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要旨 

 

 体細胞にリプログラミング因子と呼ばれる転写因子を導入することで、胚性幹細胞

（ES 細胞）と同等の分化能を持つ人工多能性幹細胞（iPS 細胞）にリプログラミング

される。リプログラミング過程における分子機構については、網羅的な遺伝子発現解析

などからその機構が徐々に明らかになってきたが、リプログラミング過程におけるシグ

ナル伝達経路の役割については未解明な部分が多い。 

 本研究において申請者は、OCT3/4、KLF4、SOX2（以下 OKS）を用いたリプログ

ラミング過程において、内在性 Wnt/catenin 経路の一過的な活性化がリプログラミ

ングを促進することを明らかにした。マウス線維芽細胞（以下 MEF）に OKS を導入

し、リプログラミングを誘導した。免疫染色によりcateninの細胞内局在を調べると、

リプログラミング過程で一過的にcateninが核内に移行することが見出された。さら

に、Wnt/catenin 経路のレポーターを用いた実験から、リプログラミング過程で

Wnt/catenin 経路が活性化すること、またリプログラミング初期に Wnt/catenin

経路が活性化した細胞集団からより多くの iPS 細胞コロニーが形成されることが分か

った。リプログラミング過程においてWnt/catenin経路を活性化するWntリガンド

を同定するため、リプログラミング過程におけるマイクロアレイデータの解析と定量的

RT-PCRによる遺伝子発現解析を行った。その結果、哺乳類で 19種存在するWntリガ

ンドの中で、Wnt2のみがリプログラミング過程において発現が上昇することが明らか

になった。MEF を用いたリプログラミングでは、リプログラミング初期に体細胞マー

カーである THY1 の発現が抑制されることが知られている。THY1 陽性および陰性細

胞集団におけるWnt2の発現を調べると、Wnt2は THY1陽性細胞、つまりリプログラ

ミング初期の細胞で主に発現していることが見出された。そこで、Wnt2の発現が導入

したリプログラミング因子によって直接制御されているのではないかと考え、ChIPア
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ッセイを行った結果、Wnt2の発現は OCT3/4によって直接制御される可能性が示唆さ

れた。Wnt2 をノックダウンすると、catenin が核内移行している細胞数、および形

成される iPS 細胞コロニー数が減少し、WNT2 の過剰発現では逆の効果が見られた。

Wnt/catenin経路の阻害剤を添加した場合も、cateninが核内移行している細胞数、

形成される iPS細胞コロニー数が減少し、活性化剤の添加では逆の効果が見られた。ま

た、Wnt2 をノックダウンした細胞に Wnt/catenin 経路の活性化剤を添加すると、

cateninが核内移行している細胞数、形成される iPS細胞コロニー数はレスキューさ

れた。さらに、リプログラミング過程における Wnt2 による Wnt/catenin 経路活性

化の役割を明らかにするため、BrdU取り込み実験を行い、細胞増殖能を調べた。その

結果、細胞増殖能は Wnt2 ノックダウンによって低下し、WNT2 過剰発現によって向

上した。また、Wnt2ノックダウンによる細胞増殖能の低下は、Wnt/catenin経路活

性化剤の添加によってレスキューされた。 

 本研究により、リプログラミング過程でWNT2による内在性Wnt/catenin経路の

活性化が細胞増殖を促進し、リプログラミングを促進することが明らかになった。

Wnt/catenin経路は多能性維持や分化に重要であることが報告されているが、本研究

成果により多能性の獲得にも内在性 Wnt/catenin 経路が重要な役割を担うことが示

唆された。 
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略語 

 

OKSM: OCT3/4, KLF4, SOX2 and c-MYC 

OKS: OCT3/4, KLF4 and SOX2 

OK: OCT3/4 and KLF4 

KS: KLF4 and SOX2 

OS: OCT3/4 and SOX2 

iPSC: induced pluripotent stem cell 

ESC: embryonic stem cell 

MEF: mouse embryonic fibroblast 

AP: alkaline phosphatase 

LIF: leukemia inhibitory factor 

FBS: fetal bovine serum 

7TGP: 7xTcf-eGFP 

 

遺伝子名は斜字、タンパク名は大文字で示す。 
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序論 

 

 マウス線維芽細胞（Mouse Embryonic Stem Cell; MEF）に 4つの転写因子（OCT3/4、

KLF4、SOX2、c-MYC; OKSM）を導入することで、胚性幹細胞（Embryonic Stem Cell; 

ES細胞）と同等の分化能を持つ人工多能性細胞（induced Pluripotent Stem Cell; iPS

細胞）が誘導されることが報告された（Takahashi and Yamanaka, 2006）。ES細胞は

その分化能の高さから医療分野への応用が期待されたが、ES 細胞を誘導するには発生

初期の胚を壊す必要があるため、その使用には倫理的な問題が存在した。しかし、ES

細胞と同等の分化能を持ちながら、体細胞から誘導することの出来る iPS細胞が報告さ

れたことでこの倫理的な問題が解消され、iPS細胞を用いた医療の実現に向けた研究が

世界中で行われるようになった。実際に、2014 年には治療法の確立されていない滲出

型加齢黄斑変性の患者に対して自己の iPS 細胞由来の細胞シートを移植する臨床試験

が実施され、この移植手術の術後経過と安全性も報告されている（Mandai et al., 2017）。

さらに、患者自身の細胞ではなく、拒絶反応が起こりにくい iPS細胞由来の心筋シート

を用いた臨床試験も計画されるなど、医療応用に向けて今後ますます発展してくことが

期待される。このような iPS細胞の臨床応用に向けた研究と共に、iPS細胞を誘導する

過程、すなわちリプログラミングの分子機構に関する研究も行われてきた（Buganim et 

al., 2013）。リプログラミング経過に伴う網羅的な遺伝子発現解析やエピジェネティク

ス解析が行われる一方で（Hussein et al., 2014; Koche et al., 2011; Koga et al., 2014; 

Mikkelsen et al., 2008; O'Malley et al., 2013; Polo et al., 2012）、リプログラミング過

程におけるシグナル伝達経路の役割とその分子機構については未だ解明されていない

部分が多い。 

 マウスおよびヒト ES細胞の未分化状態の維持に、Wnt/catenin経路が重要である

ことが報告されている（Sato et al., 2004）。Wnt/catenin経路は、Wnt受容体であ
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る 7回膜貫通型受容体FrizzledにWntリガンドが結合することでGSK3の活性が阻害

され、細胞質に存在するcateninが安定化する（図 1）。この安定化したcateninは

核内に移行し、転写因子である TCF/LEF と共に標的遺伝子の発現に働く。マウス ES

細胞は、GSK3阻害剤（Wnt/catenin経路活性化剤）および、MEK阻害剤を含む 2i

培地を用いることで未分化状態の維持されること（Ying et al., 2008）、また ES細胞自

体がWntリガンドを分泌することが報告されている（ten Berge et al., 2011）。このよ

うに、Wnt/catenin経路が ES細胞の未分化状態維持に必要であることが明らかにな

る一方で、ES細胞の分化初期にもWnt/catenin経路が重要な役割を担うことが報告

されるなど（Murry and Keller, 2008）、ES細胞におけるWnt/catenin経路の機能の

多様性が示唆されている。 

 iPS細胞へのリプログラミングにおけるWnt/catenin経路の役割についても研究

が行われている。これまでに、OKSMから c-MYCを除いた OKS 3因子によるリプロ

グラミング過程で、WNT3Aを培地に添加するとリプログラミング効率が向上すること

が報告された（Marson et al., 2008）。さらに、転写因子 TCFのノックダウンやノック

アウト、Wntシグナル経路の活性化剤あるいは阻害剤の添加がリプログラミング効率

に影響を与えることが報告されている（Aulicino et al., 2014; Ho et al., 2013; Lluis et 

al., 2011; Ross et al., 2014; Zhang et al., 2014）。このように、iPS細胞へのリプログ

ラミングにおいてもWnt/catenin経路が重要な機能を持つことが示唆されている。

しかしその一方で、リプログラミング過程で内在性のWnt/catenin経路が活性化す

るのか、活性化する場合、どのような役割を担うのかは分かっていない。 

 本研究では、iPS細胞へのリプログラミング過程における内在性のWnt/catenin

経路に着目した。まず、リプログラミング過程でWnt/catenin経路が活性化してい

るかを明らかにするため、Wnt/catenin経路活性化の指標であるcateninの核内移

行がリプログラミング過程で起きているかを調べた。その結果、リプログラミング過程
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Wnt/β-catenin 経路を簡略化し模式的に示す。 Wnt リガンド非存在下では、 β-catenin は

APC-Axin-GSK3β 複合体によるリン酸化を介して分解される。 Wnt リガンドが 7 回膜貫通型受容体

（Frizzled） に結合することで細胞内にシグナルが伝わり、 Dishevelled （Dvl） が活性化され

APC-Axin-GSK3β による β-catenin の分解を阻害する。 安定化した β-catenin は核内に移行し、 転

写因子である TCF/LEF と結合して Wnt/β-catenin 経路の標的遺伝子の発現を促進する。

Wnt/β-catenin 経路の活性化は細胞増殖や、 幹細胞における多能性維持、 分化などに重要な役割を

担うことが知られている。
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で一過的にcateninが核内に移行することが分かった。さらに、Wnt/catenin経路

