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研究成果の概要（和文）：初期胚における内部細胞塊としてES細胞を、原始外胚葉としてエピブラスト幹細胞(EpiSCs)
をモデルとし、幹細胞の分化転換機構の解明に取り組んだ。E5.5原始外胚葉とEpiSCsの遺伝子発現を比較した結果、Ep
iSCsでは古典的Wntシグナル下流の中胚葉マーカーの発現が亢進していた。Wntシグナルの役割を調べるため、これを活
性化するCHIR99021でEpiSCsを処理した結果、未分化を維持出来ず中胚葉への分化が認められた。逆に、これを抑制す
るXAV939処理では自発的分化が抑制され、未分化状態を維持できた。この様に、WntシグナルはEpiSCsの多能性維持に
必須ではないことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Epiblast stem cells (EpiSCs) are primed pluripotent stem cells and can be derived 
from postimplantation mouse embryos. We now show that the absence of canonical Wnt/beta-catenin signaling 
is essential for maintenance of the undifferentiated state in mouse EpiSCs and in the epiblast of mouse em
bryos. Attenuation of Wnt signaling with the small-molecule inhibitor XAV939 or deletion of the beta-caten
in gene blocked spontaneous differentiation of EpiSCs toward mesoderm and enhanced the expression of pluri
potency factor genes, allowing propagation of EpiSCs as a homogeneous population. EpiSCs were efficiently 
established and propagated in the presence of both XAV939. Such an improvement in the homogeneity of pluri
potency achieved with the use of a Wnt inhibitor should prove advantageous for manipulation of primed plur
ipotent stem cells.
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１．研究開始当初の背景 
 
 胚性幹細胞(embryonic stem cells; ES細
胞)は、私達の体を構成する全ての細胞に分
化する多能性と、無限の増殖性のために生
物学、再生医学分野において精力的に研究
されている。しかし、ES 細胞の自己複製
（未分化性維持・増殖）過程は未だ不明な
点が多く残されており、ES 細胞の特性と
初期胚発生との関連性を明らかにしてい
くことは細胞生物学や発生生物学、再生医
学分野において重要な課題の一つである。 
 これまでにマウスの初期胚から、内部細
胞塊からは ES細胞、着床後の原始外胚葉
からは胚盤葉上層由来幹細胞 (epiblast 
stem cells; エピブラスト幹細胞）の二つの
多能性幹細胞が樹立されている。興味深い
ことにエピブラスト幹細胞はヒト ES細胞
と性質が類似している一方、着床前の性質
を持つ ES細胞とは異なることである。マ
ウス ES 細胞とヒト ES 細胞は、その増殖
能の違いや増殖因子の要求性、未分化維持
のシグナル等大きく異なることが知られ
ていた。しかし、マウスエピブラスト幹細
胞が樹立されたことによって、これまで種
間の違いあると考えられてきたこれら幹
細胞間での性質の違いは、発生段階の違い
に由来することが明らかになってきた（下
図）。 
 

 
 例えば Nodal/Smad2 シグナルは、着床
前胚に既に発現しているにも関わらず内
部細胞塊に対してはほとんど機能してい
ない。しかし、着床後胚においては原始外
胚葉の多能性維持機能を担い、また更に発
生が進むと原条形成。中胚葉誘導における
責任因子として機能する。同じことが発生
段階の異なる細胞から樹立された ES細胞、
エピブラスト幹細胞それぞれに対する応
答性の違いとして認められている。この様
な異なる発生段階によって何故その様な
幹細胞の性質に違いが生じるのか、胚発生
において何故その様な質的変化が必然的
に起きるのか未だ明らかになっていない。 

 
２．研究の目的 
 
 本計画研究では、初期胚発生過程の内部
細胞塊として ES細胞株を、原始外胚葉と
してエピブラスト幹細胞株をモデル系と
し、生体において着床前後に生じる幹細胞
の性質転換，胚体外・胚体内組織由来のシ
グナル因子に対する応答性の変化がどの
様な分子機構によって成立するのか、その
メカニズムを分子・細胞レベルで明らかに
することを目的とした。特に、初期胚発生
において中心的な役割を担っている
Nodal/Smad2, Wnt/β-cateninシグナルに
焦点を当て、着床前後の幹細胞未分化性維
持に対するシグナル経路の役割、幹細胞の
質的変換の実体を明らかにすることを目
指した。 

 
３．研究の方法 
 
 本研究では、以下に示すサブテーマを遂
行することで、着床前後の幹細胞において
Nodal/Smad2, Wnt/β-cateninシグナルが
どの様な機構で多能性維持の責任因子と
して機能変換するのかを、異なる発生段階
から樹立された ES細胞、エピブラスト幹
細胞をモデルとして解明する。 
 
