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研究成果の概要（和文）：ヒト ES 細胞の至適な培養法、組織幹細胞誘導法、in vivo 同定法の
確立を目指して研究した。ヒト ES細胞から血液細胞、血管内皮細胞、ヘマンジオブラストの培
養が可能となった。ES細胞からサテライト細胞、骨格筋細胞を誘導することに世界で初めて成
功した。ヒト ES細胞からの心筋細胞への分化系を確立した。NOGマウスを用いたヒト幹細胞の
測定系を確立した。ES 細胞研究から得られた成果は、iPS細胞研究へも応用できることが明ら
かとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We attempt to discover the culture system for generation of desired lineage-specific stem cells from 

human ES cells and succeeded in generating progenitor cells for hematopoietic cells, endothelial cells, 
skeletal muscle, cardiomyocytes and neural cells.   

VEGFR-2(+) CD34(+) cells are identified as a candidate of primate hemangioblasts.  We 
established a novel protocol to derive myogenic precursors from murine ES/iPS cells with a monoclonal 
antibody SM/C-2.6 that recognizes quiescent satellite cells.  SM/C-2.6-positive cells are highly 
myogenic and efficiently differentiate into myofibers both in vitro and in vivo. We recently 
developed culture system for skeletal muscle cells from human ES cells.  

Recently, we developed an excellent humanized model mouse, NOG mouse, in which successful 
engraftment was achieved even if small number of CD34+ cells were transplanted into the mice. In this 
study we confirmed that NOG mouse was useful for evaluation of ES/iPS cell-derived tissue specific 
stem cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトES細胞は自己複製能とあらゆる細胞
への多分化能を有している。再生医療を視野
に入れた研究が欧米を中心に爆発的に展開
されているが、まだヒトES細胞から特定の組
織幹細胞だけを作成した研究は報告されて
いない。本研究の成果は、将来のヒトES細胞
を用いた安全で有効な再生医療の基盤技術
開発にとどまらず、ヒトにおける組織発生、
再生機構に関する多くの情報が提供され、新
たな学術的研究領域を開拓するものと考え
られる。 
 
２．研究の目的 
 ヒトES細胞から組織幹細胞のみを特異的
に誘導する分子機構の解明は、基礎的研究に
重要な課題であるのみならず、ヒトES細胞を
用いた再生医療の基盤技術として欠かせな
いものである。本研究では、ヒトES細胞の至
適な培養方法の確立、各種サイトカインやス
トローマ細胞のスクリーニングにより系列
特異的組織幹細胞誘導培養方法を確立する。
また、その過程で特異的に発現する細胞表面
抗原分子の同定とその分子に対するモノク
ローナル抗体の作成などにより、各種ヒト組
織幹細胞の分離システムを構築し、我々が開
発したNOGマウスを用いてヒト組織幹細胞の
前方視的同定を可能にしたいと考えている。
さらに、ＥＳ細胞から組織幹細胞へと変化す
る過程において、駆動する遺伝子を各組織幹
細胞毎に網羅的に解析し、同定された遺伝子
の発現制御による組織幹細胞作成を試みる
ことを目的としている。 
 
３．研究の方法 
 本研究においては、我々が今まで培ってき
たマウス ES 細胞、サル ES 細胞において得
られた知見を基盤にしながら、ヒト ES 細胞
を用いた特異的組織幹細胞の作成を達成す
ることを目的とする。加えて重要なポイント
は、作成された組織幹細胞の評価は、最終的
に生体を用いて行う必要があることである。
われわれの開発した NOG マウスは、ヒト組
織幹細胞を測定するのに最も優れたマウス
であることが明らかにされており、ヒト ES
細胞より作成した様々な組織幹細胞の評価
が可能と考えられる。本研究においては、マ
ウスやサル ES 細胞で得られた知見をヒト
ES 細胞に適応し、その類似性、相違性につ
いて検討を行いつつ、ヒト ES 細胞に適した
組織幹細胞の作成、同定の基盤技術の開発を、
網羅的に行う。 
ここでは以下の検討を行う 
（１）ヒト ES 細胞培養方法の確立 
研究開始当初、我々はサル ES 細胞の培養

