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研究成果の概要（和文）：幹細胞は重要な生命現象の鍵となる重要な細胞であるが、幹細胞の定義に照らして正
確に同定されていると言える成体幹細胞・がん幹細胞はごく少数に留まる。細胞系譜追跡法は汎用性が大きい
が、同時に１種類の幹細胞マーカーしか使えないため非常に特異性の高いマーカーが既知でなければ幹細胞の存
在を証明できないという欠点がある。本研究では旧法を改良し、①2 種類の幹細胞マーカーが共発現した細胞に
蛍光蛋白質を発現させるレポーターマウスを構築した。②また、さらに、単一幹細胞の動態をより正確に追跡
し、幹細胞クローナリティ解析の統計的確度向上のために超多色（5-35 色レインボーマウス）を構築した。

研究成果の概要（英文）：Stem cells are very important cells that have roles in maintaining tissue 
homeostasis. However, not many adult stem cells have been accurately identified. To identify adult 
stem cells, genetic lineage tracing method has been one of the most powerful method. However, the 
defect of the original method was that the it can utilize basically only one stem cell marker. 
However, in many cases, very specific markers have not been identified for adult stem cells. In this
 project, we created two systems to identify adult stem cells. One is that two-step lineage tracing 
method in which stem cells that coexpress two markers can be labeled, and another is super 
multicolor lineage tracing method in which stem cells can be labeled with 10-35 different colors. We
 have already made the constructs for two methodologies and we are currently generating mice.

研究分野：幹細胞生物学

キーワード： 幹細胞　発生工学
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１．研究開始当初の背景 
成体組織幹細胞は組織のがん化、老化、障
害時修復など重要な生命現象の中核的存在で
あり、再生医療応用だけでなく、分子標的療
法、がん幹細胞標的療法開発を視野に、より
多くの組織における成体幹細胞・がん幹細胞
を正確に同定する事は極めて重要な課題であ
る。これまでに多くの組織の成体幹細胞・が
ん幹細胞が報告されているが、幹細胞の定義
に照らして、正確に同定されていると言える
成体幹細胞・がん幹細胞はごく少数に留まる。 
ある幹細胞候補細胞が幹細胞である事を証
明するためには、その定義に照らして単細胞
レベルにて自己複製能と分化能を合わせ持つ
事を証明する必要がある。何故ならば幹細胞
を細胞集団として解析すると、複数系統の細
胞が混在している可能性が常につきまとい、
多能性の証明、また幹細胞・一過性増殖細胞・
分化細胞の階層構造の解析が困難となるから
である。 
現在単細胞レベルにての幹細胞の同定には
主に2 つの方法が用いられている。一つは①
単一幹細胞移植による組織の再構成能の検定。
②幹細胞マーカー CreERT2 ノックインマ
ウスとレポーターマウスによる細胞系譜追跡
法である（図１）。①前者では造血幹細胞移
植の例に見る様に複数の幹細胞マーカー共陽
性細胞を FACS で純化できるため得られる
幹細胞の純度を上げる事ができる。しかし細
胞移植が可能でない多くの臓器では適応でき
ない。一方の②細胞系譜追跡法は汎用性が大
きいが、同時に１種類の幹細胞マーカーしか
使えないため非常に特異性の高いマーカーが
既知でなければ幹細胞の存在を証明できない
という欠点がある。 

 
２．研究の目的 
細胞系譜追跡法の基本型は図１に示した方法
であるがこの方法の適応範囲は狭い。本研究
では図１を改良し、2 種類の幹細胞マーカー
が共発現した細胞に蛍光蛋白質を発現させる
レポーターマウスを構築する（図２）。また、
さらに、単一幹細胞の動態をより正確に追跡
し、幹細胞クローナリティ解析の統計的確度
向上のために超多色（5-35 色レインボーマウ
ス）を構築する。 
 

３．研究の方法 
(1) ２種類のマーカー遺伝子共陽性細胞を特
異的に標識する（図２）レポーターコンスト
ラクトを作製する。 

 
(2) GFP, mCerulean, mOrange, mCherry 
に加え mKeima を有するレインボーコンス
トラクトを作製する。このコンストラクトで
は Cre が４セットの変異 loxp 配列の内１
セットを切り出す事で５色キメラとなる。 
(3) (1) を Rosa26tkneo ベクターに組み込む。
このようにして作製した targeting vector 
を R1 ES 細胞に遺伝子導入してノックイン 
ES クローンを得る。 
(4) (2) のコンストラクトについては Rosa26
領域を含む BAC クローンに挿入したクロー
ンを得る。 
 
