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研究成果の概要（和文）：プラナリアneoblastに対する抗体を用いてヒトMuse細胞に発現する分子を免疫沈降によって
HsDj2が同定された。Muse細胞におけるHsDj2のsplice varientを調べたところ、９種類が存在する可能性が示唆された
。その中で２つサブタイプがMuseに特異的に発現し、non-Muse-MSCには出ていない可能性が示唆された。RNAiベクター
をヒトMuse細胞に導入したところ、exon4を抑制すると神経系細胞に分化しexon6を抑制すると肝細胞系に分化すること
が示唆された。このことからMuse細胞の多能性と分化に関わっている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We identified HsDj2 in human Muse cells in immunoprecipitation using specific 
antibody to planarian neoblast. Splice variants expressed in human Muse cells were surveyed and 9 kinds 
of spriced forms were identified including full length. By comparing expression pattern in Muse and 
non-Muse MSC, 2 out of 9 subtypes were suggested to be selectively expressed only in Muse cells. 
Furthermore, by introducing siRNAs, exon 4 suppression in Muse cells promoted neural differentiation, and 
exon 6 suppression hepatocyte-lineage differentiation, suggesting that HsDj2 is pertinent to Muse cell 
pluripotency as well as to differentiation.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは胚葉の壁を越えて三胚葉の分

化が可能な多能性幹細胞 Muse 
(Multilineage-differentiating Stress 
Enduring)細胞が成人ヒトの骨髄、真皮など
の間葉系組織や様々な臓器の結合組織に散
在性に存在することを報告した（Kuroda et 
al. 2010, PNAS; Wakao et al., 2011)。こ
の細胞は生体に存在する自然の多能性幹細
胞であり、腫瘍形成能を持たず、多様な臓器の損
傷部位に生着・分化し、組織修復を担うことが分か
っている。生物界を広く見渡すと、Muse 細胞
と同様に間葉系組織に存在し、三胚葉性の分
化能を有する多能性幹細胞が約5億年前に出
現したプラナリアにも neoblast として存在
する。申請者は「生体内多能性幹細胞」とし
て、ヒト Muse 細胞とプラナリア neoblast と
の共通性に着眼した。 
最近、研究協力者である京大・阿形教授の

グループが休止状態の neoblast 特異的な因
子を同定した（未発表）。この因子に対する
抗体を用いてヒトMuse細胞を調べたところ、
驚いたことに、neoblast に見られたのと同様
にヒト Muse 細胞の核が標識される（右図参
照）。申請者は、このプラナリア抗体のヒト
抗原を同定することによって、neoblast と
Muse 細胞の共通機構に関与する遺伝子を同
定できる可能性があると考えた。そこで、抗
原同定のための免疫沈降実験と質量分析実
験を行った結果、２種類の特徴的な産物、
HsDj1、HsDj2 を見出している。またヒト内臓
組織や皮膚線維芽細胞由来の Muse 細胞にこ
れらの産物が存在することが免疫組織化学
などで確認されたことから、Muse 細胞におい
ても HsDj1、HsDj2 はプラナリア抗体のヒト
抗原因子であると考えられた。NCBI の BLAST
データベース検索で、この因子はプラナリア
の近縁種であるマンソン住血吸虫の他、ウニ、
イソギンチャク、魚類、哺乳類からアブラム
シなどの無脊椎動物まで進化的にも高度に
保存されていることが明らかになった。 
 
２．研究の目的 
 申請者の見出した Muse 細胞は生体内にあ
る多能性幹細胞であり、3胚葉性細胞への分
化能と自己複製能を有する。体中の結合組織
に散在性に存在し、組織修復作用を担ってい
る。一方、原始的なプラナリアにも結合組織
に多能性幹細胞 neoblast が存在し、高い再
生能を担っている。申請者は、結合組織にあ
る、3胚葉性の細胞に分化する、などの共通
点から、「５億年の進化の過程でプラナリア

neoblasto が生体内多能性幹細胞システムと
してヒトMuse細胞として引き継がれている」
のではないかという仮説のもと検証したと
ころ、驚いたことにneoblast特異的抗体が、
ヒト Muse 細胞を特異的に認識することを発
見した。そのヒト抗原のプラナリアオルソロ
グは、プラナリア再生に必須である。進化的
に保存された再生機構は、腫瘍形成の心配が
無く安全に生物が採用してきたものであり、
初期発生過程の模倣ではないやり方で器官
再生する方法のヒントが隠されている可能
性がある。プラナリアとヒトをつなぐ生体内
多能性幹細胞の共通機構を探索したい。 
 