のレポーターを用いてリプログラミング過程におけるWnt/catenin経路の活性化状

態を調べると、OKSの導入によってWnt/catenin経路が活性化されること、

Wnt/catenin経路が活性化した細胞が将来 iPS細胞になることが示唆された。また、

リプログラミング過程で発現が上昇するWntリガンドはWnt2のみであり、Wnt2の

発現はリプログラミング初期に上昇し、リプログラミング後期には減少することが示さ

れた。Wnt2をノックダウンするとcateninの核内移行が抑制されリプログラミング

効率は低下するが、Wnt/catenin経路の活性化剤の添加によりcateninの核内移行

を促進すると、Wnt2ノックダウンの効果はレスキューされた。またその一方で、WNT2

過剰発現、Wnt/catenin経路活性化剤の添加によって、cateninの核内移行が促進

され、リプログラミング効率も向上したことから、WNT2によるWnt/catenin経路

の活性化はリプログラミングを促進することが明らかになった。さらに、BrdU取り込

み実験によって、リプログラミング過程におけるWNT2によるWnt/cateninの活性

化は細胞増殖能の向上に寄与することが示された。これらの研究成果から、OKSによ

るリプログラミング過程において内在性Wnt/catenin経路が活性化し、細胞増殖能

が向上することがリプログラミング進行に必要であることが示唆された。 
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材料と方法 

 

細胞培養 

MEF は胎生 14.5 日目の ICR マウスから採取したものを使用した。MEF、HEK293T

細胞は、FBS 培地 （DMEM (Nissui) 、10% fetal bovine serum (Sigma-Aldrich) 、

penicillin/streptomycin (Gibco) 、L-Glutamine (Gibco) を含む）を使用し、Plat-E 細

胞は FBS培地に 1 µg/ml puromycin(Sigma-Aldrich)、10 µg/ml blastcidin S(科研製薬) 

を添加して培養した。リプログラミング過程の細胞は、ES細胞培養培地 (high glucose 

DMEM(Nacalai Tesque)、15% HyClone Defined Fetal Bovine Serum (Thermo 

Scientific) 、 1x NEAA (Gibco)、 1 mM sodium pyruvate (Sigma-Aldrich) 、

penicillin/streptomycin (Gibco) 、L-Glutamine (Gibco) 、0.1 mM 2-mercaptoethanol 

(Gibco) 、1000 units/ml ESGRO Leukemia inhibitory factor（以下、LIF）(Millipore) 

含む) を用いて培養した。Wnt/catenin経路を制御する低分子化合物をリプログラミ

ング過程で添加する実験では、2.5 µM IWR-1 (Sigma-Aldrich)、2.5 µM XAV939 

(Sigma-Aldrich)、2.5 µM IWP-2 (Sigma-Aldrich)、3 µM CHIR99021 (Axon Medchem)

を使用した。FACS セルソーターを用いて 7TGP 陽性細胞をソートした後の播種では、

マイトマイシン Cで処理したMEFをフィーダー細胞として使用した。培養細胞は全て

37℃、5% CO2条件下で培養した。 

 

リプログラミング誘導 

iPS細胞へのリプログラミング方法は、過去の報告に基づいて行った（Takahashi and 

Yamanaka, 2006）。レトロウイルス作製のため、リプログラミング因子をコードする

pMXsベクターを FuGENE HD Transfection Reagents (Promega)を用いて Plat-E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の 48 時間後、レトロウイルス
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を含む培養培地を回収し、6 µg/ml polybrene (Promega)を添加してMEFに感染させ

た。ウイルス感染の 16時間後に ES細胞培養培地に交換し、ウイルス感染の 3日後に、

ゼラチンコートした dishに細胞をまきなおした。その後のリプログラミング過程では、

2日に 1度ずつ新しい ES細胞培養培地に培地を交換した。 

 

プラスミド 

pMXsベクター（pMXs-hOct4、-hSox2、-hKlf4）は、Addgene (Addgene plasmids # 

17217, # 17218, and # 17219)から購入した（Takahashi et al., 2007）。また、pMXs-GFP

ベクターは、Cell Biolabs 社から購入した（Kitamura et al., 2003）。pMXs-mCherry

と pMXs-Wnt2は、それぞれmCherryおよびマウスWnt2のコード配列を pMXsベク

ターにサブクローニングした。7TGPベクターは Addgene（Addgene plasmid # 24305）

から購入した（Fuerer and Nusse, 2010）。 

 

免疫染色 

細胞は 4% paraformaldehyde in PBS で固定し、0.2% Triron X-100 in PBSで膜透過

処理を行った。Blocking One (Nacalai tesque)を用いてブロッキングをした後、一次抗

体を 4℃で一晩反応させた。使用した一次抗体を以下に記す。anti-NANOG (SC1000, 

Calbiochem, 1/1000), (RCAB001P, ReproCELL, 1/200), anti-Catenin (610153, BD 

Transduction Laboratories, 1/200), anti-BrdU (347580, BD Transduction 

Laboratories, 1/100)。一次抗体反応ののち PBSで 2度洗浄し、二次抗体を室温で 2時

間反応させた。使用した二次抗体を以下に記す。Alexa Fluor 488-conjugated donkey 

anti-rabbit IgG (Life Technologies, 1/250) 、Alexa Fluor 594-conjugated goat 

anti-rabbit IgG (Life Technologies, 1/250)。核の染色はHoechst 33342 (Sigma-Aldrich, 

1/500)を用いた。染色した細胞は、Axiovert 200M (Carl Zeiss)、 IX83 (Olympus) 、 
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SZX16 (Olympus)を用いて観察した。 

 

アルカリフォスファターゼ染色（AP染色） 

Leukocyte Alkaline Phosphatase Kit を用い、プロトコルに従って染色した

（Sigma-Aldrich）。染色した細胞は SZX16 (Olympus)を用いて観察した。 

 

BrdU取り込み実験 

20 µM BrdU (Sigma-Aldrich)を培養培地に添加し、3時間後に固定した。膜透過処理、

ブロッキング後、DNase 1 (TaKaRa)を用いて室温で 1時間 DNase処理を行い、BrdU

抗体、二次抗体を反応させた。染色した細胞は Axiovert 200M (Carl Zeiss)で観察した。

BrdU陽性細胞数の計測は ImageJを用いた。 

 

レンチウイルスによる RNAi 

レンチウイルス作製のため、Wnt2 に対する shRNA ベクターと 7TGP ベクターを

pCAG-HIVgp ベクター、pCMV-VSV-G-RSV-Rev ベクターと共に HEK293T 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の 16 時間後に培地交換を行い、トラ

ンスフェクションの 48 時間後にレンチウイルスを含む培養培地を回収した。回収した

ウイルス懸濁液は PEG-it (System Bioscience)で濃縮し、タイターを測定したものを実

験に使用した。 LacZ (control)および Wnt2 に対する shRNA の配列は、

CSII-U6-MCS-EGFPベクター（Okamoto et al., 2006）にサブクローニングした。使

用した shRNA配列を以下に記す。 

sh-LacZ (control), 5’-CUUACGCUGAGUACUUCGATT-3’; 

sh-Wnt2 #1, 5’- GCAGTGACAATATTGACTACG-3’; and 

sh-Wnt2 #2, 5’- GCTTCACTGTAGCCAATAAGA-3’. 
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定量的 RT-PCR 

RNeasy kit (Qiagen)あるいは NucleoSpin® RNA kit (MACHEREY-NAGEL)を用いて

トータル RNA を調製し、QuantiTect Rverse Transcription Kit (Qiagen) あるいは

ReverTra Ace qPCR RT Master Mix (TOYOBO)を用いて逆転写反応を行い、cDNAを

合成した。この cDNA を鋳型に SYBR Green PCR kit (QIAGEN)と LightCycler 

(Roche)を使用してリアルタイム定量的 PCRを行った。遺伝子発現レベルは、GAPDH

により補正した。使用したプライマーを以下に記す。 

Gapdh 

(Forward)  5’-AACATCAAATGGGGTGAGGCC-3’ 

(Reverse)  5’-GTTGTCATGGATGACCTTGGC-3’ 

Wnt2 

(Forward)  5’-ACAACAGAGCTGGAAGGAAGGCTGT-3’ 

(Reverse)  5’-AGTGAAGCCAGTGCCATCCTGG-3’ 

E-cadherin 

(Forward)  5’-CGAGAGAGTTACCCTACATA-3’ 

(Reverse)  5’-GTGTTGGGGGCATCATCATC-3’ 

Nanog 

(Forward)  5’-CCTCCATTCTGAACCTGAGC-3’ 

(Reverse)  5’-GGGATACTCCACTGGTGCTG-3’ 

Slug 

(Forward)  5’-CACATTCGAACCCACACATTGCCT-3’ 

(Reverse)  5’-TGTGCCCTCAGGTTTGATCTGTCT-3’ 

Thy1 
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(Forward)  5’-CCAAGGATGAGGGCGACTAC-3’ 

(Reverse)  5’-TATGCCGCCACACTTGACC-3’ 

Axin2 

(Forward)  5’-GAGAGTGAGCGGCAGAGC-3’ 

(Reverse)  5’- CGGCTGACTCGTTCTCCT-3’;  

CyclinD1 

(Forward)  5’-AGGCGGATGAGAACAAGCA-3’ 

(Reverse)  5’-GAGGGTGGGTTGGAAATGAA-3’;  

Exogenous human-Oct3/4 

(Forward)  5’-GCTCCTGAAGCAGAAGAGGA-3’ 

(Reverse)  5’-AGATGGTCGTTTGGCTGAAT-3’;  

Exogenous human-Klf4 

(Forward)  5’-GGAGAAGACACTGCGTCAAG-3’ 

(Reverse)  5’-AGTCGCTTCATGTGGGAGA-3’;  

Exogenous human-Sox2 

(Forward)  5’-AACCCCAAGATGCACAACTC-3’ 

(Reverse)  5’-TCTCCGTCTCCGACAAAAGT-3’ 

