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研究成果の概要：リン酸化シグナル PI3K（Phosphoinositide 3 kinase）/Akt シグナルが、毛

包幹細胞の休止・活性化や軟骨の最終分化を制御すること、Akt による癌抑制遺伝子 p53 の機

能抑制が生殖細胞の脱分化を促進すること、GSK3（glycogen synthase kinase 3）シグナルの

阻害は ES 細胞の樹立効率を上昇させることなどを明らかにした。各幹細胞システムにおけるリ

ン酸化シグナルの機能の特異性・共通性を解明し、応用研究への基盤を整えた。 
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１．研究開始当初の背景 
幹細胞システムは、分化多能性をもつ幹細

胞を頂点とし、そこから様々な分化細胞を産
生する、というヒエラルキー構造をもつ生体
システムである。そのシステムを構築するた
めに、幹細胞は、自身を再生産する「自己複
製能」と、機能的な分化細胞を産生する「分
化能」を備えもつ。 
PI3K（Phosphoinositide 3 kinase）/Akt

シグナルは、細胞の増殖や生存などを制御す
るリン酸化酵素シグナルとして盛んに研究
されてきた。我々は、この PI3K/Akt シグナ
ルが、マウスや霊長類の胚性幹細胞

（embryonic stem cell：ES 細胞）の未分化
性を支持すること、始原生殖細胞が ES 細胞
と同等の分化多能性をもつ幹細胞である胚
性生殖細胞（embryonic germ cell：EG 細胞）
へと脱分化する効率を促進すること、を明ら
かにしていた。 
一方、海外の研究グループにより、

PI3K/Akt シグナルは、神経幹細胞などの組織
幹細胞において、自己複製能を亢進する機能
をもつことが明らかになりつつあった。さら
に、PI3K/Akt シグナルは、GSK3（glycogen 
synthase kinase 3）、Wnt、Notch といった他の
幹細胞制御シグナルとの関連も注目を浴び



ており、様々な幹細胞システムにおける
PI3K/Akt シグナルの機能の解明が待たれて
いた。 
 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、上で述べた ES 細胞、EG
細胞で得られた成果を、様々な幹細胞システ
ムにおける PI3K/Akt シグナルの機能解析に
発展させる、すなわち、各々の幹細胞システ
ムの特異性・共通性を PI3K/Akt シグナルと
いう切り口から解明していくことにある。さ
らには、GSK3 シグナルなどの幹細胞における
機能を明らかにし、リン酸化酵素シグナルに
よる幹細胞システム制御機構を包括的に理
解することを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 組織幹細胞におけるPI3K/Aktシグナル

の解析 
Akt-Mer は、活性化型 Akt と変異型エスト

ロ ジ ェ ン 受 容 体 （ modified estrogen 
receptor：Mer）からなる融合タンパクであ
る。Akt-Mer のもつリン酸化酵素活性は、Mer
の リ ガ ン ド で あ る 4OHT （ 4-hydroxy 
tamoxifen）により活性化される。したがっ
て、4OHT の添加／除去により、そのリン酸
化酵素活性をコンディショナルにon/offす
ることが可能となる。 
まず、全身の細胞で、Akt-Mer 融合タンパ

クを発現するトランスジェニックマウス
（Akt-Mer マウス）を作製した。このマウス
に、4OHT（4-hydroxy tamoxifen）を投与し、
Akt シグナルを一過性に活性化させた。この
系を用いて、Akt シグナルの活性化が、組織
幹細胞の挙動、幹細胞の癌化や老化を、解
析した。 
① Akt-Merマウスの皮膚に、4OHTを塗布し、
Akt シグナルの活性化が、皮膚や毛包の幹
細胞システムに与える影響を調べた。まず、
皮膚の切片を作製し、組織学的な解析をお
こない、さらに、様々なマーカーを用いて
免疫組織染色をおこなった。また、皮膚か
ら細胞を調整し、細胞表面マーカーで染色
し、FACS（fluorescent activated cell 
sorter）解析をおこなうことで、幹細胞、
前駆細胞の動態を調べた。さらに、幹細胞、
前駆細胞をソートし、その後培養すること
により、幹細胞由来のホロクローンの形成
効率を調べた。 
② 軟骨細胞分化におけるAktシグナル活性
化の影響を調べるために、Akt-Mer マウス
の腕の骨を、4OHT 存在下で器官培養をおこ
なった。軟骨の分化を、様々なマーカーを
用いて、組織学的に解析した。また、同様
の解析を、PI3K 阻害剤の存在下でおこない、

