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1.研 究 目的 ・内容

本研究では、幹細胞を用いた再生医療の関連技術の開発を目的とし、組織幹細胞を用いた基礎再生

医療基礎研究と、多能性幹細胞(ES細 胞、iPS細 胞)を 用いた幹細胞および再生医療の基盤的研究を

行った。幹細胞研究においては、組織幹細胞研究と多能性幹細胞研究は専門性を異にするために別個

の研究テーマとして取り扱われることが多いが、本研究においては共同研究グループを構成し包括的

なテーマとして実施することを特徴とする。これにより、近年加速度的に研究が進められる本領域に

おいてより効率的に新規性の高い知見を得るとともに本学発の技術開発を目指した。

2.研 究経過及び成果

本研究プ ロジェク トでは、生物理工学部、医学部の学部間連携 により再生医療分野 において新 しい

知見や方法論 を見出す こ とを目指 した。 また、合同セ ミナーや大学院生の研修(生 物理工学部から大

学院生複数名 を高度先端総合医療セ ンター再生医療部 にて短期 間受け入れる)を 実施 し、合 目的性 と

優れた専門性をもつ大学院生の育成 を目的 とした。

具体的な研究テーマを して

(1)滑膜幹細胞 を用いた軟骨細胞の分化誘導方法の開発

(2)マウスES細 胞、カニクイザルES細 胞 を用いた、幹細胞の未分化性維持 に関す る研究

(3)霊長類 多能性幹細胞 か らの間葉系幹細胞の分化誘導 と、誘導 因子、特異的マーカーの探索

(4>ウサギ組織幹細胞あ るいはES細 胞か らの軟骨組織、神経幹細胞の誘導 と、障害モデルへの移植

を実施 し、期間内に下記 の とお り複数の成果を得た。

(1)の研究テーマについては、臨床応用を 目指 したより効果的な幹細胞抽出方法お よび培養方法の開

発 を 目指 した。本研究においてはまず ウシMP関 節滑膜組織をモデル として研究 を実施 した。その結果 、

DNA結 合性色素Hoechst33342の 細胞内取 り込み量の違い を利用 して幹細胞画分 を効率よく分離できる

こ と、また 同法 で得 られ た幹 細胞 が優れ た増殖 能力 と分 化 多能性 を有 してい るこ とを見 出 した

(Teramuraeta1.BMCMusculoskeletDisord2008)。 しか し、 ウサギやマウスなど他動物での再現が

困難 であること、加齢 な ど個体のバ ックグラウン ドによって量 と質が不安定になるとい う欠点が明 ら

か となった。一方、発展研究 として実施 したマ ウス新生児脳組織か ら幹細胞を分離す る研究において、

高い未分化性 と多能性 を有す る画分の存在 を発見 し、原著論文 として報告 した(Takeharaeta1.Stem

CellsDev2009)。 これ らの成果は、組織幹細胞 の限界 と可能性を同時に示唆す るものであり、今後、

ヒ ト臨床検体での実施 を進 めるとともに本法の改良が必要であると考えている。

研 究② については、本研究プロジェク トにおいて基礎的情報 を提供す るテーマ と位置づけた。ES細

胞 の未分化性 を安定的に維持す るよ うな分子の探索は、幹細胞 を完全合成培地で培養する可能性を示

唆 し、 より感染 リスクの低い再生医療用細胞の提供 にっ ながる。 このような分子 は幹細胞全般に共通

して有用 である可能性 があることか ら、現在培養が困難 な組織幹細胞の培養系の改良にもつながる可

能性 がある。本研究では、特徴的な遺伝的背景 をもっ複数 のES細 胞 を作製 し、その性質 を詳細に検討

す ることにより、未分化 に関わる分子機構 の考察を行った。具体的には、雌雄片親性 のゲノムを有す

るES細 胞 を樹立 し、分化能力、未分化性 とメチル化状態を観察 した。その結果、雌雄単為発生胚由来

ES細 胞 が正常 胚 由来ES細 胞 と同等 の分化 能力 を有す る こ とが明 らか とな り(Onoderaetal.