 

FACS解析 

0.25% trypsinを用いて細胞を剥がし、単一細胞の状態にした。その後、抗体を室温で

30 分反応させた。使用した抗体を以下に記す。FITC-conjugated mouse anti-THY1 

antibody (11-0903-81, Affymetrix, 1/250), (105305, BioLegend, 1/200), rabbit 

anti-NANOG antibody (RCAB001P, ReproCELL, 1/200), mouse anti-NANOG 

antibody (560259, BD, 1/200)。NANOG抗体については、Alexa Fluor 488-conjugated 
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goat anti-rabbit IgG (Life Technologies, 1/250)、Alexa Fluor 647-conjuced goat 

anti-mouse IgG (Life Technologies, 1/250)を二次抗体として使用した。染色後、

FACSAria II (BD Biosciences)を用いてセルソーティングを行った。染色をしていない

細胞、あるいは 7TGP を導入していない細胞をゲート設定のネガティブコントロール

とした。解析には BD FACSDivaソフトウェア(BD Biosciences)、FlowJoを用いた。 

 

ChIPアッセイ 

100 mm dishで培養した細胞にクロスリンクのため 1% formaldehydeを添加し、室温

で 10分間静置した後、反応を止めるため最終濃度が 125 mMになるようグリシン溶液

を加えた。PBSで 2回洗浄後に細胞を回収し、lysis buffer (5 mM Tris-HCl [pH 8.0], 85 

mM KCl, 0.5% NP-40, 1 mM PMSF and 1x protease inhibitor cocktail (Roche))で処

理した。核抽出液を ChIP SDS lysis buffer (50 mM Tris-HCl [pH 8.0], 10 mM EDTA, 

1% SDS, 1 mM PMSF and 1x protease inhibitor cocktail)で処理することで調製し、

Bioruptor (Tosho Electric Co., Ltd)を用いて超音波処理を行った。免疫沈降には、ChIP 

dilution buffer (16.7 mM Tris-HGl [pH 8.0], 167 mM NaCl, 1.2 mM EDTA, 0.01% 

SDS, 1.1% Triron X-100, 1 mM PMSF, and 1x protease inhibitor cocktail)、

anti-OCT3/4 (sc-9081, Santa Cruz)、normal rabbit IgG (sc-2027, Santa Cruz)、

Dynabeads protein G (Invitrogen)を使用した。ビーズの洗浄には、low-salt wash 

buffer (20 mM Tris-HCl [pH 8.0], 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.1% SDS, and 1% 

Triton X-100)、high-salt wash buffer (20 mM Tris-HCl [pH 8.0], 500 mM NaCl, 2 mM 

EDTA, 0.1% SDS, and 1% Triton X-100)、lithium wash buffer (10 mM Tris-HCl [pH 

8.0], 250 mM LiCl, 1% deoxycholate, 1 mM EDTA, and 1% NP-40)、Tris-EDTA (TE) 

bufferを使用し、ChIP elution buffer (1% SDS and 50 mM NaHCO3) with 200 mM 

NaClを加え、65℃で一晩反応させクロスリンクをはずした。ChIPed DNAは RNase A
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と proteinase Kで処理し、QIAquick PCR purification kit (Qiagen)を用いて精製し、

定量的 RT-PCRで解析した。PCR解析に使用したプライマーを以下に記す。 

site A 

(Forward)  5’-ATAGTTCACAGTCCGTTCCCTTG-3’ 

(Reverse)  5’-CCTCCCTGCCCTCTTTTCTT-3’ 

site B 

(Forward)  5’-ATTCTGACTGGTGTGAGGTGGA-3’ 

(Reverse)  5’-ATACCGAATGGCAGAGAAGCA-3’ 

site C 

(Forward)  5’-CAATGGTGTCAGCGTTTGG-3’ 

(Reverse)  5’-CTATGCCCCTCCTTAGATTTGG-3’ 
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結果 

 

リプログラミング初期にcateninが核内に移行する 

 マウス線維芽細胞（MEF）に OCT3/4、KLF4、SOX2、c-MYC（OKSM）4 因子、

あるいはOKSMから c-MYCを除いたOKS 3因子を導入することでリプログラミンが

誘導される。OKSMによるリプログラミング誘導では、OKS 3因子によるリプログラ

ミング誘導に比べリプログラミングが不完全な細胞（partially reprogrammed cell）が

より多く出現することが報告されている（Nakagawa et al., 2008, Wernig et al., 2008）。

また、Wnt/catenin経路と c-MYCは、リプログラミングにおいて似た役割を担う可

能性が示唆されている（Marson et al., 2008）。そこで、本研究では OKS 3因子をMEF

に導入する方法でリプログラミングを誘導し、OKS を用いたリプログラミング過程に

おける Wnt/catenin 経路について調べた。OKS はレトロウイルスを用いて MEF に

導入し、ウイルスを感染させた時点をリプログラミング 0日目として時間経過に伴う解

析を行った（図 2A）。初めに、リプログラミング過程で Wnt/catenin 経路が活性化

するのかを明らかにするため、リプログラミング過程におけるcateninの細胞内局在

をcatenin の免疫染色で調べた。その結果、リプログラミング 2 日目からcatenin

が核内に移行している細胞が出現し、catenin免疫染色による核内の蛍光強度はリプ

ログラミング 6 日目に最大となった（図 2B）。その後、リプログラミング 8 日目、10

日目になると iPS細胞様コロニーが出現し始め、cateninは細胞膜に局在化していた。

一方で、OKS を導入していないコントロールではcatenin の核内移行が見られなか

った（図 2C）。リプログラミング過程でタイムポイントを設定し、cateninが核内移

行している細胞数を計測した結果、リプログラミング 2 日目から 6 日目にかけて

catenin が核内移行している細胞数は増加し、その後急激に減少していた（図 2D）。

また、iPS細胞様コロニーを形成している細胞では、catenin が核内移行している細
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図２． リプログラミング過程における β-catenin の細胞内局在

（A） リプログラミング誘導の模式図。 レトロウイルスを用いて MEF へ OKS を導入した時点を開始点

（Day 0） とし、 iPS 細胞コロニー形成までのリプログラミング過程を解析した。

（B） OKS を導入した細胞における β-catenin 免疫染色の結果。 リプログラミング開始から Day 10 ま

で 2 日おきに β-catenin の免疫染色を行った。

（C） OKS の代わりに、 mCherry を導入したコントロールにおける β-catenin 免疫染色の結果。 Day 
4 および Day 8 に β-catenin の免疫染色を行った。

（B） （C） β-catenin を緑、 Hoechst を青で示す。 各時点について、 左の写真の白枠内を拡大したも

のを右に示す。 スケールバーは 200 µm を示す。

（D） リプログラミングの各時点における β-catenin が核内移行している細胞数の定量結果。 β-catenin
が核内移行している細胞数は、 チャンバー内の細胞全てを対象として計測した。 3 回の実験の平均値

を示す。 エラーバーは標準偏差を示す。
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胞は全く見られなかった。この結果から、リプログラミング過程で一過的に

Wnt/catenin経路が活性化していることが示唆された。 

 

Wnt/catenin経路がリプログラミング過程で活性化する 

 Wnt/catenin 経路のレポーターである 7xTcf-eGFP（7TGP）（Fuerer and Nusse, 

2010）を用いて、リプログラミング過程におけるWnt/catenin経路の活性化状態を調べ

た（図 3A）。OKSと同時にレンチウイルスを用いて 7TGPをMEFに導入し、リプログラ

ミング 3 日目から 6 日目までピューロマイシンを添加して 7TGP を持つ細胞のみを選抜し

た。リプログラミング 6 日目にセルソーターを用いて 7TGP 陽性細胞の割合を調べると、

OKSと共に 7TGPを導入した細胞集団では、全体のおよそ 4.5%が 7TGP陽性であった（図

3B）。さらに、Wnt/catenin 経路の代表的な標的遺伝子である Axin2、CyclinD1 の発現

レベルを定量的 RT-PCRで調べた（図 3C）。その結果、Axin2、CyclinD1共に 7TGP陰性

細胞集団に比べ 7TGP 陽性細胞集団でより高く発現していることが分かった。以上の結果

から、リプログラミング過程でWnt/catenin経路が活性化することが示された。 

 

Wnt/catenin 経路が活性化している細胞はリプログラミングがより進行したステージに

ある 

 MEFの iPS細胞へのリプログラミングの進行に伴って、間葉系マーカーである Thy1及

び Slug の発現レベルが低下する一方で、上皮系マーカーである E-cadherin の発現が上昇

することが報告されている（Li et al., 2010; Samavarchi-Tehrani et al., 2010; Stadtfeld et 

al., 2008）。これらの遺伝子について、リプログラミング 6日目における 7TGP陽性細胞集

団と陰性細胞集団における発現レベルを定量的 RT-PCRで調べた（図 4A）。Thy1及び Slug

は Day 0に比べ、7TGP陽性/陰性細胞集団共に発現が低下したが、7TGP陽性細胞集団と

7TGP 陰性細胞集団での発現レベルを比べると、7TGP 陰性細胞集団での発現が高かった。
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図３． 7TGP を用いた Wnt/β-catenin 経路活性化状態の解析

（A） 7TGP を用いた実験系の模式図。 7×Tcf プロモーター下に eGFP を持つ 7TGP ベクターをコード

するレンチウイルスを、 OKS をそれぞれコードするレトロウイルスと共に MEF に感染させた。 7TGP
が導入された細胞をセレクションするため、 Day 3 から Day 6 までピューロマイシンを添加した。 Day 
6 に FACS セルソーターで 7TGP 陽性細胞をソートして、7TGP 陽性 / 陰性細胞 10000 個をフィーダー

