だげでなく、霊長類E呂細胞での分子機構の解明がZ重要である。しかし、望室長類ES総

胞では、遺伝子改変が技術的に難しいことが知られており、特にその発現量が機能に大きく影響するような 遺伝子を、詳

細に解析するような場合に有用と考えられる遺伝子発現制御系については報告されていなかった。そこで本学位申請者l立、

可逆的iこ遺伝子の発現量を厳密に制御できるような解析系が必要だと考え、カニタイザル ES細胞株において、 Tet遺伝子

発現制御系を構築した。

Tet-Off遺伝子発現制御系を毒事人したES細胞株は、 2つの外来遺伝子の導入やドキシサイクワン (D阻)添加の有無に関

わらず、 E目線胞としての米分化性、多分化性などの特性者保持したまま維持することが可能であった。応答遺伝子の発現

はDox濃度依存的であり、分化状態においても制御することが可能であったことから、 ES細胞における詳絡な遺伝子機能

解析にこの制御系が有用であると期待される。

以上の研究は、室長類ES細胞株での遺伝子発現申i御系の確立によ号、未分化性維持機構や細胞分化機構の詳級な解明に

貢献するだけでなく、発生過程に関わる転写因子の発現最を蒋期特異的、細胞特集的iこ制御することで、様々な級砲や組織

を効率よく作哲出せる可能性もあり、将来む再生医療等への応用を国指した基礎研究にも寄与するところが多い。

したがって、本論文は博士(医学)の学佼論文として価植あるものと誌、める。

なお、本学位授与申請者は半成鈎年 1月7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。




