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研究成果の概要（和文）： 
 MSCの自己複製能を制御する分子機構としてWnt/Notchによる未分化性維持機構が提唱され
ている。研究では哺乳類の発生において自己複製と分化をコントロールしながら高次機能とい
う複雑な組織構築に寄与することが知られる幹細胞の時間空間的な制御に関わる Wnt, Notch,
シグナルを可視化することにより、Wnt/Notchがどのように役割を分担し、あるいは他の分子
と相互作用し、自己複製に関わっているのかを解析することで、MSCの自己複製および細胞系
譜決定機構を明らかにする試みを行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
It has been advocated that Wnt, Notch signals involve molecular mechanism of 
self-renewal or differentiation in various somatic stem cells. In mammalian development, 
stem cell controls complicated organizational structure as high‐order function, while 
controlling self-renew and differentiation. In this project, we attempted to clarify 
self-renewal and cell lineage decision mechanism of MSC.  Our method was to visualize 
Wnt,Notch signals, which has a potential for temporospatial controls of stem cells. By 
visualizing Wnt,Notch signals, we could analyze how Wnt/Notch separates their roles, or 
interacts with other molecules in order for self-replication. 
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１．研究開始当初の背景 
骨髄中には造血幹細胞に加え、間葉系幹細胞
(Mesenchymal stem cells: MSC)が存在して
おり、脂肪・軟骨・骨など間質細胞への分化
能を持つことが知られている。MSCは培養条
件によっては間質細胞のみならず神経 
(Kondo, PNAS, 2005)・骨格筋 (Dezawa, 
Science, 2005)・心筋 (Miyahara, Nature Med, 

2006)など、間質以外の細胞への分化能も示
すことから、近年、これらの組織の難治性疾
患に対する細胞移植療法のための魅力的な
細胞ソースとして注目され、臨床応用を目指
した研究が国内外で盛んに行われている。 
 しかしながら、一般的に用いられている
MSCの分離法は非常に原始的である。従来の
方法では、骨髄細胞を培養皿上で培養後、付
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着増殖した細胞をもってMSCとみなすとされ
ており、造血幹細胞研究で長く行われてきた
ような細胞表面抗原解析が進んでおらず、有
効な抗原マーカーが知られていない。実際に、
この方法で得られた細胞集団は、MSC・前駆
細胞・血液細胞等の雑多な集団にすぎず、こ
のような細胞集団を用いての性状解析で得
られた結果をMSCそのものの性状とはみなせ
ず、様々に矛盾する結果が得られている。ま
た骨髄内での挙動や局在などin vivoの動態
を詳細に解析することも不可能である。 こ
のような理由から、純度の高い MSCsを用い
ての生理学的な性状、あるいは目的の細胞へ
の分化誘導方法など、安全で効率的な臨床応
用のために必須である基礎的な研究はほと
んど進んでいないのが現状である。 
 研究代表者らはこれまでにフローサイト
メトリーによる細胞分離技術を活用した組
織幹細胞分離に関する研究を精力的に行っ
てきており、近年マウス（Morikawa, Nature 
Med投稿中）およびヒト骨髄細胞より特異抗
原を指標にフローサイトメトリーを用いて
MSCsを直接分離する技術を確立した
（Mabuchi, 投稿準備中、特願2007-231298）。
特にヒト MSCは CD90 CD271共陽性細胞中に
高頻度に含まれており、単一細胞分取によっ
て96穴１プレートあたり約20個という高頻
度で MSCの特徴的性質とされる CFU-F（線維
芽細胞様コロニー形成能）、長期増殖能およ
び脂肪・骨・軟骨等、間葉系細胞への多分化
能を示す。この高頻度で培養増幅可能である
が故に、単一細胞由来のMSCクローンを得る
ことが非常に容易であり、事項で述べるよう
な単一細胞を用いた細胞機能の詳細な解析
が可能となる。 
MSCの自己複製能を制御する分子機構として
Wnt/Notchによる未分化性維持機構が提唱さ
れている(Hilton, NatMed, 2008,Boland, JCB, 
2004, 2004, Baksh, JCB, 2007)。しかしな
がら、それらは全て従来法によって得られた
純度の低いMSC集団を用いて得た知見であり、
高純度かつ単一幹細胞レベルで、Wnt/Notch
がどのように役割を分担し、あるいは他の分
子と相互作用し、自己複製に関わっているの
かは未だ不明である。研究代表者らは特異的
プロモーター制御下に EGFP蛍光蛋白を発現
させるレポーター遺伝子およびその導入動
物を用い、Wnt/Notchシグナリング可視化の
試みを行ってきた(Kohyama,Dev.Biol., 2005, 
Moriyama, Genesis, 2007)。そこで、単一MSC
培養系に対しWnt/Notchシグナルレポーター
遺伝子を導入することによって、MSCの未分
化性維持におけるWnt/Notchカスケードにつ
いて単一細胞レベルでモニタリングを行う
ことが可能となると考え、本研究プロジェク
トを提案した。 
２．研究の目的 

申請者らがこれまでに開発した細胞分離技
術やレポーター遺伝子群を活用し、その未分
化性維持や分化の方向決定の分子機構を体
系的に解明することによって、幹細胞・前駆
細胞・成熟細胞のふるまい（未分化性維持、
分化の方向性決定）をコントロールするメカ
ニズムを理解する。 
３．研究の方法 
体性幹細胞の一つであるMSCは、試験管内で
無限に増幅可能なES/iPS細胞などと異なり、
限られた回数しかその未分化性を保ったま
ま増幅できない。本研究では、MSCの未分化
性維持機構を明らかにする目的で、以下の検
討を行った。 
(1) 間葉系幹細胞の発生起源を明らかにする 
① 神経提由来間葉系幹細胞の成体マウス骨