細胞上にそれぞれ播種し、 iPS 細胞コロニー形成まで 2 週間培養した。

（B） リプログラミング 6 日目における 7TGP 陽性細胞の割合。 左に FACS プロット図、 右に 7TGP
陽性細胞の割合を示す。 FACS プロット図は 3 回の実験の内の代表的な 1 回、 7TGP 陽性細胞の割

合は 3 回の実験の平均値を示す。

（C） リプログラミング 6 日目における 7TGP 陽性 / 陰性細胞集団に対する定量的 RT-PCR による発

現解析。 左に FACS プロット図、 右に定量的 RT-PCR の結果を示す。 代表的な Wnt/β-catenin 経

路の標的遺伝子 （Axin2、 CyclinD1） の発現を調べた。 定量的 RT-PCR は、 Gapdh で mRNA 量

を補正し Day 0 を 1 とした相対値を示す。 FACS プロット図は 4 回の実験の内代表的な 1 回、 定量

的 RT-PCRの値は 3 回の実験の平均値を示す。

（B） （C） エラーバーは標準偏差を示す。 Student’ s t test を行い、 ** は p 値が 0.01 より小さいこと、

*** は p 値が 0.001 より小さいことを示す。
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また、Day 0では E-cadherinは発現していなかったが、リプログラミング 6日目には 7TGP

陽性/陰性細胞集団共に発現が上昇しており、7TGP 陽性細胞集団でより発現レベルが高か

った。この結果から、7TGP陰性細胞集団に比べ、7TGP陽性細胞集団の細胞はリプログラ

ミングがより進んだステージにあることが示唆された。また、導入した OKS（hOct3/4、

hKlf4、hSox2）は 7TGP陰性細胞集団に比べ、7TGP陽性細胞集団でより高く発現してい

た（図 4B）。 

 

Wnt/catenin経路が活性化した細胞集団からより多くの iPS細胞コロニーが形成される 

 リプログラミング過程で Wnt/catenin 経路が一過的に活性化することが示唆されたが、

Wnt/catenin 経路が活性化した細胞が最終的に iPS 細胞に至るかは分かっていない。そ

こで、リプログラミング 6 日目における 7TGP 陽性細胞集団と 7TGP 陰性細胞集団をそれ

ぞれ播種し、形成される iPS 細胞コロニー数を計測することで Wnt/catenin 経路活性化

のリプログラミングへの影響を調べた（図 5AB）。iPS細胞コロニーは、未分化な多能性細

胞で発現するアルカリフォスファターゼ（AP）染色および NANOG（多能性細胞マーカー）

に対する免疫染色でそれぞれ染色し、AP陽性、NANOG陽性となったコロニー数を計測し

た。その結果、7TGP陰性細胞集団に比べ、7TGP陽性細胞集団からより多くの AP陽性 iPS

細胞コロニー、NANOG 陽性 iPS 細胞コロニーが形成された。以上の結果から、

Wnt/catenin経路が活性化している細胞が iPS細胞になる運命にあることが示唆された。 

 

Wnt2の発現がリプログラミング過程で一過的に上昇する 

 リプログラミング過程で Wnt/catenin 経路が活性化することが分かったので、次に、

Wnt/catenin経路を活性化するWntリガンドの同定を試みた。リプログラミング過程に

おけるマイクロアレイデータを調べた結果（Koga et al., 2014）、哺乳類で 19種存在する

Wntリガンドの中でWnt2とWnt16の発現がリプログラミング過程で上昇していることが
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図４． 7TGP 陽性 / 陰性細胞集団における遺伝子の発現解析

（A） 定量的 RT-PCR による、 間葉系マーカー遺伝子 （Thy1、Slug） および上皮系マーカー遺伝子

（E-cadherin） の発現解析。

（B） 定量的 RT-PCR による、 導入した Oct3/4、 Klf4、 Sox2 の発現解析。

（A） （B） Gapdh で mRNA 量を補正し、Day 0 を 1 とした相対値を示す。 3 回の実験の平均値を示す。

エラーバーは標準偏差を示す。 Student’ s t test を行い、 * は p 値が 0.05 より小さいこと、 ** は p
値が 0.01 より小さいこと、 *** は p 値が 0.001 より小さいことを示す。
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図５． 7TGP 陽性 / 陰性細胞集団から誘導される iPS 細胞コロニー数

（A） AP 染色による iPS 細胞コロニーの定量。 Day 6 時点における 7TGP 陽性 / 陰性細胞集団から

形成される iPS 細胞コロニー数をそれぞれ定量した。 左に代表的な AP 染色した iPS 細胞コロニーの

写真、右に AP 陽性 iPS 細胞コロニー数の定量結果を示す。 AP 染色結果の写真は 4 回の実験の内、

代表的な 1 回を示す。 スケールバーは 5 mm を示す。

（B） NANOG 免疫染色による iPS 細胞コロニーの定量。 Day 6 時点における 7TGP 陽性 / 陰性細胞

集団から形成される iPS 細胞コロニー数をそれぞれ定量した。

（A） （B） 7TGP 陰性細胞集団から形成された iPS 細胞コロニー数を 1 とした相対値で示す。 iPS 細

胞コロニー数の定量は 4 回の実験の平均値を示す。 エラーバーは標準偏差を示す。 Student’ s t 
test を行い、 *** は p 値が 0.001 より小さいことを示す。
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示唆された（図 6A）。しかし、Wnt16の発現は GFPのみを導入したコントロールでも発現

が上昇していたため、リプログラミング過程特異的に発現が上昇するWntリガンドはWnt2

のみであることが分かった。そこで、リプログラミング過程におけるより詳細なタイムポ

イントを設定し、定量的RT-PCRでWnt2および iPS細胞で発現レベルが高いE-cadherin、

Nanogの発現変化を調べた（図 6B）。E-cadherin、Nanogは共にリプログラミング過程で

発現が上昇するマーカー遺伝子であり、E-cadherin はリプログラミングの比較的初期、

Nanog はリプログラミングの後期から発現することが知られている。Wnt2 の発現は

E-cadherin、Nanog の発現に先立って上昇し、リプログラミング 8 日目に最大となり、

Nanog の発現が上昇するリプログラミング後期になると減少した。また、樹立された ES

細胞株では、Wnt2 は全く発現していなかった。Wnt2 は発生過程やがん細胞において

Wnt/catenin経路を活性化することが報告されている（Fu et al., 2011; Goss et al., 2009; 

You et al., 2004）。そこで、Wnt/catenin経路の代表的な標的遺伝子である Axin2および

CyclinD1の発現変化を調べた結果、Axin2、CyclinD1共にWnt2と似た発現パターンを示

すことが分かった（図 6C）。 

 

Wnt2はリプログラミングの初期に発現する 

 MEFのリプログラミング過程初期から中期にかけて、間葉系マーカーTHY1が発現しな

くなることが報告されている（Polo et al., 2012）。THY1は表面抗原であるため、FACSセ

ルソーターを用いて THY1 陽性細胞集団（リプログラミングが進行していない細胞集団）

と THY1 陰性細胞集団（リプログラミングが進行している細胞集団）に分けることが出来

る。リプログラミング過程における Wnt2 発現のタイミングをより詳細に調べるため、リ

プログラミングの各時点における THY1 陽性および陰性細胞集団における Wnt2 および

Wnt/catenin 経路標的遺伝子の発現レベルを調べた。OKS 導入の前日（Day －1）に、

FACSセルソーターを用いてMEFをソートして THY1陽性MEF（約 80％）を回収し、播
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図６． リプログラミング過程における Wnt2 の発現解析

（A） リプログラミング過程におけるマイクロアレイデータ （Koga et al., 2014） を解析し、 19 種存在す

る Wnt リガンドの発現変化を調べた。 上の模式図は、 細胞を回収したリプログラミング過程のタイム

ポイントを示す。 コントロールとして、 OKS の代わりに GFP を導入した細胞を用いている。 Day 0 を

1 としたマイクロアレイシグナル値の相対値を示す。

（B） 定量的 RT-PCR による Wnt2 および E-cadherin、 Nanog の発現解析。

（C） 定量的 RT-PCR による代表的な Wnt/β-catenin 経路の標的遺伝子 （Axin2、 CyclinD1） の発

現解析。

（B） （C） OKS は Day 16 まで 2 日おき、 コントロールは 4 日おきに細胞を回収した。 ESCs は樹立

された ES 細胞株を示す。 Gapdh で mRNA 量を補正し、 Day 0 を 1 とした相対値を示す。 3 回の実

験の平均値を示す。 エラーバーは標準偏差を示す。

図 ６
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種した（図 7A）。播種した THY1陽性のMEFに OKSを導入し、リプログラミング 4日目

から 2 日おきに THY1 陽性/陰性細胞の割合を調べた結果、リプログラミング 4 日目では

THY1陽性細胞が THY1陰性細胞の 2 倍であったのに対し、6 日目になると THY1 陰性細

胞が THY1陽性細胞を上回り、その後 THY1陰性細胞の割合は増加していた（図 7B）。定

量的 RT-PCRで THY1陽性/陰性細胞集団における遺伝子発現を調べると、THY1陽性細胞

集団に対して THY1陰性細胞集団においては E-cadherin、Nanogの発現が時間経過に伴っ

て上昇し、Slugの発現は低下していた（図 7C）。以上の結果は、THY1陰性細胞集団は THY1

陽性細胞集団に比べ、リプログラミングがより進行したステージにあるというこれまでの

報告と一致するものである。次に、THY1 陽性/陰性細胞集団における Wnt2 および

Wnt/catenin 経路標的遺伝子（Axin2、CyclinD1）の発現を調べた（図 7D）。リプログ

ラミング 4日目におけるWnt2の発現は THY1 陽性/陰性細胞集団で差が無かったが、6日

目以降は THY1 陽性細胞集団で上昇していた。Axin2 と CyclinD1 も同様に、リプログラ

ミング 4日目では THY1陽性/陰性細胞集団で差が無かったが、6日目以降は THY1陽性細

胞集団で発現が高かった。この結果から、Wnt2 の発現および Wnt/catenin 経路の活性

化は、THY1 陽性のリプログラミング初期のステージにおける現象であることが示唆され

た。 

 

