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5.	所期の目的の遂行状況及び成果	 書式任意（A4 判相当 3 ページ以上、英語で記入のものも可）	

（研究・調査実施状況及びその成果の発表・関係学会への参加状況等）	

＜研究成果＞	

	 私は、派遣先研究室で確立されたヒト iPS 細胞の分化誘導システムを利用し、発生過程における分化
決定因子の新たなメカニズムを解明した。近年、ES 細胞や iPS 細胞のような多能性幹細胞を、制御さ
れた空間内で高密度培養することにより形成される三次元の立体的な臓器、細胞組織体の研究が広く進

められている[1]。これらの細胞組織体は、移植や毒性試験、病理モデルの確立など将来的に幅広い分野
への応用が期待されているが、複雑な構造を持つ臓器への分化誘導は困難であり、まだ多くの課題が残

っている。近年、派遣先指導者の Pourquié教授らは、マウス ES細胞やヒト iPS細胞のシグナル伝達を
調節することで PSM-like cell（“未分節中胚葉”様細胞）という発生過程で一時的に存在する中胚葉系の
細胞群を誘導し、さらにそこから骨格筋への分化誘導を行うことに成功した（図 1）[2]。この成果は、
従来の分化誘導方法と異なり、PSMの性質に着目して高い効率で PSM-like cellへの誘導を可能にした
点が画期的であった。そして最近、誘導された PSM-like cellで、正常な体節形成に不可欠な Hes7遺伝
子のオシレーションが観察されたことから[3]、これらの細胞は、遺伝子発現レベルでも in vivo と非常
に近い状態に誘導できていることが示された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 近年、PSM の後方から前方にかけて、Wnt シグナルと同様の勾配が解糖系にもあることが、ニワト
リ胚とマウス胚で証明された（図 2）[4,5]。そして、ニワトリ胚で解糖系を阻害すると PSMの後方への
伸長、つまり成長が止まってしまうことから、解糖系は発生過程の PSM において非常に重要な役割を

果たしていることがわかった [4]。そこで、ヒト iPS細胞から誘導した posterior PSM-like cell（後方未
分 節 中 胚 葉 様 細 胞 、 以 下

pPSM-like cell ） と anterior 
PSM-like cell（前方未分節中胚葉
様細胞、以下 aPSM-like cell）に
おける解糖系の傾向を調べた。未

分化のヒト iPS細胞にWntシグナ
ルのアゴニストである GSK3β
(glycogen synthase kinase 3β)阻
害剤の CHIRON99021と BMPシ
グナル阻害剤の LDN193189 を加
えることにより pPSM-like cell 
を誘導し、続いて IGF、HGF、 

図 1. Pourquié研究室で開発された ES細胞から PSM-like cell、そして骨格筋への誘導 

図 2. ニワトリ胚と PSM-like cellにおける解糖系とWntシグナルの勾配 



FGFを加えた培地で培養することにより aPSM-like cellを誘導した（図 1）。そして、解糖系の指標と
して培養液中に放出された Lactateの量を比較した結果、aPSM-like cellに比べ pPSM-like cellでの放
出量が多く、さらに解糖系の別の指標として LDH-Bの mRNA発現レベルを比較した結果、同様の勾配
が確認できた（図 2）。 
	 胚の発生過程では、PSMに分化する直前に Neuro-Mesodermal Progenitor（NMP）と呼ばれる前駆
細胞が存在し、この前駆細胞は神経系と中胚葉系組織の両方への分化ポテンシャルを持っている[6]。そ
して、この前駆細胞の分化決定を左右する重要な因子として Wnt シグナルが知られており、Wnt シグ
ナルが優位だと中胚葉系組織への分化誘導が促進される。このように、発生過程においてWntシグナル
は分化決定を左右する重要な因子であることが知られているが、どのようなメカニズムで制御されてい

