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マウス 腔性幹(kih bry o mi c St e m : E S) 細胞は ､ 肱盤胞の 内部細胞塊より樹立される細胞株であ

り
､ 未分化状態を維持したまま無限に増殖することができる｡ E S 細胞を再び 肢監胞 - 移植すると ES 細

胞由来の細胞を備えたキメラマウス を作成できることから､ E S 細胞は マウス個体の全て の細胞 - の多分

化能を備えた内部細胞塊または腿盤葉上層の i n vi& o c o un t e r p a rt であると考えられて いる. 初期肱に含

まれる幹細胞および E S 細胞 の 未分化状態を維持するために必 要な分子機構として
､ 転写因子

O ct - 3/4 や N an o g などの重要性が示されて いる.
一 方 E S 細胞 の増殖を制御するシ グナ ル経路として

E R a s を介した pI 3 キナ - ゼ浄 財ヒ経路の重要性が明らかとなっ て いる｡ E S 細胞の未 餅ヒ状態を維持

するために必要な遺伝子の いくつ か は E S 細胞の増殖能を高く保つ 為にも必要であり､
D i c e , - n ull E S

細胞は多分化能を失うと同時に増殖能も低下して いた｡ このように E S 細胞の幹細胞として の性質を維



持するために必要な因子の 同定は進んで いるが ､
それらが互 い にどのような関係にあるの かとい っ た研

究は始まっ たばかりであり､ E S 細胞の多分化能の維持と増殖制御メカ ニ ズムとの 関係に つ いて分子レ ベ

ル で明らかにして いく必要があると考えられる｡

P oly pyri mi d in e tr a ct b in d in g p r ot e in (P T B) は成体組織に広く発現が見られる 58 k D のタンパ

クで ､ p r e
-

m R N A に結合する h n N の 一

つ として同定されたo p T B は m R N A の スプライシング制御

を始めとして ､
ni R N A の安定化､ int e m al ri b o s o m al e n b y sit e( m £s) を介した翻訳開始 ､ 転写調節とい っ

た働きを持つ 多機能な因子 であることが示されて いる｡ また当研究室におけるこれまで の研究から､
P T B

は E S 細胞に特異的に発現する R e x - 1 および N m u) g の発現制御に関与する可能性があると考えられ

た｡ p T B の機能に関する知見が蓄積して いるが､ p T B が細胞の生存に不可欠なのか ､ 分化連命の決定

や増殖制御に関与するの か ､
また個体発生過程にお いてどのような役割を担うの か に関しては明らかで

はなか っ た｡ そこで本研究で は､
P T B が細胞 の生存､ 分化､ 増殖においてどのような役割を果たして いる

のか を明らかにするために ､
P tb ノックアウト(K O) マ ウスおよび p tb - n ull E S 細胞を作製し､ その解析を

行っ た｡

聡盤胞におい て ､
P T B の発現は内部細胞塊および栄養外腫葉で見られた. 発生過程におけ

る PT B の生理学的機能を明らかにするために
､
P tb K b マウス の作製を試みたo p tb +/ - マ ウス 同士を

交配して得られた新生仔の遺伝子型をサザンプロット解析したところ､ P tb + マ ウスは存在せず､ p tb K O

マ ウスは藤生敦死であると考えられた｡ そこで各発生段階の胎仔の遺伝子型を p c R 法 によっ て解析し

たところ
､
Ptb K O マ ウス は着床前後の 時期(腫生 4 -6 日) に致死であることが示された｡ 着床前の P tb

K o マウス は肱盤胞期までは形態上は正常に発生するようた見えたが､ そ の腰盤胞から新たに b s 細

胞株を樹立することはできなか っ た｡ p tb K O マ ウスは膝盤月包期に既に株化可能な未分化な細胞集団を

失っ て い畠のではないかと考えられたため
､ 初期肱に含まれる幹細胞の 生存､ 分化運命の決定

､ 増殖制

御に P T B がどのような役割を果たして いるのか に関してさらに詳細な解析を行うために､ P tb _

n ul l E S 細

胞を樹立し
､ 解析を行っ た｡

C r en o x P システムを用 いて P tb 遺伝子の 両アレル を破壊し､ 2 クロ
ー

ン の P tb -

n ull E S 細胞

を得ることができた
｡
ptb - n ull E S 細胞は生存し､ 継代培養可能であり

､ 形態上は未分化状態を維持した

ES 細胞に特徴的なコ J / ヾクトなコ ロ ニ ー を形成したo そこで E S 細胞特異的に発現が見られる遺伝子 に



関してノザンプロット解析を行っ たところ､ Ptb n ul l E S 細胞にお いて O ct -3/4 m R N A の発現量は Ptb +/+ ㌔

+/ - E S 細胞と同程度に維持されていたの に対して ､ R e x -1 および N a n o g m R N A の発現量は減少して

い た｡ これは
､
P T B が R e x -1

､
N m 10 g の発現制御に関与するので はない かという仮説と

一

致すると考え

られた. こ の時､ p tb n ull E S 細胞が未分化な E S 細胞の性質を維持して いるのかどうか は明らかでなか

っ たため､ 増殖能および多分化能に関して以下 の解析を行っ た｡

P tb +/+
､
+ / - および -/ - E S 細胞を 5 日間培養して細胞数を計数したところ､

P tb -/ - E S 細胞

は P tb +/+
､
+ / - E S 細胞の十分の

-

程度までしか増加しなかっ た｡ この結果から､ ptb n ul E S 細胞は増

殖能が低下して いることが強く示唆された｡ そこで細胞内 D N A 量を測定して細胞周期分布の解析を行

っ たところ
､
Ptb -/ - E S 細胞で は S 期の細胞の割合が減少してい たo D N A 合成をして いる細胞 の割合

を b r o m o d e o x iu ri di n e(B fd U) 取り込み量を指標に測定したところ､
P tb -/ - E S 細胞で は B rd U 陽性の 細