Wnt2の発現は OCT3/4によって制御される 

 Wnt2 がリプログラミング初期に発現することが示されたので、導入した OKS が直接

Wnt2 の発現を制御しているのではないかと考えた。そこで、リプログラミング因子単独、

あるいは 2 因子の組み合わせで導入した時に Wnt2 の発現が上昇するか調べた（図 8）。

OCT3/4、KLF4、SOX2をそれぞれ単独でMEFに導入し、2日後に定量的 RT-PCRでWnt2

の発現を調べたが、Wnt2 は発現していなかった。次に、OCT3/4 と KLF4（OK）、KLF4

と SOX2（KS）、OCT3/4と SOX2（OS）の組み合わせで導入すると、OKおよび OSの導
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図７． リプログラミング過程における THY1 ソーティング
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図７． リプログラミング過程における THY1 ソーティング

（A） リプログラミングに用いる THY1 陽性細胞のソート。 OKS 導入の前日 （Day -1） に THY1 でソー

ティングを行い、 THY1 陽性細胞だけを OKS 導入用に播種した。 左に FACS プロット図、 右に

THY1 陽性 / 陰性細胞の割合を示す。

（B）リプログラミング経過に伴うTHY1陽性 /陰性細胞の割合の変化。 上に実験のプロトコルの模式図、

中央にリプログラミングの各タイムポイントにおける FACS プロット図、 下に THY1 陽性 / 陰性細胞の

割合を示す。 THY1 陽性細胞に OKS を導入し、 Day 4 から Day 12 まで 2 日おきに THY1 のソーティ

ングを行った。

（A） （B） FACS プロット図は 3 回の実験の内代表的な 1 回、 THY1 陽性 / 陰性細胞の割合は 3 回

の実験の平均値を示す。 エラーバーは標準偏差を示す。

（C） 定量的 RT-PCR による E-cadherin、 Nanog、 Slug の発現解析。

（D） 定量的 RT-PCR による Wnt2 および代表的な Wnt/β-catenin 経路の標的遺伝子 （Axin2、

CyclinD1） の発現解析。

（C） （D） Gapdh で mRNA 量を補正し、 Day 0 を 1 とした相対値を示す。 3 回の実験の平均値を示

す。 エラーバーは標準偏差を示す。
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図８． OCT3/4、 KLF4、 SOX2 単独あるいは組み合わせによる Wnt2 発現への影響

リプログラミング因子単独 （O、 K、 S）、 あるいは組み合わせ （OK、 KS、 KS） での導入による

Wnt2 の発現を定量的 RT-PCR で調べた。 レトロウイルスを用いてリプログラミング因子を導入し、 2 日

後に Wnt2 の発現を調べた。 Gapdh で mRNA 量を補正し、 Day 0 を 1 とした相対値を示す。 3 回の

実験の平均値を示す。 エラーバーは標準偏差を示す。

図 ８
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入によって Wnt2 の発現が上昇した。この結果から、OCT3/4 が主体となり KLF4、SOX2

と協調してWnt2の発現を制御している可能性が示唆された。 

 次に、OCT3/4がWnt2のプロモーター領域に結合しているかを調べるため、クロマチン

免疫沈降（ChIP）アッセイを行った。Wnt2の上流領域（－5,000 bp）を調べると、OCT3/4

が結合する可能性がある配列が 3か所存在することが分かった（図 9A）（site A-C）。この

3か所の OCT3/4結合可能配列に対する ChIPアッセイを行った結果、site Aに OCT3/4が

結合することを示唆する結果が得られた（図 9B）。さらに、Wnt2上流領域における KLF4、

SOX2の結合可能配列を調べた結果、site Aの近傍に KLF4、SOX2の結合可能配列が存在

することが分かった。また、リプログラミング過程で WNT3A を添加することでリプログ

ラミング効率が向上することが報告されていたが（Marson et al., 2008）、Wnt3aの上流

領域にはOCT3/4が結合する可能性のある配列が存在しなかった。以上の結果から、OCT3/4

が KLF4、SOX2と協調して直接Wnt2を制御することが示唆された。 

 

Wnt2のノックダウンによってリプログラミング効率が低下する 

 Wnt2 の発現がリプログラミングに必要であるかを調べるため、Wnt2 に対する shRNA

を用いて Wnt2 のノックダウンを行った。Wnt2 に対する 2 つの shRNA（sh-Wnt2 #1、

sh-Wnt2 #2）を作製し、レンチウイルスを用いて OKSと共にMEFに導入した。OKSと

共にWnt2に対する shRNA を導入すると、コントロール（sh-LacZ）に比べWnt2の発現

は減少した（図 10A）。また、リプログラミング 5 日目においてcatenin が核内移行して

いる細胞数を調べた結果、Wnt2の発現レベルに応じてcateninが核内移行している細胞

数も減少した（図 10B）。この結果から、Wnt2 がcatenin の核内移行を制御しているこ

とが示唆された。次に、Wnt2ノックダウンによる iPS細胞コロニー形成への影響を調べた。

Wnt2 のノックダウンによって、AP 陽性 iPS 細胞コロニー数および NANOG 陽性 iPS 細

胞コロニー数は減少した（図 11AB）。さらに、Wnt2 をノックダウンした細胞集団ではリ
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図９． Wnt2 上流領域に対する OCT3/4 抗体を用いた ChIP アッセイ

（A） Wnt2 の上流領域において OCT3/4、 KLF4、 SOX2 が結合する可能性のある配列の分布を模

式的に示す。

（B） OCT3/4 抗体を用いた ChIP アッセイ。 OCT3/4 抗体に対するコントロールとして IgG 抗体を用い

た。 MEF （Control）、 Oct3/4 を過剰発現 （＋OCT3/4）、 OKS を過剰発現 （＋OKS） した細胞に

ついてそれぞれ ChIP を行い、 定量的 RT-PCR で定量した。 MEF （Control） の IgG 抗体の値を 1
とした相対値を示す。 3 回の実験データを示す。

図 ９
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図１０． Wnt2 ノックダウンによる β-catenin 核内移行への影響

（A） shRNA による Wnt2 のノックダウン効率。 Wnt2 に対する 2 つの shRNA 配列 （sh-Wnt2 #1、

sh-Wnt2 #2） を、 レンチウイルスを用いて OKS と共に MEF に導入し Wnt2 のノックダウンを行った。

コントロールとして LacZ に対する shRNA （sh-LacZ） を導入した。 Day 4 に細胞を回収し、 定量的

RT-PCR で Wnt2 の発現量を調べた。 Gapdh で mRNA 量を補正した。 4 回の実験の平均値を示す。

（B） Wnt2 ノックダウン時の β-catenin が核内移行している細胞数の定量。 Day 5 に β-catenin の免

疫染色を行い、 β-catenin が核内移行している細胞数を定量した。 左に β-catenin 免疫染色の代表的

な写真、 右に定量結果を示す。 β-catenin 免疫染色の写真について、 β-catenin を緑、 Hoechst を

青で示し、 スケールバーは 100 µm を示す。 β-catenin が核内移行している細胞数は sh-LacZ を 1 と

した相対値で示す。 3 回の実験の平均値を示す。

（A） （B） sh-LacZ を 1 とした相対値を示す。 エラーバーは標準偏差を示す。 Student’ s t test を行い、

* は p 値が 0.05 より小さいこと、 *** は p 値が 0.001 より小さいことを示す。
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プログラミング 12日目における全体の細胞数が減少していたが、FACSセルソーターを用

いてNANOG陽性細胞の割合を調べた結果、NANOG陽性細胞の割合も減少していた（図

11CD）。以上の結果から、Wnt2がリプログラミング過程においてcateninの核内移行を

制御すること、Wnt2の発現がリプログラミングに必要であることが示唆された。 

 

WNT2の過剰発現によってリプログラミング効率が向上する 

 次に、WNT2 の過剰発現によってリプログラミング効率が向上するがを調べた。レトロ

ウイルスを用いて WNT2 過剰発現ベクターを OKS と共に MEF に導入した。その結果、

OKSのみを導入したコントロールに対して、WNT2を過剰発現した細胞ではcateninが

核内移行した細胞数がおよそ 2倍に増加した（図 12）。また、形成される AP陽性 iPS細胞

コロニー、NANOG 陽性 iPS 細胞コロニーもcatenin が核内移行した細胞数と同様にお

よそ 2 倍に増加し、リプログラミング 12 日目における全細胞数、及び NANOG 陽性細胞

数の割合もWNT2過剰発現によって増加した（図 13A-D）。以上の結果から、WNT2の過

剰発現によってリプログラミング効率が向上することが示された。 

 

cateninの核内移行がリプログラミングに重要である 

 Wnt/-catenin経路の阻害剤（IWR-1、XAV939、IWP-2）と活性化剤（CHIR99021）を

用いて、catenin 核内移行のリプログラミングへの影響を調べた。IWR-1、XAV939 は

AXIN の安定性を向上させることでcatenin の分解を促進し、IWP-2 は Wnt リガンドの

分泌に必要なPORCUPINEを阻害することでWntリガンドの分泌を阻害するWntシグナ

ル経路の阻害剤である。また、CHIR99021は GSK3を阻害することでcateninを安定化

し、catenin の核内移行を促進する Wnt/catenin 経路の活性化剤である。これら 4 つ

の低分子化合物あるいは DMSO（コントロール）を OKS導入の翌日（Day 1）から添加し

た結果、IWR-1、XAV939、IWP-2の添加によってcateninが核内移行している細胞数は
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図 １１

