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緒 言 

 
万能細胞と呼ばれる多能性幹細胞は、一般的に二つに大別される。マウスの着床前胚から樹立されるES細胞や最終

分化した体細胞から樹立される iPS細胞などはナイーブ型と呼ばれ、一方で、マウスの着床後胚から樹立されるエピブ

ラスト幹細胞などはプライム型と呼ばれる。このナイーブ型とプライム型はそれぞれ異なる細胞特性を持つ。その代表

的な例としてキメラ形成能や X 染色体の不活性化が挙げられる。ナイーブ型ではマウス胚盤胞注入によるキメラ形成

能を有するのに対し、プライム型では形成できない。またナイーブ型では2本のX染色体が活性状態であるのに対し、

プライム型では一本のX染色体が不活性化している。これはナイーブ型・プライム型の多能性幹細胞に対応する生体内

の胚の中で見られる違いを反映しており、つまりは「細胞間の発生段階の違い」として、ナイーブ型・プライム型の様々

な性質の違いに反映されている。これらに加え、もう 1 つ大きな違いとして“代謝”の違いに近年注目が集まっている。

代謝といっても核酸合成やアミノ酸代謝、そして脂質代謝に至るまで様々なものがあるが、現在までによく理解されて

いるナイーブ型・プライム型間に違いが認められる代謝に“エネルギー代謝”がある。エネルギー代謝には解糖系とミト

コンドリア呼吸が存在するが、通常の我々の体細胞は、ミトコンドリア呼吸に大きく依存したエネルギー代謝を利用し

ている。これは酸素を利用する酸化的リン酸化を行うことで、非常に効率的に大量のATPを産生出来る利点が大きい。

一方で多能性幹細胞においては、ナイーブ型では解糖系とミトコンドリア呼吸の両方に依存しているのに対し、プライ

ム型では主に解糖系に依存したエネルギー産生を行なっていることが知られている［1］。しかしこの場合においても、

完全に解糖系に依存するわけではなくミトコンドリア呼吸もわずかに利用していると考えられているが、その役割につ

いては未だ解明されていない。近年、多能性幹細胞の未分化性の維持機構におけるエネルギー代謝の関連性が明らかに

なりつつある。そこで今回は、プライム型におけるこの偏ったエネルギー代謝が未分化性にどのように影響しているの

かを調べることにした。 
当該研究課題において我々はこのプライム型のエネルギー代謝の役割を調べるために、より生体内に近い材料となり

うる胚から採取したエピブラストを用いてアプローチしたいと考えた。”エピブラスト細胞”とはマウスの着床後、また

分化開始イベントである原腸陥入前の初期胚（5.5～6.5日胚）における多能性細胞集団である。これまでに、エピブラ

ストから従来型のエピブラスト幹細胞（EpiSC）が樹立されており、その未分化性の維持はFGF2とActivinの培養下

への添加に依存している［2］。一方で2015 年、岡村らによってFGF2 とWnt 阻害剤の培養条件でもプライム型の多

能性幹細胞である新規エピブラスト幹細胞（region selective-Epiblast Stem Cells：rsEpiSC）が樹立された。通常の

EpiSC 樹立の際、未分化性を維持し多能性幹細胞化するエピブラスト細胞は約 0.5%であったが、この FGF2 と Wnt
阻害剤の新規培養条件では、ほとんどのエピブラスト細胞（99.5%）における未分化性の維持が可能であり、現在にお

いて最も”生体外におけるエピブラスト細胞の未分化性の維持” に効果的な培養条件であることが示されている［3］。
生体内において未分化性を維持したまま発生が進行するのとは異なり、生体外ではすべてのエピブラスト細胞が分化し

てしまう。そこで本研究では、上記FGF2とWnt阻害剤によるエピブラストの未分化性維持条件を用いて、エネルギ

ー代謝阻害によるエピブラスト細胞の未分化性への影響を検証した。 
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方法および結果 

 
1．エピブラストの初代培養における各種エネルギー代謝阻害剤の未分化性への影響 
マウス系統には ICR を用い交配を行い、プラグ確認日を 0.5 日胚とした。6.25 日胚のエピブラスト細胞には顕著な

原腸陥入は生じておらず、エピブラスト全体が未分化性を維持しているものと考えられた。外科的にエピブラストを採

取しマウス線維芽細胞（MEFs）上に静置培養することで、エピブラストは形態を崩しながらも増殖を続け、平面的な

増殖塊を形成する（エピブラスト増殖塊）。我々はこの初代培養下においてエピブラスト細胞は速やかに分化し、全て

の未分化マーカーの発現を消失するが、一方で FGF2 と Wnt 阻害剤（IWR1）を添加することで、エピブラスト細胞

のほぼ全て（99.5%）は代表的な未分化マーカーOCT4 やSSEA1 の発現を維持し、継代後、マウスプライム型多能性

幹細胞 rsEpiSC が樹立されることを見出している［3］。このエピブラスト細胞の初代培養下においてエネルギー代謝

の未分化維持機構への機能を探るために、解糖系阻害剤として2-DG、またミトコンドリア呼吸阻害剤としてRotenone、
Antimycin、Oligomycin、FCCPを添加し、未分化マーカーであるOCT4タンパクの発現への影響を解析した（図1、
2）。 

 
 

図1．エピブラスト細胞に対する選択的エネルギー代謝阻害 
着床後のマウスエピブラスト細胞の初代培養に対し FGF2 と Wnt 阻害剤を添加することで、ほぼ全ての

