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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞（MSCs）は再生医療の中心的材料として注目されているが、培養による
形質の劣化が顕著であり、最適な培養系、安定的な分化誘導法が必要とされている。一方で、MSCの維持・発生
に関わる分子経路は明らかになっていない。申請者は、上皮間葉転換の制御因子であるTwist1に着目し、①幹細
胞維持に関わる遺伝子の発現と相関すること、②エピジェネティック修飾因子と相互作用すること、③ヒト単球
において、リプログラミング因子とともにTwist1を発現させると、MSC様細胞に直接転換するという結果を得
た。以上から、Twist1はMSCにおいて重要な因子であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent stem cells that are present in
 multiple tissues. Recent studies demonstrated that MSCs can support wound healing and tissue 
regeneration. On the other hand, adult MSCs exhibit cellular senescence during ex vivo expansion, 
which is accompanied by a reduction in self-renewal and multidifferentiation potential. To resolve 
this, identification of master molecules and central cascades involving MSC self-renewal is 
essential. Here, we focused on Twist1, which is a master regulator of epithelial-mesenchymal 
transition (EMT), and examined it’s roles in MSCs. Suppression of Twist1 leaded to reduction of 
Sox2, Bmi1, and Gata6 expressions. Contrary, over-expression of Twist1 induced expression of these 
genes. Mass spectrometric analysis showed that Tiwist1 involves epigenetic modification. Finally, we
 demonstrated that direct induction of MSCs from human monocytes was possible by introduce Twist1 
with reprogramming factors.

研究分野：幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 間葉系幹細胞（MSCs）は、1. サイトカイン
産生性、2. 免疫抑制能力、3.分化多能性、4.
低腫瘍原性という性質から、現状最も現実的な
再生医療資源であり、既に複数の臨床試験が実
施されている。しかし、加齢に伴い質的・量的
変化が生じること、数回の継代培養で増殖能力
や分化能力が低下することが課題となり、応
用・適応範囲の制限となっている。これを解消
するため、 iPS 細胞や ES細胞といった多能性
幹細胞を MSC の材料とする方法の開発も進ん
でいる。多能性幹細胞は未分化な状態のままほ
ぼ無限に増殖させることが可能である。また、
iPS 細胞においては材料となる細胞の年齢（老
化状態）も初期化されるという利点も報告され
ている。一方で、多能性幹細胞からの MSC の作
成については、分化効率の安定性や、安全性に
課題を残している。 
 高品質な MSC の安定的な培養、あるいは多能
性幹細胞からの MSC 誘導をより安定的に実施
するためには、間葉系幹細胞の発生・維持に重
要な転写因子を同定し、その分子の機能を理解
することが必要である。 
 申請者らは、２種類の異なる多能性幹細胞
（ES 細胞、Epiblast 幹細胞：EpiS 細胞）にお
いて MSC の分化誘導を実施した。その結果、ES
細胞に比べEpiSCを材料とした場合にMSCへの
分化が高率で生じることが明らかになった（図
１A）。次に、両細胞間で発現量の異なる転写因
子を抽出したところ、EpiSC においては上皮間
葉転換（EMT）関連遺伝子が高発現しているこ
とが明らかとなった（図 1B）。その中で、EMT

の主たる制御遺伝子である Twist1 の機能に注
目し、MSC の分化、維持における機能の解明と、
これを用いた高効率な MSC 作成法の開発を試
みた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、MSC の発生分化に重要な因
子を特定し、その機能を利用して培養 MSC にお

ける幹細胞性の改善ならびに誘導効率の改
善を行うことである。具体的には、EMT の制
御遺伝子である Twist1 に着目し、MSC におけ
る Twist1 の重要性とその機能を明らかにす
るとともに、Twsit1 を用いた MSC の分化誘導
効率の改善、Twist1 を用いた MSC の作成に取
り組む。 
 
３．研究の方法 
 マウスMSCは Matsuzakiらの開発した方法
（Houlihan et al., 2012）に準じて実施し
た。ヒト MSC は Lonza 社、Life technologies
社より購入したものを使用した。MSC の培養
は 10%FCS-DMEM を用いて行い、継代３回以内
のものを使用した。①ヒト、マウス MSC にお
いて、siRNA あるいは GapmeR LNA を用いて
Twist1 の発現を抑制し、SYBR-Green 法によ
る定量遺伝子発現解析、タイムラプス解析を
行い、MSC の幹細胞性、細胞増殖における機
能を観察した。また、PiggyBac トランスポゾ
ンベクターにより MSC に Twist1 を導入し、
細胞形質に生じる変化を観察した。②Twist1
の機能を詳細に解明するため、Myc タグ付与
TWIST1 を発現させたヒト細胞株を作成し、免
疫沈降ののち、質量分析装置をもちいて相互
作用するタンパク質を網羅的に抽出した。③
次に、マウス ES 細胞に Twist1 を導入し、MSC
の分化誘導効率が変化するかどうかを観察
した。PiggyBac トランスポゾンベクターに
Twist1 を挿入後、エレクトロポレーションに
より ES 細胞に導入した。導入 ES 細胞はマト
リゲル上に播種し、10%FCS-DMEM で 72 時間分
化誘導を行った。④最後に、Oct4、Sox2 など
のリプログラム因子とともにヒト体細胞に
導入し、MSC へのダイレクトリプログラミン
グが可能であるかどうかを検討した。通常、
iPS 細胞の作成にはヒト繊維芽細胞が用いら
れることが多いが、MSCs は、外見上普通の線
維芽細胞と見分けにくい。そこで単球を材料
とした。ヒト単球への遺伝子導入は非常に低
効率となるため、改良型センダイウイルスベ
クター(SeVdp)を用いた遺伝子導入を行った。 
 