４．研究成果 
(1) ２段階細胞系譜追跡を行うために、3 種
類のマウス (①幹細胞マーカー遺伝子１ 発
現細胞に標識を誘導するドライバーマウス 
(CreER)、②２遺伝子の標識を連続誘導可能
な新規レポーターマウス、③遺伝子１発現細
胞のうち、幹細胞マーカー遺伝子２を発現し
た細胞に対して２つ目の標識を誘導するド
ライバーマウス (Flippase)) を掛け合わせ
て利用する。 

1st marking ― タモキシフェン誘導時に遺
伝子１を発現していた細胞が Venus で標識
される。 

2nd marking ― さらに、Doxycycline の投
与時に 2つめの遺伝子２を発現していた細胞
が、Venus に加えて mKeima で標識される
仕組みである。②および③のマウスを新たに
作出する必要がある。 

 
２段階細胞系譜追跡法レポーターコンスト
ラクトの構築 
レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト を 含 む 
pBluescript plasmid を構築した。 
 
蛍光蛋白質発現誘導の確認 (in vitro) 
ES 細胞へのエレクトロポレーションの前に、
設計通りに同一細胞に２色の標識を誘導で
きるかを確認した。個体での２段階細胞系譜
追跡 (①＆②＆③) を模倣するために、今回
新たに構築した②のレポーターコンストラ
クトを含むプラスミドと共に ① Cre 発現
プラスミドと ③ Flippase 発現プラスミド
を COS7 細胞にトランスフェクションした。



同一細胞に標識  A (Venus) と標識  B 
(mKeima) の２つの蛍光蛋白質が発現した
ため、図２のような、in vivo で目指す２段
階細胞系譜追跡法と同じ標識を in vitro で
確認することができた。 
 
(2) 超多色細胞系譜追跡法の開発のために、
従来の４色のレインボーコンストラクトを
改良して、５色のレインボーコンストラクト
を作製した。 
 
5-color rainbow コンストラクトの構築 
pBluescript ベクターに CAG promoter、4
つの loxP (およびその変異体) 配列、蛍光蛋
白質  cDNA と  pA を挿入し、 5-color 
rainbow コンストラクトを構築した。 
 
タモキシフェンによる蛍光蛋白質の発現誘
導の確認 (in vitro) 
マウスの個体化に進む前に 5 色での色分け
が可能であるかを in vitro で確認するため
に、CAG-CreERT2 ベクターと  5-color 
rainbow ベ ク タ ー と を  293 細 胞 に 
co-transfection し、タモキシフェンを培地に
添加して組換えを行った。タモキシフェン添
加前には GFP のみが発現していて、添加後
に は  mKeima, mCerulean, mOrange, 
mCherry の蛍光も観察されるようになった
ため (図３)、Cre-loxP システムが正しくは
たらいて 5 色の色分けが可能なコンストラ
クトが、設計通りに構築されたことを確認し
た。 
 

 
 
(3) (1) の plasmid からレポーターコンスト
ラクトを切り出して全体を  pRosa26-1 
vector に挿入することで、targeting vector 
を完成させた。また、これを R1 ES 細胞に
遺伝子導入してノックイン ES クローンを
得た。現在、マウス個体化を行っている。 
 
(4) (2) のコンストラクトについては Rosa26
領域を含む BAC クローンに挿入したクロー
ンを得る予定であったが、技術的な問題が生
じたため、別のアプローチを取ることにした。 
 
Rosa26-triple 5-color rainbow mouse タ
ーゲティングベクターの構築 
新たに構築した5-color rainbow コンストラ

クトを改変し、複数個、直列につなげたコン
ストラクトを作製した。これにより、Cre に
よる組換えで生じる色数が増加することが
期待できる。このレポーターコンストラクト
でも、in vitro での組換えを確認した。コン
ストラクトを切り出して全体を pRosa26-1 
vector に挿入することで、targeting vector 
を完成させた。また、これを R1 ES 細胞に
遺伝子導入してノックイン ES クローンを
得た。現在、マウス個体化を行っている。 
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