図１１． Wnt2 ノックダウンによるリプログラミングへの影響

（A）AP 染色による iPS 細胞コロニー数の定量。 左に代表的な AP 染色した iPS 細胞コロニーの写真、

右に AP 陽性 iPS 細胞コロニー数の定量結果を示す。 Day 11 から Day 14 に細胞を固定、染色した。

スケールバーは 5 mm を示す。 AP 陽性 iPS 細胞コロニー数は sh-LacZ を 1 とした相対値を示す。

（B） NANOG 免疫染色による iPS 細胞コロニー数の定量。 Day 11 から Day 14 に細胞を固定、 染

色した。 sh-LacZ を 1 とした相対値を示す。

（C） Day 12 における全体の細胞数。 sh-LacZ を 1 とした相対値を示す。

（D） Day 12 における NANOG 陽性細胞の割合。 FACS セルソーターで NANOG 陽性細胞の割合を

調べた。 左に代表的な FACS プロット図、 右に NANOG 陽性細胞の割合を示す。

（A－D） 3 回の実験の平均値を示す。 エラーバーは標準偏差を示す。 Student’ s t test を行い、

* は p 値が 0.05 より小さいこと、 ** は p 値が 0.01 より小さいこと、 *** は p 値が 0.001 より小さいこ

とを示す。
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図 １２

図１２． WNT2 過剰発現による β-catenin 核内移行への影響

OKS と共に WNT2 過剰発現ベクターを、 レトロウイルスを用いて MEF に導入し β-catenin が核内移

行している細胞数を定量した。 Day 4 に β-catenin の免疫染色を行った。 左に β-catenin 免疫染色の

代表的な写真、 右に定量結果を示す。 β-catenin 免疫染色の写真について、 β-catenin を緑、

Hoechst を青で示し、 スケールバーは 100 µm を示す。 β-catenin が核内移行している細胞数は

OKS を 1 とした相対値を示す。 3 回の実験の平均値を示す。 Student’ s t test を行い、 *** は p 値

が 0.001 より小さいことを示す。
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図１３． WNT2 過剰発現によるリプログラミングへの影響

（A）AP 染色による iPS 細胞コロニー数の定量。 左に代表的な AP 染色した iPS 細胞コロニーの写真、

右に AP 陽性 iPS 細胞コロニー数の定量結果を示す。 Day 11 から Day 14 に細胞を固定、染色した。

スケールバーは 5 mm を示す。 AP 陽性 iPS 細胞コロニー数は OKS を 1 とした相対値を示す。

（B） NANOG 免疫染色による iPS 細胞コロニー数の定量。 Day 11 から Day 14 に細胞を固定、 染

色した。 OKS を 1 とした相対値を示す。

（C） Day 12 における全体の細胞数。 OKS を 1 とした相対値を示す。

（D） Day 12 における NANOG 陽性細胞の割合。 FACS セルソーターで NANOG 陽性細胞の割合を

調べた。 左に代表的な FACS プロット図、 右に NANOG 陽性細胞の割合を示す。

（A－D） 3 回の実験の平均値を示す。 エラーバーは標準偏差を示す。 Student’ s t test を行い、

* は p 値が 0.05 より小さいこと、 ** は p 値が 0.01 より小さいことを示す。

図 １３
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低下し、CHIR99021の添加によって増加した（図 14）。次に、阻害剤あるいは活性化剤添

加によるリプログラミング効率への影響を調べた結果、形成される AP 陽性 iPS 細胞コロ

ニー数、NANOG 陽性 iPS細胞コロニー数は IWR-1、XAV939、IWP-2の添加によって減

少し、CHIR99021 の添加によって増加した（図 15）。以上の結果から、catenin の核内

移行がリプログラミングに重要であることが明らかになった。 

 

Wnt/catenin経路阻害剤、活性化剤はリプログラミング初期に作用する 

 これまでの結果から、Wnt2の発現がリプログラミングの初期に起きる現象であることが

示されたため、Wnt/catenin 経路阻害剤、活性化剤もリプログラミング初期に添加する

ことで最も大きな効果があるのではないかと考えた。そこで、IWR-1、CHIR99021をリプ

ログラミング時期特異的に添加することによるリプログラミングへの影響を調べた。リプ

ログラミング 1日目から 12日目まで、1日目から 4日目（初期）、4日目から 8日目（中期）、

8日目から 12日目（後期）の 4条件で IWR-1、CHIR99021を添加し、形成される NANOG

陽性 iPS 細胞コロニー数を計測した（図 16）。その結果、1 日目から 12 日目、及び初期に

添加した条件に対して、中期及び後期では IWR-1、CHIR99021添加による効果が弱かった。

この結果から、Wnt/catenin 経路阻害剤、活性化剤はリプログラミング初期で効果的に

作用することが示唆された。 

 

Wnt2ノックダウンの効果はWntシグナル活性化剤によってレスキューされる 

 Wnt2をノックダウンした細胞に CHIR99021を添加することで、ノックダウンの効果が

レスキューされるかを調べた。Wnt2ノックダウンのための shRNA（sh-Wnt2 #1、sh-Wnt2 

#2）は OKS と同じタイミングで MEF に導入し、CHIR99021 はその翌日のリプログラミ

ング 1 日目（Day 1）から添加した（図 17A）。リプログラミング 4 日目において、Wnt2

ノックダウンによって減少したcateninが核内移行している細胞数は、CHIR99201の添

37



IWR-1 XAV939 IWP-2 CHIR99021DMSO

0

1

2

3

4

5

6

R
el

at
iv

e 
nu

cl
ea

r β
-c

at
en

in
+  c

el
ls

DMSO
IW

R-1

CHIR
99

02
1

XAV93
9

IW
P-2

*

*** *** ***

図 １４

H
oe

ch
st

β-
ca
te
ni
n

β-
ca

te
ni

n
H

oe
ch

st

図１４． Wnt/β-catenin 経路阻害剤、 活性化剤による β-catenin 核内移行への影響

Day 1 から Wnt/β-catenin 経路の阻害剤あるいは活性化剤を添加し、 Day 4 において β-catenin が核

内移行している細胞数を定量した。 Wnt/β-catenin 経路の阻害剤として IWR-1、 XAV939、 IWP-2 を、

また活性化剤として CHIR99021 を添加した。 コントロールとして DMSO を用いた。 上に β-catenin
免疫染色の代表的な写真、 下に定量結果を示す。 β-catenin 免疫染色の写真におけるスケールバー

は 100 µm を示す。 β-catenin が核内移行している細胞数は DMSO を添加した細胞を 1 とした相対値

を示す。 3 回の実験の平均値を示す。 Student’ s t test を行い、 * は p 値が 0.05 より小さいこと、

*** は p 値が 0.001 より小さいことを示す。
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図１５． Wnt/β-catenin 経路阻害剤、 活性化剤によるリプログラミングへの影響

AP 染色および NANOG 免疫染色による iPS 細胞コロニー数の定量。 上に代表的な AP 染色 iPS 細

胞コロニーの写真、 左下に AP 陽性 iPS 細胞コロニーの定量結果、 右下に NANOG 陽性 iPS 細胞コ

ロニー数の定量結果を示す。 Day 11 から Day 14 に細胞を固定、 染色した。 スケールバーは 5 mm
を示す。 DMSO を添加した細胞を 1 とした相対値を示す。 3 回の実験の平均値を示す。 エラーバー

は標準偏差を示す。 Student’ s t test を行い、 * は p 値が 0.05 より小さいこと、 ** は p 値が 0.01 よ

り小さいことを示す。
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図１６． Wnt/β-catenin 経路阻害剤、 活性化剤の時期特異的な添加によるリプログ

ラミングへの影響

リプログラミングの時期特異的に Wnt/β-catenin 経路に作用する低分子化合物を添加し、 形成される

iPS 細胞コロニー数を定量した。 Wnt/β-catenin 経路の阻害剤として IWR-1 を、 活性化剤として

CHIR99021 を使用した。 また、 コントロールには DMSO を添加した。 上に実験プロトコルの模式図

を示す。 Day 1 から Day 12 まで全日、また Day 1 から Day 4 （Early）、Day 4 から Day 8 （Middle）、

Day 8 から Day 12 （Late） の 4 条件で実験を行った。 下に Day 12 に形成された NANOG 陽性 iPS
細胞コロニー数の定量結果を示す。
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加によってレスキューされた（図 17B）。また、形成される AP陽性 iPS細胞コロニー数お

よび NANOG 陽性 iPS 細胞コロニー数も、CHIR99021 の添加によってレスキューされた

（図 17C）。 

 

WNT2過剰発現の効果はcateninの核内移行を阻害することで抑制される 

 WNT2 を過剰発現した細胞にcatenin の核内移行を阻害する IWR-1、XAV939 を添加

し、リプログラミングへの影響を調べた。先のレスキュー実験と同様に、OKS と同時に

WNT2過剰発現ベクターをMEFに導入し、その翌日から IWR-1、XAV939を添加した（図

18A）。その結果、WNT2過剰発現によっておよそ 2倍に増加した AP陽性 iPS細胞コロニ

ー数、NANOG 陽性 iPS 細胞コロニー数は、IWR-1、XAV939 の添加によって著しく減少

した（図 18B）。以上の結果から、Wnt2 がcatenin の核内移行を介してリプログラミン

グを促進することが明らかになった。 

 