るかわかっていなかった。しかし、近年、ニワトリ胚で解糖系を阻害するとWntシグナルが低下したこ
とから、解糖系がWntシグナルを制御していることが明らかになった[4]。さらに PSM-like cellにおい
ても同様の現象が確認できた。そこで、発生過程では解糖系がどのようにWntシグナルを制御している
のか、解糖系が盛んな癌細胞を例に検証を行った。 
	 癌細胞では、一般的な細胞と比べて細胞内 pH が高く細胞外 pH が低いことが知られており[7]、さら
に解糖系が盛んな環境では細胞内 pH が上昇するという報告もある[8]。このことから、PSM-like cell
の細胞内 pHを、分化過程に沿って測定試薬 BCECFを用いて検証を行った。この結果、pPSM-like cell
への分化が始まる分化誘導 2 日目で細胞内 pH がピークに達し、その後細胞内 pH は低下することがわ
かった（図 2）。そして興味深いことに、分化誘導開始から 5日間、Wntシグナルのアゴニストである
CHIRON99021 を培養液に添加し続けているにも関わらず、Wnt シグナル活性化の指標であるβ
-catenin の核への局在が分化誘導 2 日目にのみ観察されることがわかった。これは、細胞内 pH がピー
クに達する時期と一致することから、細胞内 pHとWntシグナルにも何らかの関係性があることが推測
できた。そこで、Wntシグナルのレベルによって運命決定が変わる NMPに着目し、pPSM-like cellに
分化誘導される直前の細胞での細胞内 pHや解糖系を変化させ、Wntシグナルに与える影響を調べた（図
3）。 
	 培養液中の pH を変化させることにより細胞内 pH を変化させ、検証を行なった結果、細胞内 pH が
高いと Wnt シグナルの下流因子である Axin2 の発現レベルが上昇し、初期の神経分化マーカーである
Sox1の発現レベルが低下した（図 3）。そして細胞内 pHが低い条件では、培養液中にWntシグナルの
アゴニストを添加しているにも関わらず、逆の傾向が観察された。さらに、NMPで解糖系を抑制すると
Axin2の発現レベルの低下や Sox1の発現レベルの上昇が起こると同時に、細胞内 pHの低下が観察され
た（図 3）。また、同
様の結果がニワトリ

胚でも確認できた。以

上の結果から、解糖系

や細胞内 pH は NMP
の運命決定において

重要な因子であるこ

とがわかった。そして、

解糖系が細胞内 pHを
制御し、最終的にWnt
シグナルを制御する

ことが推測できた。 

 

図 3. 分化誘導過程の PSM-like cellにおける糖代謝とWntシグナルの関係 



	 次に、解糖系や細胞内 pHがどのようにWntシグナルを制御するのか分子メカニズムの検証を行った。
癌細胞では、活発な解糖系により

β-cateninのアセチル化が起こり、核へ
局在が移行することによって Wnt シ
グナルが活性化されることが知られて

いる[9]。そこで、PSM-like cell にお
ける β-catenin のアセチル化レベルと
核局在を調べた結果、解糖系が活発な

pPSM-like cellでは aPSM-like cellに
比べて β-catenin のアセチル化レベル
が高く、核に局在する割合が多いこと

がわかった（図 4）。また、β-catenin
のアセチル化レベルは細胞内 pH のピ
ークである分化誘導 2日目に核に多く
局在していることも確認できた。そして、解糖系を阻害した条件や細胞内 pHの低い条件では、β-catenin
のアセチル化レベルが下がり核局在の割合も減少した（図 4）。また、細胞内 pH の高い条件では逆の
現象が確認できた。以上の結果から、解糖系や細胞内 pH は NMP での運命決定に影響し、その過程で
は、β-cateninのアセチル化と核移行が関わっていることがわかった。また、recombinantβ-cateninタ
ンパクを Acetyl CoA ナトリウム塩と共に、異なる pHの条件下でインキュベートした結果、pHを変え
ただけでβ-catenin のアセチル化レベルが変化した。これらの結果から、β-catenin のアセチル化には
非酵素的なアセチル化反応も関与していることが分かった。 

 
＜まとめ＞ 
	 本研究では、ヒト iPS 細胞から分化誘導した PSM-like cellに着目し、発生初期のニワトリ胚の PSM
と平行して生化学的解析を行った。これにより、生体での発生過程における現象がニワトリ胚で明らか

になり、さらにヒト iPS 細胞の分化誘導過程に重要な因子が明らかになった。また、発生過程に見られ
る PSMでは、癌細胞と同様に解糖系が活発に行われるという現象は非常に興味深く、さらにその分子メ

カニズムまでも似ているという発見は、今後の研究発展に繋がることが期待できる。そして、発生過程

において、細胞内 pH の調整でβ-catenin のアセチル化レベルが変化するという非酵素的なアセチル化
反応の発見は、ヒト iPS 細胞の分化誘導研究においても非常に重要で、今後さまざまな組織へ分化誘導
を行う上でも注目すべき点であることがわかった。 

 
＜研究成果の発表＞ 
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