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⑥当初の研究目的 

われわれの臓器には、自己複製能と分化能を持った組織固有な幹細胞（組織幹細胞）が存在する。近年、種々

の組織幹細胞を ex vivo で増幅しそれを用いた新しい医療、所謂再生医療を目指した研究が盛んに行われて

いるが、組織幹細胞の分離法、自己複製や増殖分化に関与する分子が同定されていないこともあってほとん

ど成功していない。最近樹立されたヒト ES 細胞は社会的、倫理的な問題を抱えているが、一方、この細胞を

利用して慢性的に不足している移植用の細胞や臓器を産生できるのではないかという期待も膨らんできてい

る。ES 細胞は培養条件下で全能性、多分化能を保持しながら自己複製することから、ES 細胞から特定の組織

幹細胞を分化させる培養系を確立することができれば、目的とする細胞や臓器を無限に作り出すことが可能

になると考えられる。しかし、現在、マウスの系においても ES 細胞から特定の組織幹細胞を誘導する方法は

確立していない。本研究ではマウス及びヒトの組織幹細胞の種類とその細胞生物学性状を明らかにし、それ

ぞれの組織幹細胞の自己複製、増殖、分化、形質転換に関与する分子を同定し、組織幹細胞を増幅するため

の基盤技術を開発することを１つの目標にしている。また、マウス ES 細胞から組織幹細胞への分化誘導に特

異的に作用する分子を明らかにし、その遺伝子をクローニングするとともに将来のヒト ES 細胞を用いた研究

に備えて同分子のヒトホモローグをクローニングすることを目的としている。さらに、ヒト骨髄や臍帯血中

に存在する組織幹細胞の ex vivo 増幅法を確立することにより、増幅組織幹細胞を用いた造血幹細胞移植、

肝細胞移植、心筋細胞移植、神経細胞移植などの新しい再生医療の開発や、ES細胞から特異的に産生した組

織幹細胞を用いた医療の開発を最終目標としている。本研究の成果は、将来骨髄や臍帯血中の組織幹細胞、

ES 細胞を用いた種々の臓器再生、輸血製剤の工場での生産など新たな移植医療、輸血事業へとつながる技術

として期待され、臨床的貢献度は極めて高いものと考えられる。 

          

⑦研究成果の概要 
研究目的に対する研究成果を必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。 
 

I)  
種々の体性幹細胞について、１）前方視的同定、２）自己複製、３）多分化能、４）分化可塑性、５）

安全性、の観点より、それらの性状、分子的基盤について検討を加えた。 

 

I-１)GFP トランスウジェニックマウス各臓器から FACS を用いて分取した種々の細胞を正常マウスに移

植後、GFP 陽性細胞を検索することにより体性幹細胞の可塑性を検討した。造血幹細胞が血液ばかりで

なく骨格筋、肝臓、網膜などに転換できることが明らかとなった。さらに骨格筋の幹細胞である

satellite 細胞が骨髄造血幹細胞分画より形成されることも明らかにした。 

 

I-２)ヒト体性幹細胞測定のための NOD/SCID/γc
-/-(NOG)マウスを開発した。このマウスにヒト造血幹細

胞を移植するとマウス体内で T リンパ球を含むすべてのヒト型血球が長期にわたり産生されることが

明らかとなった。さらに、この系を用いてヒト造血幹細胞からの in vivo で分化機構の解析、ヒト造血

幹細胞の可塑性や他の体性幹細胞の測定などについて検討をおこなった。このマウス肝臓においては、

移植ヒト造血幹細胞に由来するヒト肝細胞、胆管細胞が生成され、アルブミン、酵素産生確認によりヒ

ト肝臓として機能していることを明らかにした。 

 

I-３)造血幹細胞の発生する胎生10.5日のAGM領域から造血幹細胞自己複製支持能を持つストローマ細

胞株を樹立した。現在までにこのストローマ細胞株から 20 を超える新規遺伝子が同定され機能解析を

継続している。 

 

I-４) 神経幹・前駆細胞の増殖と分化に係る分子機構は十分に解明されていない。この機構を明らかに

することは再生医療の実現に向けた基盤的な知見が得られるものと期待される。我々は、神経幹細胞を

前方視的に同定できる細胞表面抗原の同定を行った。さらに、同定した神経幹細胞の生体内投与による

神経組織再生への有効性、安全性を確認した。また、我々は神経幹細胞に特異的に発現する 4個の新規

の候補遺伝子を同定し、それぞれのノックアウトマウスを作製した。このうち 2個の遺伝子は初期胚の

段階で胎生致死となり、個体発生に不可欠であることが明らかとなった。他の 2個の遺伝子については、

それぞれ神経幹細胞の自己複製、分化能に影響を及ぼす分子であることが示唆され、検討を進めている。 
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⑦研究成果の概要 つづき 

