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LIFシグナルによる多能性幹細胞の自己複製
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抄　　録
　人工多能性幹（induced Pluripotent Stem; iPS）細胞を用いて様々な難治疾患の治療への応用に大
きな期待が集まっている．この iPS細胞は，Oct3/4, Sox2, Mycと Klf4の 4個の転写因子を同時に
分化細胞へ導入することで樹立できる .これを初期化と言い，この現象の発見の元となった細胞と
して知られるマウス胚性幹（mouse Embryonic Stem; mES）細胞は，1980年代に樹立されて以来，
多能性幹細胞の自己複製に関して数多くの重要な発見の基礎となった．従来の血清を含む培養条件
において，IL-6サイトカインファミリーの一つである白血病抑制因子（LIF）は，多能性状態の維
持に不可欠であることが報告された．その後，ES細胞における多能性状態を維持するシグナル研
究の進歩によって，MAPキナーゼと Gsk3キナーゼを同時に阻害する無血清培養（2i培養，2個の
阻害剤から 2iと記述される）が開発された．驚くことに，この 2i無血清培養環境において，LIF
は不要となる．一方で 2iによっても LIF作用が完全に置換されないことも示唆されている．これ
らの知見は，LIFが培養条件依存的に多能性を維持するために機能することを示唆している．本稿
では，LIFシグナル経路が，どのようにして多能性幹細胞の自己複製を維持するかについて，最近
の知見も合わせて解説する．

キーワード：再生医療，人工多能性幹細胞，マウス胚性幹細胞，LIFシグナル．

Abstract

　　Since the discovery of iPS cells, we have great expectations for the therapeutic potential of 
induced pluripotent stem（iPS）cells for intractable diseases. Mouse embryonic stem（mES）cells, 
known as the original cells of iPS cells, have been the basis for many important discoveries regarding 
self-renewal of pluripotent stem cells since the establishment in the 1980s.  In serum containing 
conventional cultures, leukemia inhibitory factor（LIF）, a member of the IL-6 cytokine family, has 
been reported to be essential for maintaining pluripotency.  Later, advances in signaling studies to 
maintain pluripotency in ES cells led to the development of serum-free cultures（2i cultures, 
described as combination of two inhibitors）that simultaneously inhibit MAP kinase and Gsk3 kinase. 
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はじめに
（ES細胞の樹立と培養法の変遷）

　マウス ES細胞は，マウスの 3.5日胚である
胚盤胞の内部細胞塊（Inner cell mass）に由来
し，in vitroで無限に自己複製する1）2）．ES細
胞は，樹立された当初，マウス胎児線維芽
（MEF）フィーダー細胞とウシ胎児血清を含む
培地で維持されていたが，血清には様々な未知
の因子が含まれているため製品間でのロット差
が著しく，ES細胞の多能性状態を安定して維
持することは技術的に極めて困難であった．そ
の後，バッファローラット肝臓（BRL）細胞の
培養上清を用いると ES細胞の自発的分化を抑
制することが見出された．BRL細胞に由来す
るこの未知の因子は，分化阻害活性（Differen-
tiation Inhibitory activity; DIA）と名付けられ，
BRL培養上清を用いて調整された血清培地は，
MEFフィーダー細胞の非存在下で ES細胞の
多能性を維持できることが示された3）．この
DIAは Smith A.により生化学的に精製され，
現在では ES細胞の自己複製にとって極めて重
要な因子として認識されているサイトカイン白
血病抑制因子（Leukemia  inhibitory  factor; 
LIF4-6）であることが判明した7）8）．それ以来，
LIFを添加した血清培地（以下，血清＋LIF培
養と記載）は，ES細胞の培養の世界標準とさ
れた．ES細胞は，血清＋LIF培養から LIFを
除去すると，多能性状態から逸脱し急速に分化
する．多能性の維持のための外来性 LIF依存
性は，フィーダーフリーの培養条件下において
顕著で LIF除去により急速に分化を始めるが，
MEFフィーダー細胞の存在下においては，
MEFによる LIFまたはそれに類似する分泌因
子が原因の可能性がある．