に精通していたが、サル、ヒト間においても
差異が存在することが予測され、ヒト ES 細

胞の培養方法を確立する。 
（２）霊長類 ES 細胞に適した組織幹細胞誘

導培養方法の確立 
霊長類 ES 細胞から、マウス ES 細胞と同

様な分化条件で、in vitro における分化培養
を試み、目的とする組織幹細胞の作成が同様
な方法で可能か否かを検討し、サル、ヒト等
の霊長類 ES 細胞における各種組織幹細胞に
適した培養系の確立を図る。 
（３）細胞表面抗原を用いたヒト組織幹細胞

の同定 
さまざまな培養条件下で出現してくる細胞

の細胞表面抗原の発現を、マウス ES細胞のそ
れと比較対照し、ヒトＥＳ細胞から in vitro
において作成される組織幹細胞の前方視的同
定を試みる 
（４）ヒト特異的組織幹細胞表面抗原分子の
同定 
ヒト組織幹細胞に特異的に発現する細胞表

面抗原の同定を行い、新規遺伝子の単離を試
みる。また、新規分子に対するモノクローナ
ル抗体を作成し、より効率的なヒト組織幹細
胞の分離が行えるシステムを開発する。この
解析により、ヒト組織幹細胞の前方視的同定
が可能となる 
（５）．ヒトＥＳ細胞より組織幹細胞形成に関

与する分子の同定 
ＥＳ細胞が、組織特異性を獲得しつつも自

己複製能を保持する組織幹細胞へと変化す
る過程において、駆動する遺伝子を各組織幹
細胞毎に網羅的に解析する。その中から、ヒ
ト ES 細胞より、各種組織幹細胞の形成にお
いて必須な役割を果たす遺伝子を同定し、そ
れを用いて人為的にヒトＥＳ細胞より目的
とする組織幹細胞の作成を試みる。 
（６）ヒトＥＳ細胞よりの組織幹細胞形成に

おける外的制御因子の解明 
 ＥＳ細胞より組織幹細胞への分化の過程
において、細胞間のシグナル伝達が重要な役
割をはたすことが想定され、それには液性因
子、細胞表面分子等の外的制御因子の介在が
推測される。これらの外的因子の同定を行い、
ヒト ES 細胞より、各種組織幹細胞形成に至
る分子生物学的基盤を明らかとする。さらに、
これらの分子を用いた分化培養系の確立を
試み、動物細胞の共培養を伴わない安全で有
効なヒト組織幹細胞培養システムを確立す
る 
（７）免疫不全マウスを用いたヒト ES 細胞

由来組織幹細胞の機能評価 
再生医学、再生医療の実現のためには、生

体内へ移植した組織幹細胞の目的とする組
織への特異的移行・生着・分化が担保される
必要がある。さらに、分化した組織特異的細
胞は、その組織に特有な機能を発揮する必要
がある。また、一方では、移植された細胞が、
目的としない組織を形成したり、また、最悪



 

 

の場合として想定される腫瘍性病変等の発
生の危惧を除外する必要がある。ヒト ES 細
胞由来組織幹細胞の機能評価には、ヒト以外
の動物を用いた機能評価システムの開発が
必須である。しかし、そこには異種間移植と
いう免疫学バリアーが存在する。近年、我々
は、従来ヒト細胞移植に多用されてきた
NOD/SCID マウスに、更なる免疫不全を引き
起こす common IL-2 receptor gamma chain
の変異を導入した NOG マウスを作成し、ヒ
ト臍帯血由来造血幹細胞を移植することに
より、ヒト造血機構、免疫機構に加えて、ヒ
ト肝組織がより効率的に再構築されること
を明らかにした。我々の今までに得ている結
果より、NOG マウスは、様々なヒト ES 細
胞由来組織幹細胞の生体内機能評価に応用
できることが予期される。我々の作成したさ
まざまな組織幹細胞をこのマウスに移植し、
目的とする組織への生着、増幅、分化能構築
が達成されるか、また予期しない副反応が発
生しないか等について、検討を加える。 

 
４．研究成果 
これまで行なわれてきた研究の主な研究成
果について以下に示す。 
（１）NOG マウスを用いたヒト幹細胞の測定
系を確率した。既にヒト造血幹細胞を用いた
NOG マウスへの移植実験によりヒト造血幹
細胞はこのマウスの中で全ての血球系に分
化し、しかも自己複製することを報告してき
た。今回このマウスを詳細に解析することに
より、マウス肝臓の中にヒト肝細胞の性質を
持った細胞が出現してくることが観察され
た。その機序を詳細に検討すると、ヒト造血
幹細胞とマウス肝細胞が細胞融合を起こし、
ヒトの肝細胞の性質を獲得することが明ら
かとなった（FASEB J.21:3499,2007）。 

