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研究成果の概要（和文）：分化した乳腺上皮細胞(MEC)を乳腺幹細胞へ脱分化することが報告されているSLUG/SOX9を一
過的に過剰発現させるベクター系を構築し、発現させたMECから乳腺の再構築が確認されたが、効率が著しく悪かった
。そこで、ドナーマウスをrtTA発現マウスに変更、乳腺幹細胞維持培養法の検討、高効率化遺伝子スクリーニング、を
実施した。研究期間内に乳腺幹細胞維持培養法の確立に成功した。また、幹細胞性を評価可能なレポーターマウスを作
製し、これらの技術を統合することにより簡便に効率よくスクリーニング可能となった。しかしながらまだ効率を著し
く向上させるダイレクトリプログラミング制御因子の同定には至っていない。

研究成果の概要（英文）：We constructed gene expression vector systems, which allow transient expression 
of slug/sox9 genes known to force mammary epithelial cells to dedifferentiate into mammary stem cells. We 
observed, as reported, that slug/sox9 expressed MEC reconstituted proper mammary ducts when transplanted, 
although the efficiency was quite low. To solve this problem, we changed donor mice to those expressing 
rtTA, established culture technology for maintaining mammary stem cells (MaSC), and screened genes 
enhancing efficiency of dedifferentiation. Among them, we successfully established the MaSC culture 
technology. In addition, we newly produced a reporter mouse for stemness. With these technologies, we now 
established screening system of genes enhancing dedifferentiation, easily, rapidly, and efficiently. 
However, we have not yet discovered any new direct reprogramming genes strongly leading to produce MaSCs.
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１．研究開始当初の背景 
 
１年間に乳癌と診断される人は５万人を

こえ、約１万人が死亡する。乳癌は比較的予
後がよいが、乳房切除により患者の QOL は損
なわれる。マウスの実験では乳腺幹細胞を移
植すると、乳汁産生機能をもった完全な乳腺
が再構築することが広く知られている。ヒト
においても乳腺細胞集団の中に僅かに乳腺
幹細胞が存在することが in vitro の系統解
析と免疫不全マウスに異種移植した組織再
構築実験から示されている。マウスにおいて
SLUG と SOX9 という 2 つの転写因子を強制発
現させると、成熟した乳腺上皮細胞が乳腺幹
細胞に脱分化することが報告された(Cell 
148:1015, 2012)。しかし、ヒト乳腺幹細胞
を人為的に創出する手法や、乳腺上皮以外の
細胞からの直接的な乳腺幹細胞の作製技術
は確立されていなかった。この技術の確立を
目指すことで乳癌における再生医療への応
用が期待された。 
 
２．研究の目的 
 

あらゆる臓器に分化能を持つ多能性幹細
胞の研究が行われているが、乳腺においても
乳腺幹細胞が存在する。しかしその数はごく
僅かであり、研究や医療への応用を阻んでい
る。幹細胞を増やす技術に iPS 作製技術があ
るが、これは多細胞生物の最も初期に近い万
能状態にまでリプログラミングしてしまう
ものである。目的の組織幹細胞へ分化させる
ためにはこの初期細胞から未解明な多段階
の処理や多くの時間を必要とし、そのために
質の悪い分化状態をもつ組織を作り出して
しまう恐れがある。そこで、初期化を経由せ
ず、組織特異的幹細胞までの、よりダイレク
トな脱分化技術があれば乳腺再生医療につ
ながる極めて有用な研究ツールとなること
が予想された。本研究ではヒトの乳腺幹細胞
を脱分化によって作製する技術の創出を目
指し、そのために必要なマウス細胞を用いた
既存の脱分化現象を効率化させる技術の開
発や改良および未知な効率化因子の同定を
目的とした。 
 

 

 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)一過的遺伝子発現システムの構築 
 
 マウス細胞で報告のある Slug、Sox9 を同
時に一過的に発現させることのできる
vector システムを構築した。 

 
 
 
(2)マウスでの脱分化効率の検討 
 
 想定的に脱分化処理を行った細胞を3週齢
♀レシピエントマウスの cleared-fat pad へ
移植し、>8w 経過後に摘出して carmine 染色
を行うことで乳腺の再構築の効率を検証し
た。 

 
 
(3)幹細胞維持培養法の確立 
 
 様々な文献情報により、間質系の細胞と混



 

 