PI3K/Akt シグナル抑制の効果を解析した。
さらに、ヒトの間葉系幹細胞から軟骨細胞
を誘導する系を用いて、PI3K/Akt シグナル
の活性化／不活性化の影響を、遺伝子発現
様式や組織学的解析により調べた。 
 

(2) Akt シグナルによる幹細胞制御機構の
解析 

① 胎仔期の生殖細胞である始原生殖細胞
を、LIF（leukemia inhibitory factor）、
SCF（stem cell factor）、bFGF（basic 
fibroblast growth factor）の存在下で培
養すると、EG細胞を樹立することができる。 
この培養系でAkt-Merマウス由来の始原

生殖細胞を培養することで、Akt の作用様
式や Akt の下流分子の挙動を解析した。下
流分子の機能は、阻害剤やノックアウトマ
ウスなどを用いて解析した。 
② Akt-Mer を発現する ES 細胞を用いて、ES
細胞と体細胞を細胞融合したときにおこ
る体細胞核の初期化に、Akt シグナル与え
る影響を調べた。初期化が可視化できるよ
うに、Oct4 プロモーターの支配化に緑色蛍
光 タ ン パ ク EGFP （ enhanced green 
fluorescent protein）を発現するトラン
スジェニックマウス由来の胸腺細胞、繊維
芽細胞を用いた。Akt の下流分子の解析は、
阻害剤や遺伝子の強制発現によりおこな
った。 
 

(3) GSK3 シグナルによる未分化性制御機構
の解析 

Akt-Mer マウスの受精卵、胚盤胞を、4OHT
の存在下／非存在下で培養し、内部細胞塊
を免疫手術により取り出した。次に、内部
細胞塊を 4OHT 存在下／非存在下で、繊維芽
細胞をフィーダー細胞として用いて培養し、
ES 細胞を樹立する。同様に、野生型マウス
の胚盤胞において、GSK3 の酵素活性を薬剤
により阻害することにより、ES 細胞の樹立
効率を調べた。 
樹立した ES 細胞の分化能は、embryoid 

body 形成過程のマーカー遺伝子の発現変化、
nude マウスの皮下に移植したときに形成さ
れるテラトーマ（奇形腫）の組織学的解析、
胚盤胞に注入したときのキメラマウス形成
効率および生殖系列への寄与率、により判
定した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 組織幹細胞におけるPI3K/Aktシグナル

の解析 
① Akt-Mer マウスの皮膚に、4OHT を塗布す
ると、休止期の毛包幹細胞が活性化し、発
毛が誘導された。このとき、幹細胞が活性
化するだけでなく、前駆細胞が増幅し、毛



をつくる様々な分化細胞が産生された。こ
の結果は、PI3K/Akt シグナルは、組織幹細
胞においては、幹細胞の休止／活性化とい
う新たな機能をもつこと、さらには、幹細
胞の増殖だけではなく分化も促進すると
う２面性を有することが明らかとなった。 
また、Akt シグナルの活性化により、皮

膚、毛包の増殖が亢進し、過形成が誘導さ
れたので、幹細胞の癌化における機能も示
唆された。 
 

② 軟骨細胞の分化過程において、最終分化
に入るときに、PI3/Akt シグナルが抑制さ
れることを示した。そこで、軟骨細胞分化
におけるPI3/Aktシグナルの機能を調べる
ために、Akt-Mer マウスを用いて、軟骨細
胞分化において、PI3K/Akt シグナルを活性
化させた。その結果、最終分化前の未分化
軟骨細胞の増殖などが活性化し、最終分化
に入るのが阻害された。逆に、阻害剤を用
いて PI3K/Akt シグナルを不活性化させる
と、速やかに最終分化段階へと分化するこ
とを明らかにした。このように、軟骨の発
生過程においては、最終分化過程で
PI3K/Akt シグナルが抑制されることで、最
終分化段階に入ることが示された。 
同様に、ヒトの間葉系幹細胞からの軟骨

細胞の分化誘導系においても、PI3K/Akt シ
グナルの活性化は、未分化軟骨細胞を増幅
し、最終分化を疎外すること、逆に、
PI3K/Akt シグナルの不活性化は、最終分化
を促進することが明らかとなった。この結
果から、PI3K 阻害剤を用いることにより、
ヒトの軟骨細胞の最終分化誘導を人為的
に制御できる可能性が示された。 
 

