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研究成果の概要（和文）：プラナリアが、どのようにして位置情報を制御しながら、全能性の幹

細胞から三次元構造をもつ機能的な脳を再生しているのかを解明し、そこで理解したことをマ

ウス ES 細胞に適用しながら ES 細胞からマウスの脳をつくることを試みる 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanisms underlying organ regeneration 
from pluripotent stem cells in planarians. We applied these strategies to organ formation 
from mouse ES cells in vitro.  
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１．研究開始当初の背景 

 
再生医療の隆盛によって種々の幹細胞が

単離されるようになったが、再生医学を現実
のものにするためには、『幹細胞からいかに
形と機能をもつ臓器・組織を再生・構築して
いくか』---が大きな課題として残っている。
今の段階では幹細胞があっても、単なる細胞
の塊を造ることしかできず、単に移植してい
るだけではガンを作ってしまう危険性すら
残している。形あるものを生み出すためには、
『発生・再生の場の座標軸』--すなわち位置
情報形成が必須と考えられる 

２．研究の目的 
 
再生の場において、幹細胞はどのようにし

て細胞同士を認識しながら座標と位置情報
を形成できるのか、その分子メカニズムを明
らかにすることが本研究プロジェクトのテ
ーマである。具体的には、全身に幹細胞を保
持していることによって高い再生能力を示
すプラナリアを用いて、幹細胞から、形と機
能をもった脳や咽頭を再生する分子メカニ
ズムを解き明かし、そこで解明されたロジッ
クを活かして哺乳動物で幹細胞から器官・臓
器を形成することに挑戦する。 
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３．研究の方法 
 

(1) 再生初期に稼働する遺伝子の系統的な
解析 

プラナリアの特性(同じ切断面でも、元の
頭方向にあった断片からは頭部、逆の面から
は尾部が再生してくる)をいかして、(1)極性
形成時(切断後 12 時間)で異なる発現をする
遺伝子、(3)座標の再編成時(切断後 12-24 時
間)に活性化される遺伝子、(3)脳再生時(切
断後 24-36 時間)に活性化される遺伝子を、
定量的トランスクリトーム解析法(HiCEP 法)
で探索し、『極性形成』と『位置情報形成』
に関与する遺伝子群を系統的にスクリーニ
ングする。それらの候補遺伝子について RNAi
法で機能解析して、脳の器官形成までに至る
分子メカニズムを明らかにする。 
 
(2) X 戦照射プラナリアを用いた遺伝子発現
比較 

プラナリアでは X線照射によって幹細胞の
ない状態がつくれるので、遺伝子発現解析を
X線照射個体で調べることで、再生に関与す
る遺伝子が幹細胞由来の発現なのか、分化し
た細胞由来なのかを明らかにすることで、分
化細胞と幹細胞の役割の切り分けを行う。 
 
(3) マウス ES 細胞プラナリア 

また、プラナリアで発見された分子メカニ
ズムについて、マウスでどこまで同じような
分子が関与しているかを調べるとともに、そ
れらの分子を操作して、マウスの種々の幹細
胞からシャーレ内での器官形成に挑戦する。 

 
４．研究成果 
 
(1) プラナリアの再生から解読された器官
形成のメカニズム解明のためのポイント 

 
プラナリアの再生過程における時系列に

そった遺伝子発現解析と、X 線照射によって
幹細胞を除去した実験の組み合わせから、①
幹細胞システムを制御するプライマリーな
分子システムは<分化した細胞が提供する位
置情報システム>であること、②位置情報を
つくる分子システムも再生の時系列にそっ
て変化し、それに反応する幹細胞も刻々と位
置情報への反応性を変化させていること、③
幹細胞がある程度コミットメントを受ける
と今度は位置情報を提供する側に変化しう
ること見出した。これらの結果は、位置情報
システムの理解だけでも、また幹細胞の研究
だけでも、器官形成の謎に迫るには不十分で
ありことを示唆している。すなわち、<位置
情報をつくる分子システムのダイナミズム>
と<幹細胞システムのダイナミズム>の両方
の解析と、さらに<それら 2 つのダイナミズ

