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研究成果の概要： 
申請者は、これまでにヒト ES 細胞から誘導された Flk1 陽性細胞より平滑筋細胞を分化誘導す

ることに成功している。また、共同研究者らは、同じく Flk1 陽性細胞より心筋細胞の分化誘

導に成功している。そこで、本研究では、同じ Flk1 陽性細胞から骨格筋細胞の分化誘導を試

み、Flk1 陽性細胞が 3 種の筋肉すべてに分化する能力を持つか検討を行ったが、一般的な骨格

筋分化条件では成熟した骨格筋細胞へは分化しなかった。 
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１． 研究開始当初の背景 
 
以前、我々の研究室では、マウス ES 細胞か
ら誘導された VEGF 受容体の一つである Flk1
陽性細胞が、血管内皮細胞と平滑筋細胞のい
ずれにも分化する能力を持つ細胞群である
ことを明らかにした(Nature 408:92-6,2000)。
さらに我々は、ヒトでの臨床応用を目指し、
まず霊長類 ES細胞としてサル ES細胞の検討
を行い、霊長類 ES 細胞由来 Flk1 陽性細胞が
その分化動態においてマウスと異なること

を明らかにし、霊長類 ES 細胞から血管内皮
細胞・平滑筋細胞の分化誘導に成功した
（Circulation. 107(16):2085-8,2003）。そ
のノウハウをもとに、日本で最初に 2002 年
文部科学省より正式承認を得てヒト ES 細胞
の研究を開始し、ヒト ES 細胞の大量未分化
維持培養系を確立し、最近ヒト ES 細胞にお
ける血管前駆細胞の分化過程の解析と血管
内皮細胞および平滑筋細胞の分化誘導に成
功した(特願2004-184138号、特願2005-06683
号)。すなわち、未分化マーカーTRA-1 陰性、



Flk1 陽性、PDGF 受容体陽性分画からヒトの
血管内皮細胞および平滑筋細胞を分化誘導
できることを明らかにし、さらに in vitro
にてそれらのヒト ES 細胞由来血管構成細胞
を大量に増幅することにも成功した。そして、
それらの細胞を用い免疫不全マウスにて移
植実験を行い、ヒト ES 細胞から分化誘導し
た血管内皮細胞が生体においてヒト血管を
構築し、更に皮膚潰瘍モデルにおいて移植に
より潰瘍早期治癒が認められることを明ら
かにした。また、下肢虚血モデルにおいても
同様に下肢虚血部分の血流の改善と移植細
胞による血管の形成を認め、中大脳動脈閉塞
脳梗塞モデルにおいても移植局所の虚血脳
血流量が改善し、脱落神経機能の回復が認め
られることを見出した。また、下肢虚血モデ
ルにおいて各血管構成細胞の移植効果を検
討したところ、血管内皮細胞（EC）単独の移
植より血管内皮細胞（EC）＋平滑筋細胞（MC）
の両方の移植の方がより成熟した血管が形
成され血流回復効果が高くより長期的な効
果が認められた。 
このように、これまで我々はES細胞由来Flk1
陽性細胞からの血管内皮細胞・平滑筋細胞の
分化誘導およびそのヒトでの再生医療への
応用の研究を行ってきた。一方、最近、共同
研究者の山下らが、同じマウス ES 細胞由来
Flk1 陽性細胞からフィーダー細胞との共培
養下で平滑筋細胞のみならず心筋細胞も分
化誘導され得ることを報告している（FASEB J. 
19:1534-6,2005）。さらに、他のグループの
遺伝子改変マウスを用いた研究にて、Flk1 陽
性の細胞に Creリコンビナーゼが発現される
遺伝子改変マウスと Creリコンビナーゼによ
り LacZ が発現する遺伝子改変マウスを掛け
合わせることにより骨格筋および心筋に広
く LacZ が発現したという報告があり
（genetics 35:153-9,2003）、骨格筋および
心筋細胞がその発生分化の過程で Flk1 陽性
の時期を経ることが示唆されている。また、
マウス胎児由来 Flk1 陽性細胞から骨格筋を
分 化 誘 導 し た と い う 報 告 も あ る
（Experimental Cell Research 301: 232-41, 
2004）。これらの結果から、ES 細胞由来 Flk1
陽性細胞は、平滑筋・心筋のみならず骨格筋
にも分化する能力を有していることが推測
される。 
 