(2) Akt シグナルによる幹細胞制御機構の
解析 

① bFGF は、EG 細胞の樹立に必須の増殖因
子である。始原生殖細胞を、bFGF で刺激す
ると、Akt シグナルの顕著な活性化が認め
られた。そこで、Akt-Mer マウス由来の始
原生殖細胞を、LIF、SCF、bFGF の存在下で
培養すると、EG 細胞の樹立効率が上昇した。
さらに、bFGF 非存在下では、野生型マウス
由来の始原生殖細胞からは、EG 細胞は樹立
することができない。しかし、Akt-Mer マ
ウスの始原生殖細胞からは、bFGF 非存在下
でも、4OHT 存在下では、EG 細胞を樹立す
ることができた。このように、Akt シグナ
ルの活性化は、EG細胞の樹立に必須なbFGF
の機能を代替することができた。 
Akt の下流分子の探索をおこなった。始

原生殖細胞において、Akt シグナルを活性
化させると、下流の GSK3 の機能を抑制す
るリン酸化が亢進していた。そこで、野生
型マウスの始原生殖細胞を、GSK3 阻害剤の

存在下で培養したが、EG 細胞の樹立効率に
影響は認められなかった。 
Akt シグナルが活性化した始原生殖細胞

では、下流分子の癌陽性遺伝子 p53 の機能
が抑制されていることが示された。p53 欠
損マウス由来の始原生殖細胞を、bFGF 存在
下で培養すると、EG 細胞の樹立効率が上昇
した。さらに、bFGF 非存在下でも、p53 欠
損マウスからは、効率よく EG 細胞を樹立
することができた。以上の結果から、Akt
シグナルによる p53 の機能抑制が、EG 細胞
の樹立を促進することが明らかとなった。 
生体内において、PI3K/Akt シグナルの活

性化（PI3Kに拮抗する脱リン酸化酵素PTEN
の欠損）により、始原生殖細胞から、未分
化細胞の腫瘍であるテラトーマが発症す
る。しかし、p53 欠損マウスでは、始原生
殖細胞に由来するテラトーマの発症率は
低い。このことから、少なくとも、生体内
においては、p53 以外の別の標的分子が存
在すると考えられる。 
 
② Akt-Mer を発現する ES 細胞を、マウスの
胸腺細胞と細胞融合すると、ES 細胞様の細
胞へと初期化される。このとき、初期化さ
れた細胞では、体細胞核中の Oct4 プロモ
ーターが活性化し、EGFP が発現するように
なる。この融合細胞を、初期化された細胞
だけが生存できるような条件下で培養し、
初期化されたコロニーの数を、4OHT 存在下
／非存在下で比較した。その結果、初期化
コロニーの数は、Akt 活性化により有意に
上昇した。同様の結果は、繊維芽細胞と細
胞融合をおこなったときも認められた。一
方、ES 細胞同士の細胞融合ではコロニー数
に変化はなかったので、Akt 活性化は、細
胞融合後の生存率や細胞接着を亢進させ
ているのではなく、初期化を亢進させてい
ることが示された。このように、Akt シグ
ナルの活性化は、ES 細胞の未分化性の支持、
始原生殖細胞から EG 細胞への脱分化、体
細胞核の初期化、といように、多能性幹細
胞の様々な局面を制御するシグナルであ
ることが明らかとなった。 
 

(2) GSK3 シグナルによる未分化性制御機構
の解析 

ES 細胞は、胚盤胞中の内部細胞塊から樹
立した多能性幹細胞株である。Akt-Mer マウ
スの受精卵、胚盤胞を 4OHT 存在下で培養し
ES 細胞の樹立をおこなったが、ES 細胞の樹
立効率に変化は認められなかった。 
一方、GSK3 の酵素活性を薬剤により阻害

すると、樹立効率は有意に上昇した。樹立
したES細胞は、正常な染色体数をもち、様々
な分化誘導系において分化多能性を示し、
キメラマウスにおいて生殖系列にも寄与し



た。さらに、GSK3 阻害剤により、ES 細胞の
樹立が困難であったマウス系統からも効率
よくES細胞を樹立できることを明らかにし
た。 
ES 細胞が樹立できるマウス系統や種は限

られていることが知られている。GSK3 阻害
剤を用いることで、今まで ES 細胞を樹立で
きなかった種からもES細胞を樹立できる可
能性が示された。 
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