　LIFは，近交系マウス系統において 129系統
などの極めて限定された遺伝的背景に由来する
ES細胞に対してのみ効果が明らかであった9）10）．
これまでに様々な疾患モデルマウスに由来する
ES細胞の樹立が試され，例えば 1型糖尿病モ
デルマウスである NOD（non-obese diabetic）
マウス系統から病因究明の目的で ES細胞の樹
立が試された．従来の血清＋LIF培養では，
NOD系統を含む様々な遺伝的背景からの ES
細胞は樹立できなかった．これらの研究から，
LIF依存性の自己複製には許容的および非許容
的な遺伝的背景があることが明らかとなった．
言い換えれば，LIFの効果は，さまざまな遺伝
的背景に由来するすべての系統由来の ES細胞
に遍在的に適用できない．
　このような LIF効果の制約と，血清に含まれ
る未知の因子のために，ロット差がない安定し
て自己複製を維持できる培養条件の開発が望ま
れていた．2008年，Yingらは，MAPKとGSK3b
をそれぞれ標的とする 2つの小分子阻害剤の組
み合わせ（2i）が，LIFを含まない無血清培養
での ES細胞の自己複製を強力に支持すること
を発見した11）．すなわち，LIF依存性は，遺伝
的背景だけでなく，培養条件によっても影響を
受けることを示唆している．しかし，この LIF
に依存しない 2i培養条件下においても，依然
として LIFの添加は，ES細胞の自己複製を促
進し，2iと LIFとの相乗効果が示されている．
これらのことは，2iは LIFの単なる置き換え
ではなく，明確に区別された作用を示している．

LIFとその細胞表面受容体（図 1）

　LIFは，低親和性の細胞表面 LIF受容体（Lifr）
と Gp130で構成されるヘテロ二量体受容体複
合体に結合する．これらの受容体はいずれも，

Surprisingly, LIF is not required in 2i serum-free culture context. LIF possesses distinct role from 2i 
on ES cells self-renewal. These findings suggest that LIF functions to maintain pluripotency in a 
culture context dependent manner. In this article, I would discuss how the LIF signaling pathway 
maintains self-renewal in pluripotent stem cells.

Key Words: induced Pluripotent Stem（iPS）cells， mouse embryonic stem（mES）cells， Regenerative 
　　　　　 medicine， LIF signaling.
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細胞質領域における酵素活性のための触媒ドメ
インを持っておらず，このシグナルの伝達因子
として受容体の細胞質ドメインには，Jak1，
Jak2，Jak3，および Tyk2で構成されるチロシ
ンキナーゼのファミリーである Jakキナーゼ
（以下，Jakと省略）が常に結合している．リ
ガンドが受容体に結合すると，細胞質ドメイン
の Jakは，抑制性ドメインの自己リン酸化に
よって活性化される．この活性化された Jakに
より，Gp130および Lifr12）の細胞質ドメイン
に存在する Y-x-x-Qモチーフのチロシン残基が
リン酸化され，他の Jakの基質である転写因子
Stat3が受容体に結合できるようになる．受容
体結合した Stat3が Jakによってリン酸化され
ると，Stat3は受容体を離れて二量体を形成し，
次に核に入り，そこで転写因子として作用して
標的遺伝子の発現を誘導する13）14）．

　Jak-Stat3経路には負のフィードバックルー
プがあり，シグナル活性は厳密に制御されてい
る．活性化された Jakは Stat3をリン酸化し，
Socs3サプレッサーの発現を誘導し，その後短
時間のうちに Jakは不活性化される15-17）． Socs3
は，Srcホモロジー 2（SH2）ドメインを介し
てJakに結合し，キナーゼ阻害領域（KIR）によっ
て Jakのキナーゼドメインをブロックする18）．
Socs3は Jakの疑似基質として機能する19）．こ
の負の調節因子により，LIFシグナル伝達経路
の活性化は一過性となる．
　ES細胞の培養では，LIFは，Lifrに結合す
るOSM，CT-1，CNTFなどの関連する IL-6ファ
ミリーサイトカインで置換できる20-22）．また，
可溶型の IL-6受容体（sIL-6R）と IL-6は，LIF
の非存在下においても ES細胞の自己複製を支
持することができる23）24）．これらの発見は，受
容体複合体の構成要素の 1つである Gp130に
よって媒介されるシグナル伝達が，ES細胞の
自己複製に十分であることを示している．さら
に，顆粒球コロニー刺激因子受容体（GCSFR）
のリガンド結合ドメインと Gp130の細胞質ド
メインで作られたキメラ受容体を用いた実験に
おいて，キメラ受容体のリガンドである GCSF
によって刺激されたときに LIFの機能を置換
できたことも上記の知見を支持する25）．これと
は対照的に，同じキメラ受容体システムを使用
した Lifrの細胞質ドメインを使用した結果に
おいては，ES細胞の自己複製は 5日間程度の
短期的に維持されるものの，リガンド刺激によ
る Stat3活性化は著しく減弱するとの報告がな
されており議論の余地が残っている26）．
　これらの知見から，Gp130を介したシグナ
ル伝達は，ES細胞の自己複製における LIFシ
グナル伝達の主要経路であると考えられる．

