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論 文 題 目

Replacement of Sox2 in reprogramming by identification of the biphasic role

of calcineurin pathway

(二 方 向 性 の カ ル シ ニ ュ ー リ ン 経 路 に よ るSox2非 依 存 的 リ プ ロ グ ラ ミ ン グ の 同

定)

転写 因子 を用 いた体細 胞 リプ ログ ラ ミン グによ り作製 され る誘導 型 多能性 幹細胞

(inducedpluripotentstemcells;iPS細 胞)は 、幹細胞治療な どを目指 した応用研究

が進 め られ ている。しか し、その一方 で、安全性 を担保す るために重要であ るリプログ

ラ ミングの分子機構 の解 明は、まだ十分に は進んで いな い。本論文 では、カルシニュー

リン/NFAT経 路の リプログラ ミング過程 にお ける役割 を明 らか にす ることを、その 目的

と した。

カル シニュー リン/NFAT経 路の リプログラ ミング過程にお ける役割 を明 らかにす るた

めに、低分子化合物や遺伝子操作 でカル シニ ュー リンの活性 とNFATア イ ソフォームの

発現 を抑制 した ときの、体細胞 リプログラ ミング各過程への影響 を検討 した。その検討

には、定量PCRに よる遺伝子発現定量,ク ロマチ ン免疫沈降に よるピス トン修飾定量 、

ウエス タンブ ロッ トによる蛋白質発現 定量 、FACSに よる細胞周期解析 などを用 いた。

リプ ログラ ミング効率は、アル カ リホス ファターゼ陽性 コロニー数で定量 化 した 。遺伝

子の強制発現な らび にノックダ ウンによる機 能抑制には、レ トロウイルスな らび に レン

チ ウイルスベ クター を用 いた。

カル シニ ュー リン/NFAT経 路の リプログ ラ ミングの各過程 における役割 を検討 した結

果、二通 りの相 反す る効果 が見 出され た。リプ ログラ ミング初期にお いては、カル シニ

ュー リン活性は、細胞 増殖維 持 と間葉 上皮転換を正に制御する ことによ り、リプログラ

ミングを促進す る方向に機能 して いた。一方、リプログラ ミング後期 においては、NFAT2c

を介 して 多能性関連転写因子Sox2やKlf2の 発現を抑制 する ことによ り、リプログ ラ ミ

ング を抑制す る方 向に機能 して いた。Sox2に つ いて は、低分子化合物や遺伝 子ノ ック

ダウンに よ りカル シニュー リン活性 を抑制 する ことが、その リプ ログラ ミングにお ける

機 能 を置換できる ことを証明 した。

審査にお いて、(1)カ ル シニ ュー リン活性の評価方法、(2)NFAT免 疫 染色の評価方法 、

(3)細 胞内 カル シウム濃度測定 の意 義、(4)リ プ ログラ ミングの方法 と本発見の相 関、

(5)Sox2以 外の リプログラ ミング因子機能 の置換の可否 、(6)Sox2を 用 いず に作成 され

たips細 胞の多能性評価 方法 、な どについて質疑が行われ 、申請者か らは概ね適切な回

答 が得 られた。

本論 文は、カル シニ ュー リン/NFAT経 路の リプ ログラ ミング過程にお ける役割 を網羅

的に検 討 したもの であ り、その機能が二方 向性 であること と、その機 能制御がSox2の

機能 を置 換 しうる ことを解明 した ことは、今後のips細 胞作製方法の検討や、発がんな

どの細胞分 化の異常 における本経路の役割の検討 に繋が りうるもの と考え られ、学位 の

授与 に値 するもの と評価 した 。
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