４．研究成果 
 実験①：マウス、ヒト MSC において Twist1
をノックダウンすると、Bmi1、Sox2、Gata6
の発現が抑制された（図 2）。GapmeR-LNA に
よる Twist1 の発現抑制を行い、タイムラプ
ス観察を行ったところ、Twist1 抑制細胞では
細胞増殖、細胞遊走が強く抑制されているこ
とが明らかとなった。一方、Twist1 の強制発
現により、Sox2、Gata6、Bmi1 の有意な発現



上昇が観察された（図 3）。Sox2、Bmi1、Gata6

はいずれも成体組織幹細胞の幹細胞維持に重
要であると報告されている。このことから、
Twist1 は MSC の幹細胞性維持に正の制御因子
として機能していることが明らかとなった。 
 実験②：Twsit1はbHLHドメインを有するDNA
結合転写因子である。上記標的遺伝子について
は、直接転写制御因子として関わっている可能
性が高いが、それ以外にも他のタンパク質との
相互作用を介して重要な細胞機能に関わって
いる可能性がある。例えば腫瘍細胞株において
は、p53 と相互作用し、その安定性に作用する
ことが報告されている。我々は、Twist1 を導
入した上皮系細胞が MSC 様細胞に転換すると
いう先行研究の結果に着目した。細胞運命を大
きく変えることから、エピジェネティック修飾
に関与しているという仮説を立て、相互作用す
るタンパク質を探索するため、質量分析による
網羅解析を実施した。その結果、TETs、TEX10
などエピジェネティック修飾に直接関わる因
子が抽出された。 
 TET タンパク質は、DNA のヒドロキシメチル
化に関与するタンパク質である。近年、ヒドロ
キシメチル化が細胞の分化、発生以外にも、
様々な疾患に関わっていることが報告されて
いる。そこで申請者らは、軟骨細胞の変性にお
ける Twist1 の関わりと TET を介したヒドロキ

シメチル化状態の変化に関する研究を実施
した。その結果、Twsit1 の導入により、TET1
の発現が上昇し、MMP3 の発現が誘導されると
いう新規メカニズムを明らかにした（図４, 
Hasei and Teramura et al.2017）。 

実験③：先の検討において、マウス ES 細胞
（naïve 型幹細胞）は、EpiS 細胞（Primed
型幹細胞）に比べ MSC に分化しにくいことを
示唆する結果を得ていた。Twist1 の発現量が
MSC への分化能の違いの一因となっているこ
とを確認するため、PiggyBac トランスポゾン
に Twist1 cDNA を組み込み、Twist1 強制発現
ES 細胞を作成した。未分化時の形態変化は見
られなかったが、分化誘導後、未処理 ES 細
胞からはMSC様の細胞が得られなかったのに
対し、Twist1 導入 ES 細胞からは多くの MSC
様細胞が得られた。このことから、Twist1
は未分化時にはその機能を発さないが、初期
分化の際に強力にMSCへ誘導する作用を有す
ることが明らかになった。 
実験④：Twist1 が MSC への誘導を促進すると
いう結果を受けて、遺伝子導入によるリプロ
グラミング時に Twist1 を加えることで、直
接MSC様細胞が得られるかどうかを検討した。
細胞リプログラミングについてはiPS細胞の
作成法に準じた。 

 
本研究では、MSC への転換を判別しやすくす
るため、ヒト血球を材料とした。ヒト血球へ
の遺伝子導入ならびにリプログラミングの
誘導は非常に低率であることが知られてい
る。そこで、産業技術総合研究所の中西らが



開発したセンダイウイルスベクターSeVdp を
使用した（Nakanishi et al., 2012）。SeVdp
感染から 5 日目にトランスポゾンベクターを
用いて Twist1 を導入し、リプログラミングを
継続したところ、約２週間で紡錘状の形態を示
し、 
コロニーを形成する細胞が得られた。免疫染色
にて確認したところ、同細胞は CD105、Thy1
を発現しており、MSC 様の細胞へと転換してい
ることが確認された。 
 本研究では、高性能な MSC を得るための培養
系の開発、および MSC の新しい作成法の開発を
目的に、MSC の能力に深く関わる転写因子の探
索と機能の解明を目指した研究を行った。EMT
の制御因子である Twist1 に着目し、Twist1 が
MSC において幹細胞維持に関わる遺伝子の発
現を正に制御していること、増殖や遊走に関わ
ること、MSC を強制発現させることで、ES 細胞
から MSC への分化を効率化させられることを
発見した。さらに、これらの知見を応用し、ヒ
ト血球からほぼ直接的に MSC 様細胞を得るこ
とに成功した。これは、当初より計画目標に掲
げていたことであり、本研究により達成された
と考えている。また、本研究で実施した質量分
析により、Twist1 がエピジェネティック修飾
制と関わっている可能性が明らかになった。相
互作用する可能性が高い因子を同定したが、詳
細な機能、相互作用による機能的変化や必要性
など、未知な点が多い。この点については、幹
細胞における Twist1 の機能を理解する上で解
決すべき課題である。また、Twist1 が MSC の
誘導に極めて重要な因子であることが明らか
になったが、Twist1 を恒常的に発現すること
による分化への影響や、腫瘍形成性の変化など、
応用する上で慎重に検討すべき課題も多い。こ
れについても今後、詳細に解析していく予定で
ある。 
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