LIFの細胞内シグナル伝達経路（図 1）

　LIFを培地に添加すると，主に 3つの細胞内
シグナル伝達経路が活性化される．Jak-Stat3，
ホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ（Pi3k）
-Akt，Mapキナーゼ（Mapk）経路である．こ
れら 3つの経路はそれぞれ，LIFの下流で ES

図 1：ES細胞における LIFシグナル伝達経路
　LIFの効果はES細胞に対して2面性があり，「未
分化促進」および「分化誘導」である．LIFが細
胞表面の Gp130/Lifr受容体複合体へ結合すると，
細胞内において主に 3つのシグナル経路が活性
化される．これらの中で Stat3および Pi3kによ
るシグナル経路は ES細胞の未分化維持に対して
促進的に作用するが，Mapk経路は分化を誘導す
る．発生学的な環境においては分化シグナルに
対して迅速に反応して適切な細胞系譜へ分化す
る必要があり，上記の LIFシグナルにおける 2
面性はこれを反映すると考えられている．
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細胞の自己複製において重要な機能を持ってい
ることが示されている27）． Jak-Stat3および
Pi3k-Akt経路は ES細胞の自己複製を促進する
が，Mapk経路は ES細胞の分化を促進する．
LIF下流における Jakキナーゼの活性化は，
Jak-Stat3経路の活性化だけでなく，Pi3k-Akt
経路の活性化や Shp2を介してMapk経路を活
性化する．
1．Jak-Stat3経路
　ES細胞の自己複製には，Stat3の活性を維持
するだけで十分であることが示されている28）．
この報告で用いられた Stat3は，人為的誘導活
性化型で，これは Stat3とエストロゲン受容体
の変異リガンド結合ドメイン（Stat3ER）で作
られた融合タンパク質となっている．これは，
Stat3はリン酸化なしに，そのリガンドである
タモキシフェン（Tx）依存性に ERが活性化さ
れた時に核へと移行する．Stat3ERを発現する
ES細胞は，LIFを含まない血清培養条件下に
おいて Txを添加することにより，自己複製を
継続することができる．
　また，Stat3の重要性は，Gp130の Shp2結
合部位（Y118F）に変異を持つ GCSFR-Gp130
キメラ受容体を用いた実験によって示されてい
る．これは，GCSFの結合時にMapk経路では
なく Jak-Stat3経路を活性化する．この受容体
では，GCSFの添加によって Gp130がホモダ
イマー化し活性化され，LIF非依存的な ES細
胞の自己複製を支持することが示されている．
これらのデータは，LIFの下流の 3つの経路の
中で，Stat3経路の活性化が ES細胞の自己複
製に十分であることを示している．また，GCSF-
Gp130キメラ受容体において Gp130の細胞質
ドメインから Stat3結合部位を欠損させると，
GCSFの添加によっても自己複製を支持する能
力が喪失することも示された25）．さらに，Jak
を標的としたリン酸化部位（Stat3Y705F）に
変異があるドミナントネガティブ型の Stat3の
過剰発現は，血清＋LIF培養で ES細胞の分化
を強く誘導する．また，Stat3欠損 ES細胞は，
血清＋ LIF培養の Stat3-null胚盤胞から樹立す
ることができない11）．したがって，Stat3の活