合培養すると組織幹細胞の維持が可能にな
ることが報告されていたため、幹細胞性を
EGFP の発現によってレポートすることので
きる新たに作製したマウスから乳腺幹細胞
を含む乳腺上皮細胞を回収し、間質細胞や試
薬の様々な混合条件の検討を行い、乳腺幹細
胞の維持の高効率化が図れるかどうかを検
討した。 
 
 
(4)脱分化効率化因子の探索 
 
 上記レポーター細胞に様々な脱分化候補
遺伝子の発現ベクターを 1つ 1つ導入し、(3)
で開発した新規培養法を用いてレポーター
である EGFP の発現が見られるかどうかを in 
vitro での培養条件で観察した。 
 

 
４．研究成果 
 
(1) 一過的遺伝子発現システムの構築 
 
 分化した乳腺上皮細胞を乳腺幹細胞へ脱
分化させるとされる SLUG と SOX9 の 2つの遺
伝子のレトロウイルスベクター一過的遺伝
子発現システムを構築した。両遺伝子を P2A
ペプチド配列で挟む工夫を施し、1 つのベク
ターで2つの遺伝子を効率良く発現できるこ
とを確認した。 
 
 
(2) マウスでの脱分化効率の検討 
 
 この vector と rtTA 発現 vector のウイル
スを、マウス Mammary epithelial cell(MEC)
に共感染させ、その後に Dox を添加し、SLUG
と SOX9 の誘導発現を蛋白レベルで確認し、
文献と同じ morphology の変化を観察するこ
とができた。これらの MEC を 3週齢マウスの
cleared fat-pad に移植し、2 ヶ月後に摘出
したところ、効率は低いが乳腺の再構築が確
認され、先行論文の再現性を確認することが
できた。しかしながらレトロウイルスベクタ
ー系はpackagingや濃縮において実験者への

危険が伴い、導入までの培養時間がかかり、
かつ効率もそれほど高くないことから、別の
ベクター系を開発する必要性があった。そこ
で piggyBac transposon vector お よ び
electroporation 法を組み合わせるシステム
を着想し、これを構築した。また、rtTA を全
身に発現するマウスをドナーに用いること
で高効率化を図った。これらのベクターの設
計・作製や electroporation の設定の条件検
討による最適化を行い、従来よりも時間と手
間が著しく短縮され、かつ導入効率が改善さ
れた結果を得ることができた。 
 
 
(3) 幹細胞維持培養法の確立 
 
 上記の幹細胞性を示すレポーター細胞を
用いて幹細胞の維持を向上させる報告のあ
る試薬、マトリゲル、様々な間質系の細胞株
の組み合わせの条件検討を行ったところ、
EGFP の発現を長期にかつ安定に持続させる
ことのできる組成を導くことができた。レポ
ーターである EGFP の発現が見られる培養プ
レートから回収した細胞を cleared-Fat pad
に移植したところ、乳腺を正しく構築したこ
とから、これまでに報告のない新規な乳腺幹
細胞の安定維持培養法を確立することがで
きたと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 脱分化効率化因子の探索 
 
 文献情報や各種データベースから任意に

Slug/Sox9 を乳腺上皮細胞へ発現させ
て再構築した乳腺 

乳腺幹細胞安定維持培養技術の確立。7 日間培養しても
幹細胞性(幹細胞性レポーターによる緑色蛍光（矢印）)
を維持し、分裂も観察された。 

50μm 50μm 



 

 

選別された脱分化誘導候補遺伝子の発現ベ
クター113種類を個々にMECに導入したが、
レポーター細胞の EGFP レポーター蛋白質
の強い発現を示す遺伝子は存在しなかった。
但しこの結果は(1)で開発された高効率な
transposon-electroporation 法では無く、低
効率なレトロウイルスベクター系を用いた
結果であるため、それが原因で因子が同定で
きなかった可能性も否定できないものの、選
別した遺伝子の中に単独では強い脱分化活
性が含まれないこと、多数の因子の組み合わ
せが脱分化の効率化に必要な可能性、など
様々な仮説を立てられることができた。また、
レポーター細胞の極めて低い background レ
ベルを確認することができた。一方 iPS 化 4
因子を同時に導入したものでは非常に高い
EGFP の発現を示したことから使用してい
る細胞は幹細胞化の検出には問題ないと判
断された。MEC を iPS 化したものでは
cleared fat-pad に移植しても乳腺の再構築
が起こらなかったことから、初期化まで誘導
してしまうと分化能力を失うこと、多能性幹
細胞を乳房組織環境に入れただけでは組織
の再生は起こらず、何らかの分化プログラム
が必要なことが明らかとなった。 
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