ムをマッチングさせる細胞・分子システム>
の理解の 3点を同時平行的に研究しなくては
器官形成のメカニズムの解明に至らないと
結論された。 
そこで、本研究では、上の 3点のそれぞれ

について研究を展開した。 
 

(2)位置情報をつくる分子システムの解明 
 
位置情報は、1.両端を作り(ディスタリゼ

ーションと呼ばれる)、2.次ぎにインターカ
レーションによって間をつくる、という普遍
的な仕組みによって形成される。プラナリア
の再生過程では、頭部再生芽が頭側の端とな
り、尾部再生芽が尾側の端となり、その間で
のせめぎ合い(インターカレーション)によ
って体の位置情報が再編成され、全能性幹細
胞が新たな位置情報に応じた細胞に分化す
ることで、どの断片からも 1個体が再生する。 

 
①プラナリアの前後軸に沿った位置情報

形成機構の解明(I) –頭側シグナルと尾側シ
グナルの同定 
 
HiCEP 法によって、頭側で特異的に活性化

される FGF受容体と高い相同性をもつ新たな
nou-darake ファミリー遺伝子が同定される
とともに、再生初期に MAP キナーゼの脱リン
酸化酵素(mkp:MAP kinase phosphatase)遺伝
子が活性化されることを見出した。これらの
結果から、再生初期に MAP キナーゼが活性化
され、かつ頭部形成に重要な機能を果たして
いることが示唆された。実際、種々の阻害剤
や RNAi を使った解析によって、頭側を作る
シグナル分子は MAP キナーゼと結論された。
また、尾側を作るシグナルが Wnt によって活
性化される b-cateninであることが他のグル
ープによって解読された。 
 
②プラナリアの前後軸に沿った位置情報

形成機構の解明(II)-インタカレーションの
分子メカニズムの解明 
 
頭側を作るシグナルが MAP キナーゼであ

り、尾側を作るシグナルが b-catenin である
ことが解読されたことで、この 2つのシグナ
ルがどのように協調して(せめぎ合って)前
後軸にそった位置情報を作るかの解読を行
った。 



 

 

HiCEP 法と EST 解析によって新規に同定さ
れた 3 つの nou-darakee like 遺伝子(ndl- 
l,-2,-3:と命名)が体の前後軸にそって異な
る領域で発現しており、前後軸にそった位置
情報を作るのに重要な役割を果たしている
ことが示唆された。そこで、RNAi と阻害剤を
組み合わせた解析をすることによって、
nou-darake ファミリー遺伝子が、頭側からの
MAP キナーゼのシグナル強度を制御するのみ
ならず、尾側からくる b-catenin シグナルと
のクロストークにも関与して、頭部・前咽頭
部・咽頭部といった前後軸そった体の領域が
作られることが明らかにされた。 

 
③プラナリアの前後軸に沿った位置情報

形成機構の解明(III) –頭側と尾側の極性を
作るメカニズムの解明 

 
頭側の再生芽で MAP キナーゼが、尾側の再

生芽で b-cateninシグナルが活性化されるメ
カニズムが RNAi で頭から尾が再生してくる
遺伝子 DjPatched(hhの受容体)の同定によっ
て解明された。プラナリアでは前後にそった
神経で hh がつくられており、神経の中を hh
が一方向に流れていると仮定すると、体を切
断されると、神経後方切断点より hh が漏れ
ることで、Wnt の発現誘導がかかり、後方再
生芽で b-cateninシグナルが活性化されるこ
とが理解された。体の極性を決めている分子
メカニズムの解明に初めて成功した。 

 