 

I-５) マウスの胎児および生後の肝臓より肝幹前駆細胞を増幅する系を確立した。また、内因性の肝幹

細胞の分化、増幅にかかわるシステムの検索を試みた。 

マウス胎児および生後の肝臓に含まれる肝幹前駆細胞を、6日間の浮遊培養により肝前駆細胞のスフェ

ロイドを形成させ濃縮しその後平面培養に移すことで容易に肝幹前駆細胞のコロニーを作ることに成

功した。またこれらは無血清培養が可能であった。増幅細胞は常に未熟細胞である AFP 陽性細胞のほか

に肝細胞マーカー、胆管細胞マーカーを示す細胞を含むヘテロな集団であり、また分化誘導にて成熟肝

細胞マーカーを発現してくる細胞を認めることができた。そして、細胞中には他の分野で幹細胞マーカ

ーとして知られる SP 細胞や Sca-1 陽性細胞を認めそれらのマーカーを用い培養細胞の階層性を明らか

にした。 

 

II)  
マウスまたはサル ES 細胞について、１）組織幹細胞の作成、２）作成した組織幹細胞の自己複製、３）

作成した組織幹細胞の多分化能の確認、４）サル ES 細胞における再評価、５）有効性、安全性、の観

点より、それらの性状、分子的基盤について検討を加えた。 

 

II-１) マウス ES 細胞から神経幹細胞を特異的に、かつ効率よく誘導する系を確立した。ES 細胞から

特異的に誘導した神経幹細胞は自己複製能を保つとともに、神経細胞、グリア細胞への分化能を保持し

ていた。また、パーキンソン病の治療に有効である thyrosine hydroxylase 陽性細胞への効率よい分化

能を確認した。また、この過程に関与する分子の同定を質量分析器を用いて行い、シスタチン Cである

ことを見出した。 

 

II-２）マウス ES 細胞から中胚葉細胞に分化させた後、FLK1+細胞を純化し培養すると血液、血管内皮、

心筋が出現することから 3者に共通の母細胞の存在が示唆された。現在、この過程で、マウスの造血機

能を長期にわたって維持する造血幹細胞の形成の有無について、移植により検討を行っている。 

 

II-３）我々はマウス ES 細胞から骨格筋幹細胞(satellite 細胞)の細胞マーカーである Pax7 陽性の細胞を生成

した。quiescent satellite 細胞を特異的に認識する SM/C-2.6 抗体を用いて、これら生成した Pax7 陽性細胞を

純化した。純化した細胞について in vitro と in vivo レベルの両方で検討したところ、それら細胞の骨格筋への

分化能が有意的高いことを確認した。また、in vivoで移植されたこれらの細胞の一部はPax7陽性を維持した状

態で存在し、移植部位(前脛骨筋)において 2次傷害を与えることにより、これら移植細胞が骨格筋に分化すると

同時に自己複製も行っていることも確認された。以上の結果から、これらES細胞から生成したPax7陽性細胞が

骨格筋幹細胞（satellite細胞）であることを証明した。今後このシステムを用いて、ES細胞からのsatellite細胞形

成、自己複製、骨格筋への分化に関する多くの知見が得られることが期待されると同時に、臨床応用の面でも

骨格筋幹細胞の確保手段として期待が持たれる。 

 

II-４）霊長類 ES 細胞はマウス ES 細胞と異なった性状を有する。我々は、マウス ES 細胞でのシステム

を改善し、サル ES 細胞から世界で初めて胎児型の血液細胞と成体型の血液細胞の両者および血管内皮

細胞を誘導することが可能となった。現在、より特異的で有効なシステムの改善を行っている。 
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⑧特記事項 
この研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパクト等