性化は ES細胞の自己複製に必須であることが
明らかとなっている．
　Stat3は Jakによってチロシン残基（Y705）
がリン酸化され，またMapk/Jnk（c-Jun N末
端キナーゼ）/Pkc（プロテインキナーゼ C）に
よってセリン残基（S727）がリン酸化され
る29）．Stat3のチロシン残基（Y705）リン酸化は，
前述のように ES細胞の自己複製にとって必須
であった．一方，S727でのリン酸化は自己複
製には必須ではないが，ES細胞の増殖を促進
する．神経分化の過程においては，この Stat3
のセリン残基（S727）リン酸化は必須であり，
Stat3リン酸化の細胞系譜に特異的な役割が示
唆されている．
　LIFの培地への添加により，ES細胞内では，
Stat3およびMapkの Erk1/2は急速にリン酸
化され，その後短時間（～30分程度）の間に
脱リン酸化される30）．Jakの負の調節因子であ
る Socs3を欠損させると，LIFの下流にある
Stat3とMapkの両方の活性化が長時間維持さ
れる30）31）．この延長されたMapkの活性化に
よって，Socs3欠損 ES細胞は胚体外内胚葉へ
の分化を促進され，Mek阻害剤の添加によって
部分的に抑制される30）．この結果は，Jak-Stat3-
Socs3軸は，LIFシグナル強度を一定範囲内に
収束させるためのチューナーとして機能するこ
とを示している．
　LIFシグナル伝達は，Gp130，Lifr，および
Stat3の転写が LIFの下流で増強され，LIFシ
グナル自体をさらに活性化する正のフィード
バックループを形成している32）．このシステム
は神経発生後のグリア細胞への分化過程におい
てみられ，LIFシグナル伝達の正のフィード
バックループにより LIFシグナルが自己増幅
され高い活性を維持することで分化が誘導され
る33）．同様に，LIFシグナルにおける負および
正のフィードバックシステムが，ES細胞の自
己複製シグナル活性の適正な範囲への収束と維
持に重要な役割を担っていると考えられる．
2．Mapk経路
　LIFは，Shp2を介した Grb/Sos経路を介し
てMapk経路を活性化する（図 1）．Shp2は，
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N末端に SH2ドメインを持つ非受容体タンパ
ク質チロシンホスファターゼ（PTP）として知
られている34）．Shp2の活性が Jak阻害剤によっ
てブロックされている場合，Mapkは活性化さ
れず，この場合 Shp2は，Jakキナーゼによる
リン酸化を受けた後，Gp130上のチロシン残
基（Y118）へ結合する．この Shp2ドッキング
サイトに変異があるキメラ受容体GCSF-Gp130
（Y118F）は，Mapk経路ではなく Jak-Stat3経
路だけを活性化し，LIF非存在下の血清培養に
おける ES細胞の自己複製を支持する．このこ
とは同時にMapk経路の活性化は ES細胞の自
己複製に必須ではないことも示している．
　ES細胞におけるMapk経路の役割は，一連
の機能喪失実験によって示唆されている．Mek
阻害剤である PD098059の添加は，血清＋LIF
培養における ESCの自己複製を促進し35），無
血清培養における神経分化を阻害し，分化にお
けるMapk経路の関与を示唆している．Mapk
カスケードの上流にある Grb/Sos経路の構成
要素である Grb2を欠損した ES細胞において
は，血清培養から LIFを除去した場合に誘導
される分化に耐性となる．同様にMapkカス
ケードの因子である Erk2の欠損 ES細胞は，
無血清培地で LIF非存在下で継代できる36）．こ
の ES細胞では多能性マーカー遺伝子群である
Oct3/4，Nanogおよび Rex1が持続的に発現
しており，例えば神経系または中胚葉への分化
に defectが認められた．
　これらの結果から，LIFによるMapk経路の
活性化は，ES細胞の分化に関与すると考えら
れている．
3．Pi3k-Akt経路
　LIFによる Pi3kの活性化は，これまでのシ
グナルカスケードと同様に Jakキナーゼを介し
て活性化される．その後，下流の Aktおよび
mTOR経路を活性化する．Pi3kに対する強力
な阻害剤である LY294002によって ES細胞の
増殖速度が抑制されるが，これは細胞周期の
G1期の延長によることが示されている37）．mTOR
（哺乳類のラパマイシン標的）欠損 ES細胞も
増殖の欠陥を示し，同様の結果がラパマイシン