 
(3)幹細胞システムのダイナミズムの解析 
 

①FACSを用いた幹細胞の精製と2種類の幹
細胞の同定 

 
ブラナリアで X 線に感受性の高い細胞を

FACS で精製する方法を開発し、プラナリアに
は 2種類の幹細胞がいることを明らかにした。
それぞれの幹細胞に特異的なマーカー遺伝
子を HiCEP 法で探索したところ、核内タンパ
ク質をコードする#01 遺伝子を発現している
間充織の周辺部に分布している幹細胞
(TypeI)と、幹細胞特異的な RNA 結合タンパ
ク質 PIWI を発現して、間充織の深部に分布
している幹細胞(TypeII)に分けられること
に成功した。 

②幹細胞ダイナミクスの解明 
 
TypeII の幹細胞が従来 neoblast(新生細

胞)言われていた細胞と一致し、高い増殖性
を保持しながら種々の分化細胞を提供して
いること、一方、TypeI の幹細胞は本研究で
初めて明らかにされた休止期の幹細胞であ
ることが判明した。さらに、TypeI と II の幹
細胞は両方向の可塑性をもっており、p53 遺
伝子がその切り換えを監視しており、TypeI
の状態で幹細胞のクォリティ・チェックをし
ていることが示唆された。これらの事実から、
われわれは、<細胞ドッグ>という概念を提唱
した。すなわち、プラナリアでは、幹細胞の
クォリティ・チェックを行う場所を提供する
ことによって、恒常的に健康な幹細胞の維持
管理を実現させ、幹細胞の無限増殖を可能に
していると考えられた。 
 

(4)幹細胞ダイナミズムと位置情報との関係 
 
①再生芽形成時にあける幹細胞ダイナミ

ズム 
 
再生初期段階に MAPキナーゼの脱リン酸化

遺伝子(Djmkp)が活性されることが判明した
ことによって、切断後のシグナルの入り方と
幹細胞の挙動が明らかとなった。すなわち、
切断された刺激は、切断面近くの分化細胞で
MAP キナーゼの一種である JNK シグナルが活
性化され、その範囲にいるTypII幹細胞でMAP
キナーゼが活性化され、活性化された幹細胞
は piwiの転写を停止して再生芽を形成する。 
 
②尾部再生芽の形成と維持 
 
再生芽形成の初期段階で、頭部再生芽も尾

部再生芽も同じように MAPキナーゼの活性化
によって形成される。が、尾部では、前述し
たように hh が神経末端から放出され、hh シ
グナルを受けた一部の分化細胞で WntP1遺伝
子が活性化される、この WntP1 が後方にでき
た再生芽に参画した幹細胞で WntP1 や Wnt11
遺伝子を活性化させ、尾部再生芽では Wnt シ
グナルのポジティブ・サーキットが形成され
る。その結果、断片後方部では b-catenin シ
グルが広い範囲で活性化されるとともに、
MAP キナーゼ・シグナルは抑制される。 
さらに、この尾部再生芽の成長にともない

再生芽の細胞から WntP1陽性の分化細胞がつ
くられること、その時に LimHomeobox 遺伝子
の転写活性が不可欠であることを見出した。
LimHomeobox 遺伝子を欠損すると、尾部構造
を維持できなくなることから、尾部側のアイ
デンティティを維持するためには、恒常的に
幹細胞から位置情報を提供する分化細胞を
作る機構が必要であることが判明した。 



 

 

③頭部再生芽の形成 
 
一方、頭部再生芽では、Patched が Wnt シ

グナルの活性化を抑制したままの状態であ
るために、頭部再生芽では幹細胞・分化細胞
が協調しながら、ともに MAP キナーゼ・シグ
ナルのポジティブ・サーキットを形成し、頭
部を形成していくともに、後方からくる
b-catenin シグナルと相互作用することで、
インターカレーションを引き起こすと理解
された。 