リプログラミング過程におけるWnt/catenin経路の活性化は細胞増殖を制御する 

 OKS導入によるリプログラミング初期にWnt2の発現が誘導され、Wnt/catenin経路

が活性化することでリプログラミングが促進されることが明らかになった。そこで次に、

リプログラミング過程におけるWnt2によるWnt/catenin経路の役割について検討した。

これまでに、Wnt2 による Wnt/catenin 経路の活性化は、いくつかのがん種や発生過程

において細胞増殖能の向上に寄与することが報告されている（Jung et al., 2015; Pu et al., 

2009; Sousa et al., 2010; Wang et al., 2010）。また、OKSMを用いたリプログラミングで

は、リプログラミング初期における細胞増殖能の向上が c-MYCによって制御されることが

示唆されている（Sridharan et al., 2009）。そこで、リプログラミング過程におけるWnt2

による Wnt/catenin 経路の活性化も細胞増殖能の向上に寄与しているのではないかと考

え、BrdU 取り込み実験を行った。まず、THY1 陽性/陰性細胞集団における細胞増殖能を
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図１７． Wnt2 ノックダウンに対する Wnt/β-catenin 経路活性化剤によるレスキュー実験

（A）レスキュー実験の模式図。 OKS と共にレンチウイルスを用いて Wnt2 に対する shRNA 配列を導入し、

その翌日 （Day 1） から Wnt/β-catenin 経路活性化剤 CHIR99021 を添加した。 また、 コントロールには

DMSO を添加した。

（B） β-catenin が核内移行している細胞数の定量。 Day 4 において β-catenin の免疫染色を行い、

β-catenin が核内移行している細胞数を定量した。 β-catenin 免疫染色の写真におけるスケールバーは

100 µm を示す。

（C） AP 染色および NANOG 免疫染色による iPS 細胞コロニー数の定量。 左に代表的な AP 染色 iPS
細胞コロニーの写真、 中央に AP 陽性 iPS 細胞コロニー数、 右に NANOG 陽性 iPS 細胞コロニー数の

定量結果を示す。 Day 14 に細胞を固定、 染色した。 スケールバーは 5 mm を示す。

（A-C） sh-LacZ を導入し DMSO を添加した細胞を 1 とした相対値を示す。 3 回の実験の平均値を示す。

エラーバーは標準偏差を示す。 Student’ s t test を行い、 * は p 値が 0.05 より小さいこと、 ** は p 値が

0.01 より小さいこと、 *** は p 値が 0.001 より小さいことを示す。
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図１８． WNT2 過剰発現に対する Wnt/β-catenin 経路阻害剤の影響

（A） 実験プロトコルの模式図。 OKS と共にレトロウイルスを用いて WNT2 過剰発現ベクターを導入し、

その翌日 （Day 1） から Wnt/β-catenin 経路阻害剤 IWR-1、 XAV939 を添加した。 また、 コントロー

ルには DMSO を添加した。

（B） AP 染色および NANOG 免疫染色による iPS 細胞コロニー数の定量。 上に代表的な AP 染色

iPS 細胞コロニーの写真、 左下に AP 陽性 iPS 細胞コロニー数、 右下に NANOG 陽性 iPS 細胞コロ

ニー数の定量結果を示す。 Day 14 に細胞を固定、 染色した。 スケールバーは 5 mm を示す。 OKS
のみを導入しDMSOを添加した細胞を1とした相対値を示す。3回の実験の平均値を示す。 エラーバー

は標準偏差を示す。 Student’ s t test を行い、 *** は p 値が 0.001 より小さいことを示す。
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調べた。THY1陽性のMEFに OKSを導入し、リプログラミング 4日目に THY1陽性細胞

と陰性細胞に分け、リプログラミング5日目、6日目における細胞増殖能を調べた（図19A）。

その結果、リプログラミング 5日目では THY1陽性細胞集団に比べ THY1陰性細胞集団で

僅かに細胞増殖能が高くなっており、6 日目ではその差がより大きくなった（図 19B）。こ

れは、リプログラミングの進行によって細胞増殖能が向上することを示している。 

 さらに、WNT2 過剰発現、Wnt2 ノックダウンによる細胞増殖能への影響を調べた。リ

プログラミング 4日目では、OKSを導入していないコントロールに比べ、WNT2を過剰発

現させた細胞（OKS+WNT2）では細胞増殖能が向上していたが、OKSと OKS+WNT2で

は差が無かった（図 20）。対して、リプログラミング 5日目になると、コントロール、OKS、

OKS+WNT2と細胞増殖能が向上していた。次に、shRNAを用いたWnt2のノックダウン

でも同様の実験を行った。その結果、リプログラミング 4 日目では Wnt2 ノックダウンに

よる細胞増殖能への影響はなかったが、5日目ではコントロール（sh-LacZ）に比べ、Wnt2

をノックダウンした細胞では細胞増殖能が低下していた（図 21）。さらに、Wnt2をノック

ダウンした細胞に対して CHIR99021を添加することで、細胞増殖能の低下がレスキューさ

れるかを調べた。その結果、リプログラミング 5日目において、Wnt2ノックダウンによる

細胞増殖能の低下は CHIR99021の添加によってレスキューされた（図 22）。また、リプロ

グラミング 4日目では、コントロール（sh-LacZ）に CHIR99021を添加しても細胞増殖能

は向上せず、5 日目になると細胞増殖能が向上した。以上の結果から、Wnt2 による

Wnt/catenin経路の活性化によって、細胞増殖能が向上することが明らかになった。 
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図１９． THY1 陽性 / 陰性細胞集団における細胞増殖能

（A） 実験プロトコルの模式図。 OKS 導入の前日 （Day -1） にソーティングを行い、 THY1 陽性細胞

だけを OKS 導入のために播種した。 翌日 OKS を導入し、 Day 4 に再度ソーティングを行い THY1
陽性細胞集団と THY1 陰性細胞集団に分け、 それぞれを播種し、 Day 5 あるいは Day 6 に BrdU 取

り込み実験を行った。 20 µM BrdU を添加して 3 時間後に細胞を固定し、 BrdU 陽性細胞の割合を調

べた。

（B） BrdU 取り込み実験の結果。 左に Day 6 における代表的な BrdU 免疫染色の写真、 右に Day 5
および Day 6 における BrdU 陽性細胞の割合を示す。 BrdU 免疫染色の写真におけるスケールバー

は 500 µm を示し、 BrdU を緑、 Hoechst を青で示す。 BrdU 陽性細胞の割合は、 THY1 陰性細胞

集団におけるBrdU陽性細胞の割合を1とした相対値で示す。3回の実験の平均値を示す。 エラーバー

は標準偏差を示す。 Student’ s t test を行い、 ** は p 値が 0.01 より小さいこと、 *** は p 値が

0.001 より小さいことを示す。

図 １９

BrdU Hechst
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図２０． WNT2 過剰発現による細胞増殖能への影響

左に Day 5 における代表的な BrdU 免疫染色の写真、 右に Day 4 および Day 5 における BrdU 陽性

細胞の割合を示す。 20 µM BrdU を添加して 3 時間後に細胞を固定し、 BrdU 陽性細胞の割合を調

べた。 BrdU 免疫染色の写真におけるスケールバーは 500 µm を示し、 BrdU を緑、 Hoechst を青で

示す。 BrdU 陽性細胞の割合は、 OKS を導入していないコントロールにおける BrdU 陽性細胞を 1 と

した相対値で示す。 3 回の実験の平均値を示す。 エラーバーは標準偏差を示す。 Student’ s t test
を行い、 ** は p 値が 0.01 より小さいこと、 *** は p 値が 0.001 より小さいことを示す。
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図２１． Wnt2 ノックダウンによる細胞増殖能への影響

左に Day 5 における代表的な BrdU 免疫染色の写真、 右に Day 4 および Day 5 における BrdU 陽性

細胞の割合を示す。 20 µM BrdU を添加して 3 時間後に細胞を固定し、 BrdU 陽性細胞の割合を調

べた。 BrdU 免疫染色の写真におけるスケールバーは 500 µm を示し、 BrdU を緑、 Hoechst を青で

示す。 BrdU 陽性細胞の割合は、 sh-LacZ （コントロール） における BrdU 陽性細胞を 1 とした相対

値で示す。 3 回の実験の平均値を示す。 エラーバーは標準偏差を示す。 Student’ s t test を行い、

** は p 値が 0.01 より小さいことを示す。
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図２２． Wnt2 ノックダウンによる細胞増殖能の低下に対する Wnt/β-catenin 経路活

性化剤を用いたレスキュー実験
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図２２． Wnt2 ノックダウンによる細胞増殖能の低下に対する Wnt/β-catenin 経路活

性化剤を用いたレスキュー実験

図２２-１に Day 5 における代表的な BrdU 免疫染色の写真、 図２２-２に Day 4 および Day 5 における

BrdU 陽性細胞の割合を示す。 20 µM BrdU を添加して 3 時間後に細胞を固定し、 BrdU 陽性細胞の

割合を調べた。 BrdU 免疫染色の写真におけるスケールバーは 500 µm を示し、 BrdU を緑、

Hoechst を青で示す。 BrdU 陽性細胞の割合は、 sh-LacZ＋DMSO （コントロール） における BrdU
陽性細胞を 1 とした相対値で示す。 3 回の実験の平均値を示す。 エラーバーは標準偏差を示す。