によるmTORの化学的阻害から得られている38）．
ES細胞において特異的に発現する低分子量
GTPaseである Erasの遺伝子欠損により，ES
細胞の増殖性が低下し，多能性に影響を与える
ことなく Pi3k活性が低下することが示され
た39）．この増殖低下は Pi3kの触媒サブユニッ
トである p110の恒常活性型を過剰発現するこ
とで ES細胞の増速低下を回復する．これらの
結果は，Pi3k-Akt経路が ES細胞の増殖に大き
く寄与していることを示している．
　Pi3kはそのアイソフォームによって役割が
異なることが知られている．クラス IA-Pi3kは，
110kDaの触媒サブユニットと p85調節サブユ
ニットで構成されており，110kDaの触媒サブ
ユニットが異なる 3つのアイソフォームが同定
されている．その中で，p110alpha活性の阻害
は多能性に影響を与えることなく増殖だけを抑
制するが，p110betaの阻害によりNanogの発
現が抑制され，その結果，分化を誘導する．こ
のことから，Pi3kはアイソフォームによって
それらの異なる役割を持つことが示されてい
る40）．
　Pten（Phosphatase and Tensin homolog）
は Pi3k活性に対して拮抗する作用を持ってい
る．この Ptenを欠損した ES細胞においては，
p27kip1の発現低下に起因する G1/S期移行の
亢進が認められ，その結果，Pten欠損 ES細
胞は高い増殖率を示す41）．この表現型は，上記
の Pi3kによる増殖促進を支持する．また，
Pi3kの下流エフェクターの 1つである恒常活性
化型 Aktの発現は，血清＋LIF培養における
ES細胞が自己複製するためのLIF要求性をキャ
ンセルする42）．これらのデータは，Pi3k-Aktシ
グナル伝達経路が LIF下流において，ES細胞
における増殖と多能性の維持の両方に関与して
いることを示唆している．

LIFシグナルの転写因子
ネットワークシステムへの統合

　前項までに述べてきた LIFシグナルを伝達
する 3つの経路が，強力な並列経路を形成する
多能性に関連した転写因子ネットワークに統合
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されることが示されている27）．

LIFシグナルの遺伝的背景の影響

　これまでに解説した知見は，129系統という
マウスに由来する ES細胞を実験系として得ら
れたものである．その理由は，129系統に由来
する ES細胞は従来の血清＋LIF培養において
極めて安定して培養できたためである．他の遺
伝的背景から ES細胞を樹立する試みがなされ
たことで，ES細胞樹立の観点からマウス系統
を 2つのカテゴリーに分類することができる．
従来の FCS/LIF培養で ES細胞の確立を可能
にする許容系統と，それを許可しない非許容系
統である．129系統は，自己複製能の安定性，
生殖細胞系列のキメラ寄与能および遺伝子操作
だけでなく in vitro長期培養に対する耐久性を
備えた ES細胞株が樹立できる極めて例外的な
マウス系統である．これとは対照的に，例えば
1型糖尿病のモデルである非肥満糖尿病（non-
obese diabetic; NOD）マウス系統は，従来の
血清＋LIF培養条件下において ES細胞の樹立
ができなかった．LIFは用量依存的に ES細胞
の分化抑制効果が報告されていることから，大
量の組換え LIFを添加した場合においても，
この問題を解決できなかった．そのため LIF
シグナル下流のどこかに違いがあるように考え
られたが，具体的に LIFシグナル応答性が，
どのようなレベルにおいて遺伝的背景間で異な
るかについては全く不明のままであった．
　無血清 2i培養の開発11）により状況は一変し，
この培養法を用いることで全てのマウス系統か
らの ES細胞樹立が可能となった43）44）（図 2）．
さらに，その他の齧歯類であるラットからも
ES細胞が樹立された45）46）．
　2i培養を使用した許容系統と非許容系統の両
方からの ES細胞樹立により，それらの LIF応
答性を比較することが可能となった．2i培養法
で樹立された ES細胞は，血清＋LIF培養条件
下へ移した際に，由来する系統によって異なる
特徴を示した．129系統のような ES樹立を許
容する系統に由来する ES細胞のみが自己複製
を維持でき，血清＋LIF培養で多能性を維持す