(1) FoxH1(Smad2 の DNA 結合パートナ
ー), β-catenin それぞれの野生型およ
び変異型 ES 細胞株の樹立およびエピ
ブラスト幹細胞の樹立とその性状解析。
ES細胞の樹立は E3.5胚盤胞より、ま
たエピブラスト幹細胞は E5.5, E6.5の
原始外胚葉より樹立を行った。 

 
(2) 胎生５．５日胚およびエピブラスト幹
細胞株の遺伝子発現プロファイル。次
世代シーケンサーにより遺伝子発現を
網羅的に解析し、両者における遺伝子
発現を比較検討した。 

 
(3) 着床前後の幹細胞における

Nodal/Smad2, Wnt/β-catenin下流遺
伝子の同定とその機能解析。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) ES細胞、エピブラスト幹細胞の樹立
とその性状解析。 

 ES 細胞樹立に関しては、既存の方法に
より E3.5 胚盤胞より樹立した。エピブラ
スト幹細胞に関しては、既存の方法では樹
立・維持が困難（自発的細胞分化により幹
細胞の性状を維持出来ず）であり当初の計
画が大幅に遅れた。 
 そこでエピブラスト幹細胞の樹立・維持
を容易にしていくため、マウス胎生６．５



日よりもより未分化である胎生５．５日胚
の原始外胚葉とエピブラスト幹細胞の遺
伝子発現プロファイルの比較を行い、多能
性維持・細胞分化と関連する因子を模索し
た。その結果、５．５日胚と比較してエピ
ブラスト幹細胞では中胚葉・内胚葉マーカ
ーの発現が高く、特に古典的Wntシグナル
およびこれに調節される遺伝子群が多く
発現していることを見出した。 
 古典的Wntシグナルはマウス ES細胞に
おいてはその多能性維持に必須であるこ
とが知られているが、マウス初期胚発生過
程においては原条形成・中胚葉誘導を担う
重要なシグナル経路である。そこで、エピ
ブラスト幹細胞における古典的 Wnt シグ
ナルの機能を明らかにするため、このシグ
ナルの活性化あるいは阻害する低分子化
合物を用いて詳細な解析を行った。エピブ
ラスト幹細胞を Wnt シグナルの活性化剤
である CHIR99021で処理すると、未分化マ
ーカーの発現が低下すると共に中胚葉へ
の分化誘導が確認された。これに対して、
Wntシグナルを抑制する XAV939の処理で
は、エピブラスト幹細胞はその自発的分化
が抑制され、均一な細胞集団として維持で
きることが確認された。 
 エピブラスト幹細胞における Wnt シグ
ナルの必要性を明確にするため、その下流
のβ-cateninを欠損したエピブラスト幹細
胞を樹立し解析した。その結果、β-catenin
を欠損たエピブラスト幹細胞は、中胚葉・
内胚葉で発現する分化マーカーの発現が
消失し、より均一な状態で未分化性が維持
されていることが確認された。次に、エピ
ブラスト幹細胞株の樹立時における Wnt
シグナル抑制の効果を検討した。これまで
の方法では、胎生６．５日胚の原始外胚葉
からエピブラスト幹細胞を樹立する際、
Activin, Fgf2 だけでは自発的分化が抑えき
れず樹立は困難だった。しかし、Activin, 
Fgf2と共にXAV939を加えることにより樹
立効率が飛躍的に改善した。更に XAV939
存在下で樹立・維持されたエピブラスト幹
細胞は、胎生６．５日胚に移植すると三胚
葉に由来する細胞種に分化可能であり多
能性を維持していることが確認された。 
 この様に古典的 Wnt/β-catenin シグナ
ルは、エピブラスト幹細胞の多能性維持に
必要ではなく、むしろこれを阻害すること
によって自発的な分化が抑えられ、より未
分化で均一な細胞集団として樹立・維持す
ることが可能となった。この様な古典的
Wntシグナルを阻害する低分子化合物を用
いることで、今後、エピブラスト幹細胞と
同じプライム型であるヒト ES 細胞やヒト
iPS 細胞の樹立や維持においてもその効果
が期待される。 
 
(2) Nodal/Smad2, Wnt/β-catenin標的
遺伝子の同定とその機能解析。 

  
 Smad2, β-catenin標的遺伝子に関して
は、既存の ChIP-seq データを解析するこ
とで、幾つかの候補遺伝子を抽出した。そ
の中には、既に報告のあるNanogやFoxd3, 
Fgf 遺伝子に加え、未だ関連性が明らかに
されていない遺伝子を複数得ることがで
きた。現在、これら遺伝子の着床前後にお
ける機能を明らかにするため、遺伝子破壊
や抑制、過剰発現等の方法で解析中である。 
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