３．研究の方法 
 予備実験において、プラナリアの多能性体
性幹細胞 neoblast の休止状態（Dormant）特
異的な抗体によって同定されたヒト Muse 細
胞の HsDj1 複合体、HsDj2 新規スプライシン
グバリアントの機能を解析し、生体内多能性
幹細胞の共通機構の解明に取り組む。(1) 
HsDj2 遺伝子配列を 5’, 3’RACE 法によって
決定し、(2) HsDj2 スプライシングバリアン
トを検出する抗体を選定、(3)HsDj1 と HsDj2
の直接的あるいは間接的な相互作用の検証、
(4)レンチウイルスRNAiベクターの構築を用
いた発現阻害実験と多能性や自己複製能に
対する影響、(5)Dormant 状態を検出するため
の系を構築することによって、Muse 細胞にお
ける機能解析に繋げ、(6)プラナリアとヒト
で保存された多能性幹細胞特異的な遺伝子
機能について考察する。 
 
４．研究成果 
平成 25 年の実績：(1)プラナリア neoblast

特異的抗体による免疫沈降産物を質量分析
解析した結果から、250 kDa および、>250 kDa
程度の HsDj1, 2 mRNA のスプライスバリアン
ト、および後半の Exon を主体とする short 
form があることを同定した。(2)ヒト Muse 細
胞で HsDj2 と neoblast 特異抗体の局在が一
部重なること、さらに新たにもう一つの因子
が同じ局在を示す可能性を見出した。(3) 
HsDj1、HsDj2 の機能同定のための RNAi ベク
ターを構築し、HsDj2 遺伝子の機能を調べた。
それぞれのバリアントを、また全てのバリア
ントを抑制できるような RNAi ベクターを別
個に構築した。 
平成 26 年度の実績：(4）HsDj1、HsDj2 の

RNAi ベクターの導入による機能抑性実験：
H25 年度に構築した HsDj2 の各 exon ごとの
RNAi ベクターをヒト Muse 細胞に導入し、
HsDj2がヒトMuse細胞において多能性維持に
関わっているかを検証した。その結果、exon 
4 を siRNA で抑制すると神経様の形態を、ま



たexon6を抑制すると肝細胞様の形態にMuse
細胞が変化した。これらの細胞における神経
マーカー、肝細胞マーカーの発現を RT-PCR
と immunocytochemistry で評価したところ、
exon4 の抑制型では MAP-2 等の神経マーカー
が、exon６の抑制型では alpha-fetoprotein, 
albumin,等の肝細胞マーカーが出ていたの
で、一つの exon を抑制しただけで、内胚葉、
あるいは外胚葉系への分化が促進された可
能性が考えられる。(5）HsDj2 には full 
length と複数の短縮型が存在する可能性が
示唆された。そこで、Muse における HsDj2 の
splice varient を調べたところ、exon は１
〜７まであり、約 9 種類の splice varient
が存在する可能性が示唆された。その中でも
Muse 細胞に特異的に発現していると思われ
る varientが２−３種類存在すると想定され
た。(6）Muse 細胞は接着状態よりも浮遊に一
定時間おかれたほうが多能性因子の発現が
上昇し、様々な細胞への分化能も上がること
が確認された。例えば、接着状況にある Muse
細胞よりも、浮遊に１２時間ほど置かれた
Muse 細胞は Oct3/4, Nanog の 10 倍程度の上
昇が、また Sox2 では３０倍の上昇が見られ
た。また生殖幹細胞に関連する因子も一部は
Muse 細胞で発現していることが分かった。 
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