胞の割合が減少して いた｡ このとき､ T d T によっ て断片化 D N A 末端が蛍光標識された細胞をアポト
ー

シ スを起こして いる細胞として判定したところ､ p tb htlll E S 細胞で はコ ントロ ー

ルと比較してアポト
ー

シ ス

の克進さま見られなか っ た｡ ptb -/ - E S 細胞に Ptb を強制発現させると､ 増殖能がコ ントロ ー ルと同程度ま

で に回復した｡ 次に ､
Ptb n ull E S 細胞がテラト - マ 形歳能を維持して いるのかどうかを検討したo

5 Ⅹ 1 0
6

の P坤 +/+ または -/ - E S 細胞を､ それぞれ 5 匹のスキッドマウス の 腎皮膜下に移植し､ 3 週間後に腎

臓を取り出し観療したo p tb +/+ E S 細胞を移植した場合､
4 匹の マウス の 腎臓周囲にテラト

-

マ が形成さ

れており
､ 頻り 1 匹では腎臓と周囲組織の癒合が観察された｡ それに対し､ P tb _/ - E S 細胞を移植した

全ての マウスの 腎臓でテラ ト マ の形成を確認できず ､
P tb 叫i E S 細胞 はテラト

-

マ 形成能を持たない

ことが示された. 以上 の結轟から､ ptb n ull E S 細胞は生存するが､
s 期の細胞の割合が減少しており､ 由

v 加
､
in v h ,o いずれ の条件下でも増殖能が低下して いる土とが明らかとなっ たo

h

pib h ull E S 細胞 の多分化能に つ い て検討するために､ 腔様体を形成させて 釧ヒ誘導を行い ､

分化 マ
ー

カ
ー 遺伝子の発現量 の変化をノザンプロ ット解析したo p tb n ull E S 細胞を分化誘導したところ

､

原始外肱葉マ ー カ ー

F # m R N A の発現誘導はわずかに確認されたが､ 原始棚杢菓マ
ー カ ー

G a ta 4
､

G a t a 6 m N A の発現はほとんど誘導が見られず ､ 臓側内膳菓 マ
ー

カ
ー

H 19 m R N A の発現量は分化誘

導する前よりも低下してい たD この結果から､ p tb n ull E S 細胞は原始外姪菓 - の分化能が低下しており､

原始内腫葉 - の分化能をほとんど維持して い ない ことが示唆された｡ 即ち p tb n ull E S 細胞は O c t _ 3 /4

巧

J



の発現を維持して いるもの の部分的に多分化能を失っ ており､ 未分化状態を完全 には維持してい ないと

考えられたo

これまで述べ てきたように､ 本研究により以下 の結果を得たo (1) p tb K O マウス は着床前後の

時期に致死であり､ ( 2) p tb K O マ ウス の 腫盤胞 からは新たに E S 細胞株を樹立できなか っ た. ( 3)

C r e/l o x P システムを用い て作製した p tb n ull E S 細胞では
､
O ct 13/4 の発現量はコ ントロ

ー

ルと同程度に

維持されて いたが
､
N m o g , R e x

- 1 の発現量が減少して いたo (4) ptb n ull E S 細胞は増殖能が低下して

おり､ ( 5) 部分的に多分化能が失われて いた｡ 従 っ て ､
P T B は初期肱 に含まれる幹細胞および E S 細

胞が活発 に増殖し､ 分化する際に必要であると考えられる｡

E S 細胞の増殖および分化状態の制御に関与するシグナ ル経路として PI3 キナ - ゼを介し

た経路が知られて いるが
､
p T B の機能とどのように関わるの か は不明である

o 既知 の シグナ ル 経路と

P T B との 関連性 が解明されることが期待される. また ､ p T B と相同性 の 高い 因子として r eg ul at o r o f

diff e r e nti ati o n 1( R o dl) および b r a in - e mi c h ed P T B (b rP T B) の存在が知られて いるo R o dl ､ b rP T B は いず

れも p T B とアミノ酸配列で 7 0 180 % の相同性を持ち､ 機能ドメイン の構造もよく保存されており､ P T B と

類似した機能を持つ 可能性がある｡
一

方､ 生体組織における発現様式は相互に異なっ て いる｡ P T B とこ

れらの因子との機能的な異同や､ 組織における発現分布の相違に基づ いた生理的役割の異同に関して ､

今後の解析が展開することが期待される｡

本研究で得られた知見は ､
加 v h 7 0

､
in vit r o 双方から細胞 の増殖制御､ 多分化能の維持にお

ける P T B の重要性を示すと共に ､ 今後本研究を基にして更なる解析をして いく礎になることが期待され

る｡
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