る遺伝的能力を示している．LIFシグナルの伝
達経路や標的遺伝子の転写誘導効率などを含む
応答性を総合的に評価したところ，LIFの下流
の細胞内シグナル経路の活性化に量的な違いが
示された（図 3）．129などの許容系統では，
Jak-Stat3経路が強く活性化され，Mapk経路の
活性化は中程度を示した．一方で，NODなど
の非許容系統由来ES細胞においては，Mapk経
路が高度に活性化されたのに対し，Jak-Stat3
経路の活性化の程度は許容系統に由来する ES
細胞よりも減弱していた．前述のように，Jak-
Stat3経路は多能性の維持に必須であるが，
Mapk経路は分化を誘導する．これらの経路の
定量的な活性化のバランスと，ES細胞樹立の

図 2：2i培養法の原理
　ES細胞における自発分化を誘導する 2
つのシグナル経路（Gsk3bおよびMapk）
をそれぞれの阻害剤で同時に処理すると，
未分化維持に促進的に作用する Stat3経路
のみが活性を保持された状態になる．こ
の時 ES細胞の自発分化は強力に抑制さ
れる．ES細胞の形態は特徴的なドーム型
を示し，MEF存在下での培養と同じよう
に均一な状態となる．
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図 3：LIFシグナル伝達経路における遺伝的背景の影響
　LIFによって活性化する 3つの細胞内シグナル伝達経路において，それらの
活性化の度合いが遺伝的背景によって影響される．129系統マウスに由来する
ES細胞においては未分化を促進する Stat3経路が強く活性化され，分化誘導活
性を持つMapk経路の活性化度は弱い．一方，NOD系統マウスに由来する ES
細胞においては，Stat3経路の活性化は中程度で，Mapk経路は極めて強く活性
化される．このシグナル伝達経路の活性化における潜在的なバランスが，従来
の血清培養条件下における ES細胞樹立の許容性を決める一因である．

許容性との間に強い相関関係が示唆された． 
Stat3を人為的に活性化することで，Stat3と
Mapk経路のバランスを 129系統 ES細胞型へ
人為的に変換することができる．この条件にお
いては非許容系統に由来する ES細胞の自己複
製を部分的に回復する．この時，Mapkの活性
化が減弱する現象が認められた．これらのこと
から，Jak-Stat3とMapkの間のバランスが ES
細胞の自己複製の許容性を決める要因と考えら
れた．
　血清＋LIF培養では，マウス以外の哺乳類か
ら ES細胞樹立ができなかった．ヒト ES細胞
は，LIF非存在下で，マウス ES細胞とは異な
る培養条件で樹立および維持される．2i培養法
を適用しても，齧歯類を除いて問題は解決でき
なかった．興味深いことに，ラット ES細胞の
Jak-Stat3経路とMapk経路の定量的バランス
は，非許容系統に由来する ES細胞のそれと類
似した44）．この結果は，遺伝的背景の違いが，
LIFシグナル伝達経路を構成する因子を制御し
ており，LIFシグナル応答性の動物種の違いに
密接に関与していることを示唆している．

終　わ　り　に

　本稿では，LIFシグナルが，どのようして
ES細胞の多能性を維持しているのかについて
解説してきた．これまでの ES細胞における自
己複製機構に関する知見のほとんどは 129系
統に由来する ES細胞から得られたため，これ
らの知見の全てが一般化できない可能性もあ
る．しかし，ナイーブ型多能性幹細胞の樹立に
関する最近の報告は，LIFシグナルによるナ
イーブ型多能性幹細胞維持機構はヒトを含めた
動物種間で共有される可能性を示していること
から大変興味深い．
　今後，例えば遺伝的背景がどのようにしてシ
グナル応答性の差異を決めているのについて，
その原因が明らかになれば，将来的にヒトナ
イーブ型多能性幹細胞が安定して供給できるよ
うになり，近い将来には iPS細胞を用いた再生
医療は身近な治療方法の一つになると期待して
いる．

　開示すべき潜在的利益相反状態はない．
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