 
④脳原基の形成と脳原基内での位置情報

形成 
 
頭部では、nou-darake が MAP キナーゼ活性

をある閾値以上の強度を保持することによ
って、再生芽に参画した幹細胞から脳の原基
を形成するよう制御していると考えられた。
また、脳の原基の後方で WntA が活性化され
ることによって、脳原基内にも前後軸に沿っ
た位置情報がつくられることが明かとなり、
体全体の極性に応じて、各臓器の原基にも座
標がつくられることが判明した。これが、各
臓器が体全体とコーディネートした形を持
つ要因と考えられた。すなわち、幹細胞がす
でに脳の細胞としてのコミットメントを受
けた状態で b-cateninのシグナルを受けると
脳の後方の神経細胞に分化するように制御
されていることが示唆された。 
 

このように、全能性幹細胞から臓器を再生
するまでには、いくつもの段階的なコミット
メントがあり、各段階に応じたシグナルシス
テムが稼働するとともに、それらのシグナル
を維持する仕込みも臓器再生には不可欠で
あることが明かとなった。位置情報シグナル
を維持するためには、幹細胞自身も位置情報
を作る分化細胞になることが必要であり、こ
のあたりに器官形成の複雑さがあり、今まで
全くの手つかず状態であった理由がプラナ
リアを使って初めて明らかにされた。 

 

【解説】プラナリアでは、前後軸の極性にもとづ

いて座標を形成しており、nou-darake がシグナル

強度を一定に区切ることによって(灰色点線)体の

領域を規定し、各領域に必要な臓器の原基が形成

される。また、各原基ごとに Wnt の発現などによ

って臓器の座標が作られて、形のある臓器が再生

される。 

 

(5)マウス ES 細胞への応用 
 
プラナリアの再生研究は、幹細胞だけから

臓器を作ろうとしているところに落とし穴
があることを示唆した。すなわち、分化した
細胞から提供される種々のシグナルが初期
段階で不可欠であること、またシグナルを維
持するためにも、幹細胞が場を作るための細
胞に分化できる環境を作る必要があること
を示唆している。これらの観点を組み入れて
マウス ES 細胞からの脳形成を試みた。 
 
①マウスのシステムとプラナリアのシス

テムの共通性 
プラナリアの再生研究が、意外とマウスの

ES 細胞を用いた臓器再生研究に通じること
が次々と明かとなった。まずは、マウス
nou-darke ホモログ遺伝子のノックアウトマ
ウスを作成したところ、マウスでも MAP キナ
ーゼ活性が後方に漏れることによって、脳領
域の後方拡大がプラナリアと同様にみられ
るという予備的な結果が得られた。すなわち、
nou-darke 遺伝子は、MAP キナーゼ活性を一
定以上に保つことによって、その発現範囲に
頭部、すなわち脳を作るようにしている普遍
的な仕組みであることが示唆された。 
また、オースチン・スミスらによって、MAP

キナーゼ活性と GSK3 活性を抑えれば、ES 細
胞の維持増殖が可能であるという報告は、プ
ラナリアでの全能性幹細胞のコミットメン
トに MAP キナーゼ活性、それに続く MAP キナ
ーゼ活性と b-cateninシグナル強度で分化運
命の決定がなされることとの共通性がみて
とれた。 
 
②プラナリアのアイデアを組み込んだマ

ウス ES 細胞から脳を作る試み 
 
マウス ES 細胞から脳を作るためには、マ

ウス ES 細胞にどのようにして周囲からの位
置情報を付加し、さらに位置情報を維持する
ための環境を提供するかを工夫しなくては
ならない。そこで、われわれは、発生初期の
ニワトリ胚の発生の場を借りて、それらの環
境を提供することを試みた。すなわち、マウ
ス ES 細胞のシートを胚盤葉期のニトワリ胚
の将来の脳原基になる場所に移植した。する
と、われわれの期待通りに、ニワトリ胚の環
境下で、周囲のニワトリ胚から位置情報が不
可されるとともに、ダイナミックに変化する
維持機構も稼働して、ニワトリ胚の中でマウ
ス脳が器官形成されることを見出した。マウ
スにおいても器官形成にはプラナリア同様
に幹細胞と位置情報のタイナミズムのマッ
チングの重要性を示すことに成功した意義
は大きく、今後はマッチング・メカニズムの
解明を行い、脳を作ることを目指す。 
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