Student’ s t test を行い、 * は p 値が 0.05 より小さいこと、 ** は p 値が 0.01 より小さいこと、 *** は

p 値が 0.001 より小さいことを示す。
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考察 

 

 本研究で私は、OKS によるリプログラミング過程における WNT2 による

Wnt/catenin 経路の活性化がリプログラミングを促進すること、また、この

Wnt/catenin経路の活性化は細胞増殖能の向上に寄与することを明らかにした。これ

までに、リプログラミング過程において薬剤の添加など外部からの操作によって

Wnt/catenin 経路を活性化させるとリプログラミング効率が向上することが報告さ

れていたが、リプログラミング過程で内在性の Wnt/catenin 経路が自律的に活性化

することを示したのは本研究が初めてである。 

 リプログラミング経過に伴うcatenin の細胞内局在の変化を詳細に調べたことで、

リプログラミング過程で一過的にcatenin が核内に移行することが明らかになった。

Wnt/catenin経路阻害剤を添加してcateninの核内移行を阻害すると、リプログラ

ミング効率が著しく減少したことから、リプログラミング過程におけるcatenin核内

移行の重要性が示唆された。さらに、cateninが核内移行した細胞が iPS細胞に至る

かを調べるため、Wnt/catenin経路のレポーター（7TGP）を用いてWnt/catenin

経路活性化のリプログラミングへの影響を調べた。その結果、リプログラミング初期に

Wnt/catenin経路が活性化した細胞（7TGP陽性細胞）集団からより多くの iPS細胞

コロニーが形成されることが示された。その一方で、リプログラミング 6 日目時点で

Wnt/catenin経路が活性化していない細胞（7TGP陰性細胞）集団からも iPS細胞コ

ロニーが形成された。リプログラミング 6 日目以前あるいは以降に Wnt/catenin 経

路が活性化していたのか、Wnt/catenin経路の活性化を介さずに iPS細胞コロニー形

成に至ったのかを、Wnt/-catenin 経路のレポーターの制御化で Cre/loxP が作動する

システムを用いて明らかにすることで、Wnt/catenin経路がリプログラミングに必須

な経路であるのかを明らかにすることは今後の課題である。 
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 過去に当研究室で行われたリプログラミング過程におけるマイクロアレイデータを

解析することで、リプログラミング過程で発現が上昇する Wnt リガンドが Wnt2 のみ

であることを明らかにした。これまでに、ES細胞の多能性維持にWntシグナル経路の

活性化が重要であり、ES 細胞自身が WNT リガンドを分泌することが報告されていた

（ten Berge et al., 2011）。樹立された ES細胞株ではWnt2が発現していなかったこ

とから、Wnt2は多能性維持でなく、多能性獲得に重要な役割を担う可能性を示唆して

いる。さらに、Wnt2 のノックダウン実験、過剰発現実験から、Wnt2 がリプログラミ

ング過程におけるcatenin の核内移行を制御することを見出した。Wnt2 が発現し始

めるタイミングはcateninの核内移行が起き始めるタイミングと似た傾向を示したが、

catenin の核内移行がリプログラミング 6 日目以降急激に減少したのに対し、Wnt2

の発現はリプログラミング 10 日目まで発現が維持された。この時間的なギャップが生

じた理由として、2 つの可能性が考えられる。1 つ目の可能性として、catenin の核

内移行が E-cadherin によって阻害された可能性が挙げられる。iPS 細胞コロニーが形

成されるリプログラミング後期では、cateninは細胞膜に局在化していた。catenin

は E-cadherin の足場タンパクとして機能することが報告されているため、リプログラ

ミング後期では E-cadherin にcatenin がリクルートされたことでcatenin の核内

移行が阻害された可能性が考えられる（Li et al., 2010; Perez-Moreno and Fuchs, 

2006; Samavarchi-Tehrani et al., 2010）。2 つ目の可能性として、AXIN2 による

Wnt/catenin 経路の負のフィードバックが起きたことが考えられる。AXIN2 は

cateninの分解を促進することで、Wnt/catenin経路を負に調節することが知られ

ている（Behrens et al., 1998; Ikeda et al., 1998; Jho et al., 2002）。リプログラミング

過程でも AXIN2 の発現は上昇していることから、AXIN2 による負のフィードバック

によってcatenin の核内移行が抑制されたために、Wnt2 が発現し続ける一方で、

cateninの核内移行が先に抑制されたと考えられる。 
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 本研究では、Wnt2がリプログラミング初期から発現が上昇すること、THY1陽性細

胞で主に発現することが示された。THY1陽性細胞から陰性への変化は、リプログラミ

ング 4日目から 6日目に劇的に起きており、これはWnt2の発現上昇や-cateninの核

内移行のタイミングと一致している。また、リプログラミング 6日目にWnt/catenin

経路が活性化している細胞（7TGP陽性細胞）では、Wnt/catenin経路が活性化して

いない細胞（7TGP 陰性細胞）に比べ THY1 の発現が低いことから、Wnt/catenin

経路の活性化が THY1 の発現抑制に働く可能性が考えられる。これらの結果から、

WNT2が THY1陽性細胞に作用して THY1陰性状態への移行を制御する可能性が示唆

された。一方で、THY1 陽性細胞から分泌された WNT2 が、THY1 陰性細胞のリプロ

グラミングの進行をサポートする可能性もある。WNT2が THY1陽性/陰性細胞どちら

に作用するのか、分泌されたWnt2はオートクラインで作用するのか、パラクラインで

作用するのかは、今後明らかにすべき課題である。 

 WNT2は食道がん、膵臓がん、神経膠腫の転移を促進することが報告されている（Fu 

et al., 2011; Jiang et al., 2014; Pu et al., 2009 ）。 上 皮 間 葉 転 移

（Epithelial-to-mesenchymal transition; EMT）が、がんの転移に重要である一方で、

MEF のリプログラミング過程では、リプログラミング初期に間葉上皮転移

（Mesenchymal-to-epithelial transition; MET）が起きることが報告されている（Li et 

al., 2010; Samavarchi-Tehrani et al., 2010）。したがって、Wnt/-catenin経路の活性

化時間が長過ぎると、リプログラミング過程のMETを阻害する可能性がある。私の実

験結果においても、リプログラミング中期から後期にかけてTHY1陽性細胞において、

Wnt/-catenin経路標的遺伝子（Axin2、CyclinD1）の発現が高い。リプログラミング

の初期にWnt/-catenin経路が ONになり、それ以降のステージでは OFFになること

がリプログラミングに重要である可能性がある。 

 リプログラミング初期における細胞増殖能の向上がリプログラミングに重要である
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ことが知られている。本研究では、BrdU取り込み実験によって、リプログラミング初

期に細胞増殖能が向上することが示された。興味深いことに、リプログラミング 4日目

では OKS 導入、Wnt2 ノックダウンによる細胞増殖能への影響がみられなかったが、

catenin が核内移行している細胞数が急激に増加した 5 日目では、OKS の導入によ

る細胞増殖能の向上、またWnt2ノックダウンによる細胞増殖能の低下がみられた。こ

れまでに、OKSMによるリプログラミング初期に c-MYCが細胞周期関連遺伝子の発現

を介して細胞増殖能の向上に寄与することが示唆されている（Sridharan et al., 2009; 

Xu et al., 2013）。本研究では c-MYCを含まない OKSでリプログラミングを誘導した

ために、c-MYCに代わってWNT2がリプログラミング初期の細胞増殖能の制御に寄与

したことが考えられる。 

 これまでに、リプログラミングの異なるステージにおけるWnt/-catenin経路の関与

が複数報告されているが、Wnt/-catenin経路の活性化がリプログラミングを正に制御

するか負に制御するかは報告によって異なる（Aulicino et al., 2014; Ho et al., 2013; 

Ross et al., 2014; Zhang et al., 2014）。これは、リプログラミングを誘導するリプログ

ラミング因子の数（OKSM あるいは OKS）、システム（レトロウイルスによるリプロ

グラミング因子の導入、ドキシサイクリンによるリプログラミング因子の発現誘導）、

リプログラミング因子を導入する元の細胞種（線維芽細胞、神経幹細胞）などリプログ

ラミングの条件が異なることに起因すると考えられる。Wnt/-catenin経路は ES細胞

の多能性維持に必要である一方で、分化過程でも重要であることから（Miki et al., 

2011）、Wnt/-catenin経路は細胞の状況に応じて異なる役割を担うことが考えられる。

また、細胞融合を介したリプログラミングでは、Wnt/-catenin経路が過不足なく適当

なレベルで活性化することがリプログラミングに重要であることが報告されている

（Lluis et al., 2008）。したがって、リプログラミングにWnt/-catenin経路が及ぼす

効果が異なる理由として、リプログラミングの誘導システムによって内在性
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Wnt/-catenin経路の活性化レベルが異なることに起因する可能性が考えられる。リプ

ログラミングの誘導システムによって内在性 Wnt/-catenin 経路の活性化レベルが異

なるかについては、今後解明すべき課題である。 

 本研究成果により、OKSによるMEFのリプログラミングでは、リプログラミング

初期にWnt2の発現が上昇し内在性のWnt/catenin経路が活性化されることでリプ

ログラミングが促進されることが明らかになった（図 23）。また、このWnt/catenin

経路の活性化は細胞増殖能の向上に寄与することが見出された。iPS細胞の臨床への実

用化に向けて、iPS細胞の大量生産や安全性の向上が大きな課題となることが考えられ

る。今後、リプログラミング過程における分子機構が解明されることで、iPS細胞を用

いた医療の実現への貢献が期待される。 
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図 23． リプログラミング過程における内在性 Wnt/β-catenin 経路の活性化の模式図
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図 ２３
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