エピブラスト細胞が未分化性を維持できる（Okamura et al.、Nature、2015）。この培養システムの中で、

解糖系阻害剤2-DG（2-デオキシグルコース）やRotenoneを含めた複数のミトコンドリア呼吸阻害剤を添

加し、エピブラスト細胞における未分化性への影響を検証する。 

 
 

図2．各種薬剤による電子伝達系や酸化的リン酸化をターゲットとしたミトコンドリア呼吸阻害 
ミトコンドリアにおける電子伝達系を経て、最終的に複合体Ⅴによる酸化的リン酸化を介してATPが産生

される。電子伝達系の過程で複合体Ⅰ、Ⅲ、Ⅳに対する阻害剤として、それぞれ Rotenone（複合体Ⅰ）・

Antimycin（複合体Ⅲ）・Oligomycin（複合体Ⅳ）が用いられる。一方、ATP合成の場である複合体Ⅴによ

る酸化的リン酸化はFCCPによって阻害される。 
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2．エピブラストの初代培養において電子伝達系の複合体阻害剤は未分化性を消失させる 
この初代培養下において、コントロールであるFGF2とWnt阻害剤添加のみの条件では全ての細胞がOCT4タンパク

を発現しており、強力に未分化性を維持していることが明らかとなった（図3）。一方で電子伝達系の複合体阻害剤

（Rotenone、Antimycin、Oligomycin）の添加下では、多くのエピブラスト細胞においてOCT4タンパクの消失が認め

られ、未分化性が維持できていないことが示唆された。さらに驚くべきことに、同じミトコンドリア呼吸阻害剤であり

ながら、酸化的リン酸化を担う複合体Ⅴの阻害剤FCCPを添加した条件では、ほとんどのエピブラスト細胞がコントロ

ールと同レベルでOCT4タンパクを維持しており、このことはミトコンドリア呼吸を介した“ATP産生”ではなく、“電子

伝達系”依存的な未分化性維持機構がエピブラスト細胞には存在することが強く示唆された（図3）。 

 
図3．電子伝達系阻害によるエピブラスト細胞の未分化性の消失 

着床後のマウスエピブラスト細胞の未分化性を強力に維持出来る初代培養条件下において（FGF2 と Wnt 阻害剤

の添加）、各種ミトコンドリア呼吸阻害を行なった。電子伝達系の複合体阻害剤（Rotenone、Antimycin、Oligomycin）
を添加すると、エピブラスト細胞から未分化マーカーであるOCT4タンパクの発現が消失することが認められ、一

方で酸化的リン酸化阻害剤（FCCP）の添加ではそのような未分化性の消失はほとんど認められなかった。 
 

3．種を超えたプライム型多能性幹細胞において電子伝達系の複合体阻害剤は未分化性を消失させる 
上記エピブラスト細胞の初代培養下において、ミトコンドリア呼吸における電子伝達系が機能することが何らかの機

構を介してエピブラスト細胞の未分化性の維持に寄与していることが示唆されたが、エピブラスト細胞由来の多能性幹

細胞“プライム型”においては同様の未分化性維持機構が機能しているのだろうか？そこで我々は代表的なプライム型

多能性幹細胞「ヒト iPS細胞」と「マウス rsEpiSC」とを用い、さらにそのカウンターパートとしてナイーブ型多能性

幹細胞「マウスES細胞」を用い、電子伝達系複合体Ⅰ阻害剤“Rotenone”の添加下における未分化性を検証した。その

結果、ナイーブ型マウスES細胞においてその未分化性にほとんど影響は観られず、それは複数回継代してもなお変化

はなかった。一方でプライム型多能性幹細胞であるヒト iPS 細胞やマウス rsEpiSC において、細胞増殖は認められる

にも関わらず、OCT4 タンパクの明らかな減弱化や消失が認められた（図 4）。さらに体細胞マーカーの遺伝子発現量

の変化を定量的 PCR（q-PCR）で解析したところ、体細胞マーカーの発現量減少が認められた。このことから電子伝

達系の複合体阻害は、エピブラスト細胞の初代培養のみならず、種を超えてプライム型多能性幹細胞に未分化性の消失

を引き起こすことが明らかとなった。 
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図4．電子伝達系阻害は種を超えてプライム型多能性幹細胞の未分化性を消失させる 
ナイーブ型多能性幹細胞としてマウスES細胞、プライム型多能性幹細胞としてマウスrsEpiSC・ヒト iPS細胞

を用いた。電子伝達系複合体Ⅰを阻害するRotenone の添加条件下の中、複数回の継代培養の結果、ナイーブ型

のマウスES細胞には増殖や未分化性の維持（OCT4タンパクの発現）に影響は認められないが、プライム型に

おいては著しい未分化マーカーの消失が認められた。 
 

考 察 

 
今回の結果から、これまで明らかにされていない「プライム型多能性細胞における、ミトコンドリア呼吸の電子伝達

系の未分化性維持機構への関与」に対して、新たな知見を見出した。これまでの先行論文から、プライム型多能性幹細

胞において、TCA 回路のα－ケトグルタル酸などの中間代謝産物が未分化性の維持において重要な役割を担っている

ことが示されているが、これまでに電子伝達系の関与というのは報告されていない。どのようなメカニズムで電子伝達

系の働きが未分化性維持に関与しているかの詳細なメカニズムはこれからであるが、いずれにしても非常に新しい現象

を見てるものと期待したい。 
プライム型の代表例ヒト iPS細胞において、電子伝達系の阻害による未分化性の消失、ひいては分化誘導の促進機構

に迫ることで、将来的には目的の細胞系譜への分化誘導期間を大幅に短縮する技術の確立や、特定の細胞系譜への誘導

促進技術への応用が期待される。 
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