特記すべき事項があれば記入してください。 
 
A） 体性幹細胞 
体性幹細胞の再生医学、再生医療への展開を考慮する場合、１）体性幹細胞の前方視的同定、２）体性幹細

胞の自己複製の機構解明、３）生体における機能的再構築を伴う多分化能の確認、４）体性幹細胞の持つ分

化可塑性の制御、５）悪性腫瘍発症等の回避、異種動物成分を使用することによる感染症の防止等の安全性

に関する検証、が必須である。１）体性幹細胞の前方視的同定に関しては、従来より造血幹細胞の同定が、

特定の細胞表面抗原の発現様式の組み合わせを検討することによりなされてきた。我々は本研究で、神経幹

細胞、肝幹細胞の同定においても同手技が適用されることを示し、広範囲の体性幹細胞同定に際しての有用

性を示した。２）体性幹細胞の自己複製の機構解明に関しては、我々は以前の報告にて、ヒト造血幹細胞の

自己複製が sIL-6 レセプターを含むサイトカインを組み合わせることにより達成されることを示したが、長

期にわたる自己複製は達成されていない。本研究においては、長期にわたる効率的な造血幹細胞自己複製を

達成するため、造血幹細胞が発生し増幅する部位である AGM 領域より作成し、造血幹細胞自己複製能を付与

するストローマ細胞からその責任遺伝子の同定をすべく、発現する遺伝子を網羅的に体系化した。今後この

遺伝子群の中より、造血幹細胞自己複製に必須な遺伝子の同定がなされることが期待される。一方、神経幹

細胞の自己複製は sphere 法を用いて達成される。我々は肝幹細胞の自己複製も、この sphere 法を適応する

ことにより、無血清培養液下で達成できることを示し、牛血清を用いないことにより５）の安全性をも担保

した方法として、さらなる応用・展開が期待される。３）生体における機能的再構築を伴う多分化能の確認

については、ヒト体性幹細胞測定のための NOD/SCID/γc
-/-(NOG)マウスを開発した。このマウスは獲得免疫能、

自然免疫能の重度の障害を有し、ヒト造血幹細胞を移植するとマウス体内で Tリンパ球を含むすべてのヒト

型血球が長期にわたり産生され、ヒト造血システム、免疫システムが、マウスの体内で再構築されることを

示した。今後、種々のヒト体性幹細胞の評価が、ヒト化モデルマウス体内で行えることにより、機能的構築、

および５）の安全性をも含めた検索が可能であるという観点より、NOD/SCID/γc
-/-(NOG)マウスの優位性が際

立っている。一方、４）体性幹細胞の持つ分化可塑性の制御の観点よりも、NOD/SCID/γc
-/-(NOG)マウスより

貴重な成果が得られた。ヒト造血幹細胞を移植した同マウスの肝臓において、ヒト肝細胞の分化成熟が確認

された。さらに、末梢血中においてヒトアルブミンの存在も確認され、ヒト体性幹細胞の持つ分化可塑性に

基づく機能再構築が確認されたことは、今後の再生医学、再生医療の構築に向けて、確固とした道程を提示

したものと評価できる。 

B） ES 細胞 
ES 細胞の再生医学、再生医療への展開を考慮する場合、１）ES 細胞より特定の組織幹細胞を作成する基盤技

術の開発、２）ES 細胞より作成した組織幹細胞の自己複製を制御する基盤技術の開発、３）生体における機

能的再構築を伴う多分化能の確認、４）マウス ES 細胞で得られた知見の霊長類 ES 細胞における再評価、５）

悪性腫瘍発症等の回避、異種動物成分を使用することによる感染症の防止に加えて、生体へ移植した場合、

希望する組織に限局する分化能の確認等、安全性に関する検証、が必須である。１）ES 細胞より特定の組織

幹細胞を作成する基盤技術の開発に関しては、本研究において、独創的な知見が得られた。マウス ES 細胞が、

初代神経幹細胞が分泌する cystatinC 存在下で特異的に神経幹細胞へと転換し、初代神経幹細胞と同様に、

ex vivo で自己複製が達成されることを明らかにした。ES 細胞を種々初代組織幹細胞と共培養することによ

り組織幹細胞が生成されるとの preliminary な報告が多くなされているが、本研究で得られた成果はこのよ

うな preliminary な検討に対して、確信的な分子同定に至る道程を提示した。一方、３）生体における機能

的再構築を伴う多分化能の確認に関して、マウス ES細胞より作成した Flk-1 陽性細胞が、拡張型心不全、心

筋梗塞モデルマウスの心機能を回復することを示し、ES 細胞由来細胞により、生体の機能不全回復が可能で

あることを明示した。一方、新生児マウス精巣組織より作成され、ES 細胞と同等の分化能を有する mGS 細胞

由来 Flk-1 陽性細胞が、ES 細胞由来 Flk-1 陽性細胞と同様な心機能修復能力を有することを証明し、ヒト ES

細胞の作成、使用に直面する倫理的問題の軽減化に貢献することが期待される。また、４）マウス ES 細胞で

得られた知見の霊長類 ES 細胞における再評価については、サル ES 細胞の造血組織への分化実験で得られた

知見が、検証困難である霊長類における組織発生過程の解析において、貴重な成果を提示するに至った。今

度霊長類 ES 細胞の有効性、安全性確認にためにも、NOD/SCID/γc
-/-(NOG)マウスを用いた機能的評価、安全

性評価が必須となることが予測される。 

 

幹細胞を用いた再生医学、再生医療の確立には、有効性、安全性の確保が必須である。本研究にて確立した

NOD/SCID/γc
-/-(NOG)マウスを用いたシステム構築は、それらを統合的に検証できるシステムであり、再生医

学、再生医療開発の基盤システムとして認識されるに至ることが期待される。 
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⑨研究成果の発表状況 
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