本実験からも明らかなように NOG マウス
はヒト各種幹細胞の in vivo測定系として極
めて優れていることが示された。現在、ES
細胞から分化させた種々の細胞をこのマウ
スに移植し、その性質を検討し始めている。
本研究は、当初計画に沿って順調に進行して
いると考えられる。 
（２）ヒト、サル ES細胞から血液細胞への
分化系を確立した。サル及びヒト ES細胞か
ら VEGFR-2、CD34両者陽性の細胞が培養日数
とともに増加することが明らかとなった。し
かしながら、3種類のヒト ES 細胞株を用いて
検討したところ、両者陽性の分画が多いもの
と少数しか出現しないものがあり、同じ ES
細胞といっても必ずしも分化のしやすさは
同一ではないことが明らかとなった。
VEGFR-2(+)、CD34(+)細胞からは様々な血液
細胞及び血管内細胞が出現した。両者が共通
の細胞（ヘマンジオブラスト）から出現する
かどうかをクローンソーティングを用いて

単細胞培養し、検討した。その結果、既にマ
ウスで報告されているヘマンジオブラスト
がヒトやサルにも存在することが明らかと
なった(Blood109:2406,2007、
Proc.Natl.Acad.Sci.USA105:13087,2008)。 
本研究も計画通り順調に進行しているが、ES
細胞から誘導した各種細胞を NOGマウスに移
植する実験を精力的に行なっているが、未だ
マウス骨髄を再構築させる能力を持った造
血幹細胞は検出できていない。世界的にも ES
細胞から造血幹細胞を誘導する実験が行な
われているが、HOXB4 遺伝子を新たに導入す
るなどの操作をしない限り ES 細胞からの造
血幹細胞の誘導には誰も成功していない。で
きれば遺伝子導入することなく ES 細胞から
造血幹細胞を誘導する系を確立すべく検討
していきたいと考えている。 
（３）ES 細胞から骨格筋細胞への誘導系の
確立 
 ES 細胞を用いて筋ジストロフィーなどの
難治性筋疾患の治療が将来の夢として語ら
れている。しかし、ES 細胞から遺伝子導入
することなく筋細胞を誘導したり、骨格筋の
幹細胞であるサテライト細胞を誘導するこ
とには誰も成功していなかった。我々は、ま
ずマウスの系でES細胞からサテライト細胞、
骨格筋細胞を誘導することに成功した
（Chang H et al. FASEB J. 23：1907, 
2009）。この ES 細胞由来のサテライト細胞
を Duchenne 型筋ジストロフィーのモデル
マウスである mdx マウスに移植したところ、
筋肉が再生され、ジストロフィン蛋白を持つ
筋繊維が長期に渡り維持できることが確認
された。本知見は、今後の筋ジストロフィー
への再生医療の可能性を示す重要な結果と
考えている。 
 ヒトES細胞から骨格筋細胞への分化につ
いても検討した。ヒト ES 細胞から攣縮する
能力を持った骨格筋が形成されたが、その前
駆細胞であるサテライト細胞の細胞表面抗
原については全く報告はなく、現在候補とな
る分子を検索中である。 
（４）ES 細胞から心筋前駆細胞の誘導系を
確立した。 

マウス ES 細胞を PA6 と共培養する系に
より、心筋前駆細胞である Flk1 陽性細胞を
効率的に誘導する系を確立した。本細胞を拡
張型心筋症をモデルマウスに移植すること
により心機能が著明に改善されることを見
出した。また、この細胞の移植により腫瘍形
成は全く見られず、再生された心筋はホスト
心筋と細胞間結合で結ばれ、心筋としての活
動 電 位 を 有 : す る こ と が 確 認 さ れ た
（Cardiovascular Res. 76:119,2007、Stem 
Cells 25:1375, 2007）。ヒト ES 細胞からの
心筋細胞への分化系を確立した (Biochem. 
Biophys. Res. Com. 387:482,2009)。 



 

 

研究はほぼ順調に進行したが、2007 年末
にヒト iPS 細胞が報告されたことから、iPS
細胞を用いた研究が世界的に激しい競争の
中で行われている。我々は本研究を申請した
当初、ES 細胞を用いた研究に特化して行な
う予定としていたが、このような状況からヒ
ト iPS 細胞を用いた研究も平行して行なっ
ている。ES 細胞研究から得られる成果は、
iPS 細胞研究へも応用できることが明らか
となった。 
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