髄での存在を明らかにする。 
② 神経提由来MSCとそれ以外のMSCの差は
何か？を明らかにする 

③ 沿軸中胚葉特異的Mesp1-creマウスを用
いた中胚葉由来MSCの解析を行う 

④ 中胚葉系MSCの骨髄内での存在を明らか
にする 

⑤ 中胚葉系MSCの機能解析を行う 
(2) Wnt/Notch1による未分化性維持機構 
①  特異抗原を指標としたフローサイトメ
トリーによるMSCの直接分離により、培
養過程を経ず純度の高い幹細胞集団を得
る。 

② 単一間葉系幹細胞にレポーター遺伝子導
入しWntシグナルを可視化することによ
って、そのin vitroでの未分化性がモニ
タリング可能か否か？すなわち、 EGFPの
発現を指標に、未分化性を保持したまま
増殖（自己複製）する細胞と未分化性を
失った細胞を分離可能か否か？の検討を
行う。 

③ 遺伝子導入動物を用い、成体MSCにおけ
るWnt/Notchシグナルの役割を明らかに
するため、in vivoでのシグナル活性化細
胞の局在を明らかにする。 

④ 分離した未分化MSCと未分化性を失った
細胞集団との間で遺伝子発現の差違を比
較することによって、MSCの未分化性維
持および分化の方向性を決定する機序の
検討を行う。 

４．研究成果 
(1)間葉系幹細胞の発生起源を明らかにする 
① 神経堤細胞特異的にcreを発現するP0-cre 
GFPマウスとCAG-loxP-stop-loxp-GFP 

(CAG-EGFP)マウスを交配し、神経提由来細

胞の細胞運命をトレースした。骨髄を対象

に、濃縮されたMSCs集団であるPDGFRα

+Sca-1+分画をフローサイトメトリーで解

析した結果、PDGFRα+Sca-1+細胞中約10%

がGFP陽性であり、神経堤由来の間葉系幹細

胞が存在することが明らかになった。 



 

 

② P0+,P0-両方の分画より分離したMSCsはどち
らも脂肪、軟骨、骨等、間葉系細胞への分

化能を持ち、両者には機能的な差が見られ

なかった。 

③ 初期の原腸胚形成期に沿軸中胚葉領域に発

現するMesp1遺伝子プロモーターの下流に

creを発現するトランスジェニックマウス

(Saga et al. Development 126; 3437-47, 
1999)を用い、成体における中胚葉幹細胞を
含む沿軸中胚葉由来の細胞を同様に特異的

に標識しトレーシングする試みを行った 

④ Mesp1-cre/CAG-EGFP マウスをフローサイ
トメトリーサイトメーターにて解析した結

果、PDGFRα+Sca-1+細胞中GFP陽性細胞は約

15%であった。 

⑤ MSCはMesp1陽性陰性いずれの分画にも存在
し、どちらの分画からも脂肪、軟骨、骨へ

分化する間葉系幹細胞を分離することが可

能であった(Niibe et al 2011)。 

以上の結果から、成体マウス骨髄中には

少なくとも、神経堤由来、沿軸中胚葉由来

と其れ以外、という発生由来の異なる間葉

系幹細胞が存在しているが、それぞれのMSC

は全く同じ増殖能と分化能を示し、機能的

な差が全く見られないことが明らかになっ

た。 
(2) Wnt/Notch1による未分化性維持機構 
① マウス骨髄中のMSCはPDGFRおよびSca-1共
陽性分画に存在することが明らかになっ

たが、更に純度を上げるためのマーカー検

索を行ったところ、p75が有力な候補とな

る可能性が明らかになった。 

② Notchシグナリングの下流に位置する

HES1プロモーター制御下に改変型YFPを

発現させるレポーター遺伝子を導入した

変異マウス(Kohyama Developmental 

Biology 2005)およびWntシグナル系下流

でCyclinD1プロモーター領域に作用する

LEF/TCFプロモーター領域とEGFPを用い

たレポーター遺伝子導入動物(Moriyama, 

Genesis, 2007)を作製した。 

③  遺伝子導入動物を用い、成体MSCにおける

Wnt/Notchシグナルの役割を明らかにする

ため、in vivoでのシグナル活性化細胞の

局在の解析を行ったが、骨髄内での明確な

像は得られなかった。 

④ 分離した未分化MSCと未分化性を失った細

胞集団との間で遺伝子発現の差違を比較

することによって、MSCの未分化性維持お

よび分化の方向性を決定する機序の検討

を行ったところ、未分化MSCではNotch2下

流でHey2が活性化していることが明らか

になった。また、Wnt下流ではβカテニン

を経由する通常経路の活性化は未分化性

維持に関与せず、Rorを介した非通常経路

が活性化していることが明らかになった。  

以上の結果から、MSCの未分化性維持に関

与する分子群が徐々に明らかになってい

るが、現時点ではまとまった報告には至っ

ていない。今後gain/loss-of function等

による機能解析によりMSC本来が持つ未分

化性維持機構を明らかにして行きたいと

考えている。 
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