Theriogenology2010)、 加 えて雄性単為発生胚 由来ES細 胞では未分化維持に関わる遺伝子の一つであ
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るIgf2の 発現充進に伴い未分化性および腫瘍形成性が上昇 していることが明 らか となった(Teramura

eta1.JReprodDev2009)。 本研究成果は、多能性幹細胞の未分化性維持機構 と腫瘍形成性 について

非常に意義深い知見を提供す ることとなった。

また、2010年 度にはマ ウスES細 胞か らエ ピブラス ト幹細胞を誘導す ることに成功 し、同時にエピ

ブラス ト状態を維持す るために必要な因子を同定 した。本研究成果は現在、原著論文 として米国専門

誌 に投稿中である。本研究成果は、ヒ ト型多能性幹細胞 とマウス型多能性幹細胞 の発生学的地位 にっ

いて重要な示唆 を与えるものであ り、新 しい幹細胞制御法の開発 に結びつ く成果であった。

㈲については、カニクイザルES細 胞の樹立、培養 に関す る研 究および始原生殖細胞の誘導 を実施す

ることで、霊長類ES細 胞 にお ける万能性 の評価 について検討 を加 えた。また、平成20年 度 よりヒ ト

ips細 胞 を導入 し、問葉系幹細胞 の分化誘導を実施 した。本研究において、RhrROCK阻 害剤 である

Y27632の 使用 によ り霊長類ES細 胞 の取 り扱 いが容易になること(Takeharaetal.MolH㎜Reprod

2008)、 また、同法で維持 したES細 胞では生殖細胞への分化能力 を含む多能性が維持 されていること

が明 らか となった(Fukunagaetal.CellReprogram2010)。 カニクイザルES細 胞 に関する研究で得

たノウハ ウや手法を元にヒ ト多能性幹細胞(ips細 胞)を 用いた間葉系幹細胞の分化実験を行い、間

葉系幹細胞様細胞が出現す る際には上皮一間葉転換に類似 した現象が生 じてい ること、これにより得 ら

れた細胞は紡錘系 を維持 し、CD105やCD271と いった間葉系幹細胞マーカーを発現 していることを確

認 した(寺 村 ら、第25回 日本整形外科学会基礎学術集会)。 また、よ り高品質 な間葉系幹細胞 をよ り

簡便 に分化誘導す ることを 目的に、免疫不全マ ウスの体内で ヒ トips細 胞 を間葉系幹細胞に分化 させ

これを取 り出す方法の開発 を行った(特 願2010-274147)。 同研究の成果はプ レス リリースされ、主要

数誌を含む多数 のメデ ィアに取 り上げ られた。

(4)は、体外で誘導 した間葉系幹細胞が実際に体内での再生現象 に有効 に寄与出来 るかどうかを検討

す る上で重要なテーマであった。本研究において、酸素濃度が間葉系幹細胞の分化および純化に極め

て重要 な役割 を有 していることを初 めて見出 し、また同法で誘導 した間葉系幹細胞が大腿骨軟骨全層

欠損モデル にお ける軟骨再生に寄与す ることを明 らかに した。本研究の成果 は現在、原著論文として

米国専門誌 に投稿 中である。本研 究成果はヒ ト型多能性幹細胞 を用いた再生 医療 のモデル研究として

極 めて新規性の高い知見で あり、今後の再生医療基礎研究 に重要な情報 を提供す るものであると考 え

られ る。

}.本 研究 と関連 した今後の研究計画

本研 究プ ロジェク トでは、幹細胞の新 しい制御方法や培養方法の開発 に直接結びつ く重要な知見 を

複数得 ることができた。また、本プロジェク トを通 してES細 胞樹立技術 、ips細 胞作製技術 をは じめ

とす る重要な技術の開発 と発展が得 られた。本研究の最終 目標 は新規の再生医療技術の開発であ り、

今後 は ヒ ト臨床検体や ヒ ト多能性幹細胞を用いたよ り実践的な改良が必要である。また、2010年 度か

ら新たに開始 した ヒ ト型多能性幹細胞 とマウス型多能性幹細胞の相違点に関す る研究か らは、おそ ら

くこれまでの研 究成果 をヒ トに応用す る上で欠かす ことのできない情報が得 られ ると考えられる。

そのため、今後 は ヒ ト細胞 での応用研究 と、比較研 究の充実が必須であると考えている。
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