 
２．研究の目的 
 
近年、各種臓器の分化・再生に関する研究が
進み、再生医療に対する期待は日に日に高ま
ってきている。なかでも、生体のあらゆる細
胞・臓器に分化する能力を有する胚性幹細胞
（ES 細胞）を用いた研究は、発生・分化機
構の解明や再生医療における大きな柱の一

つである。一方、骨格筋細胞は糖・脂質代謝
を担う重要な代謝臓器であり、またインスリ
ンなど各種ホルモンの受容体を持つホルモ
ン標的臓器であると同時にマスクリンなど
生理活性物質を分泌する内分泌器官である
ことが近年明らかになってきており、脂肪細
胞と同様に内分泌代謝臓器としての働きが
注目されてきている。 
我々は ES 細胞から３種類の筋細胞のうちす
でに２種類（平滑筋細胞と心筋細胞）の分化
誘導に成功しており、残る一つである骨格筋
細胞についても背景で述べたように発生分
化の過程で embryo では Flk1 陽性細胞を経
ることが示唆されている。そこで、本研究で
は、ES 細胞由来 Flk1 陽性細胞から骨格筋細
胞の分化誘導を試み、Flk1 陽性細胞が 3 種の
筋肉すべてに分化する能力を持つか検討を
行った。 
 
 
３．研究の方法 
 
マウス ES 細胞・ヒト ES 細胞は既報の方法
に て 維 持 培 養 を 行 っ た （ Nature 
408:92-6,2000, Arterioscler Thromb Vasc 
Biol. Oct;27(10):2127-34,2007）。マウス
ES細胞からのFlk1陽性細胞の分化誘導はコ
ラーゲン IV コートディッシュ上で 4 日間行
い、ヒト ES 細胞からの Flk1 陽性細胞の分
化誘導は OP9 フィーダー細胞との共培養下
で 8 日間行った。Flk1 陽性細胞は FACS Aria
を用いフローサイトメトリーにてソーティ
ングした。遺伝子発現の解析は Reverse 
Transcriptase-PCR 法にて行った。免疫染色
は DAKO EnVision System を用い既報の方
法にて行った（Arterioscler Thromb Vasc 
Biol. Oct;27(10): 2127-34, 2007）。抗骨格
筋ミオシン抗体にはSIGMA-ALDRICH社の
M8421（clone NOQ7.5.4D）を用いた。 
 
 
４．研究成果 
 
平成１９年度は、まずマウス ES細胞を用い、
Flk1 陽性細胞からの骨格筋の分化誘導を試
みた。マウス ES 細胞を分離しコラーゲン IV
コートディッシュ上で１０%血清存在下で分
化誘導を行うと、分化誘導４日目に Flk1 陽
性細胞が約１０%出現した。これらの Flk1 陽
性細胞をフローサイトメトリーにてソーテ
ィングし、１０％血清下で分化誘導を行った
ところ、これまでの検討と同様に平滑筋細胞
が出現した。これら Flk1 陽性細胞を低血清
条件下・２％馬血清存在下などの既報にある
骨格筋分化誘導条件下で分化誘導を試みた
が、これらの条件下では Flk1 陽性細胞は十
分に生育せず、骨格筋系細胞の出現は認めら



れなかった。そこで、筋衛星細胞のセルライ
ンと考えられている C2C12細胞の培養上清を
用いて培養を行ったところ、Flk1 陽性細胞は
良好に生育した。そこで、平成２０年度は、
その条件において、筋幹細胞マーカーである
Pax7、骨格筋芽細胞で発現する MyoD、筋管細
胞で発現する myogenin の遺伝子発現を
RT-PCR 法にてソーティング後２０日間観察
したところ、Pax7 の発現は認めたが、MyoD、
myogenin の有意な発現は認めなかった。また、
明らかな多核の細胞や免疫染色にて骨格筋
ミオシン陽性細胞も出現しなかった。次に、
ヒト ES 細胞を用いて、OP9 フィーダー細胞と
の共培養下で分化誘導後８－１０日目に出
現する Flk1 陽性・未分化 ESマーカーTRA1-60
陰性細胞をソーティングし、ソーティング後
２８日目まで同様の検討を行ったが、MyoD、
myogenin の有意な出現は認めなかった。低血
清・PDGF-BB 添加条件下で細胞密度の低い状
態で培養すると、多核の巨大な細胞が一部に
出現したが、それらは紡錐形ではなく円形で、
骨格筋ミオシンは発現しておらず、形態的に
破骨細胞の出現が疑われた。これらの結果か
ら、現段階ではマウスおよびヒト ES 細胞由
来 Flk1 陽性細胞からの骨格筋細胞の分化誘
導には成功していない。 
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