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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞（MSC）は、その高い汎用性から再生医療で期待されているが、供給源
のドナーに依存し、品質が不安定である問題を抱えている。多能性幹細胞からMSCを誘導する技術が模索されて
いるが、確立には至っていない。本研究は、多能性幹細胞と初期胚発生を模倣するGastruloidを構築し、MSCの
獲得と発生機序の解明を試みた。本研究では、マウスおよびヒト多能性幹細胞を用いてGastruloidの大量誘導法
を確立し、幼若なMSCの出現を捉えた。それらは、LRRC15を発現する高品質なMSCであることが示された。この成
果は、ヒトMSCの供給に関する問題を解決し、再生医療の発展に寄与することが期待される。

研究成果の概要（英文）：Mesenchymal stem cells (MSCs) have shown promise in regenerative medicine 
due to their high versatility, but they are dependent on donor sources and have the problem of 
unstable quality. Techniques to induce MSCs from human pluripotent stem cells have been explored, 
but have yet to be established. In this study, we constructed a Gastruloid that mimics early 
embryogenesis, and attempted to elucidate the mechanisms of MSC acquisition and development. In this
 study, we established a method for mass induction of Gastruloid using mouse and human pluripotent 
stem cells and captured the emergence of juvenile MSCs. They were shown to be high-quality MSCs 
expressing LRRC15. This achievement is expected to solve problems related to the supply of human 
MSCs and contribute to the development of regenerative medicine.

研究分野： 再生医療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでMSCの発生過程はブラックボックスとして覆われていた。本研究結果は、ヒト胚モデルを用いることで
MSCの詳細な発生過程を知ることが可能となる。また、ヒトMSCの供給に関する根本的な問題を解決し、再生医療
のさらなる発展に貢献する。また、本技術で用いられたヒト多能性幹細胞によるGastruloidの構築は、生命現象
の理解を深めるための重要な知見を提供し、ヒト多能性幹細胞の多分化能の証明にも寄与することが期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
再生医療における間葉系幹細胞（Mesenchymal stem cell: MSC）は、運動器再生や抗炎症治

療、臓器・組織再生など幅広い分野で期待されている。本邦では、ドナー細胞として患者本人が
主に選ばれるため、患者自身の年齢や疾患に依存して、MSC の品質が不安定であることが知ら
れている。特に整形外科領域では、対象とする疾患も多く、高品質な MSC を安定供給する技術
開発が急務である。患者組織から採取する方法以外に、多能性幹細胞（iPS や ES 細胞）から
MSC を誘導する技術開発が進められているが、未だに確立されたとは言えず、普及には至って
いない。 
新たなアプローチとして、2 つの新技術: ヒト Naïve 型多能性幹細胞 と Gastruloid 技術 が

注目されています。Gastruloid は初期胚発生を模倣し、極性と多層構造を持ち、複雑な細胞集
団へと分化することが可能なオルガノイドである。また、初期胚と似た分化を示すことから、よ
り幼弱な MSC を得ることができると期待できる。これまでの研究では、既存の ES/iPS 細胞を
用いたため成功率が低く、不安定であったが、新型ヒトNaïve型多能性幹細胞を用いることで、
よりヒト発生を模した Gastruloid の作製が可能となり、安定した MSC の生産の可能性が示唆
される。 
 
２．研究の目的 
 
間葉系幹細胞（Mesenchymal Stem Cell: MSC）を用いた再生医療は急速に進展しているが、

MSC の供給には根本的な課題が存在する。新たな MSC 供給源としてヒト多能性幹細胞からの
分化誘導が試みられているが、その普及には至っていない。主な理由として、ヒト MSC の発生
機序、詳細な性質と正確な分類、由来組織や培養方法による性質の変化など、基本的理解が未だ
不十分である点が挙げられる。また、ヒトの発生解析は倫理的および技術的な制約により困難を
伴う。 
本研究では、我々が独自に開発したヒト Naïve 型多能性幹細胞を用いて、試験管内での初期

胚発生モデルである Gastruloid を構築し、これを用いて MSC の発生機序を解明することを目
的とする。Gastruloid は三次元的にヒト初期胚発生を模倣する培養技術であり、現存する発生
モデルとして最も in vivo に近い特徴を有する。本研究では、ヒトNaïve型多能性幹細胞から誘
導された Gastruloid を活用し、発生初期におけるヒト間葉系原基の発生機序を明らかにし、新
たな分化誘導法の確立を試みる。この研究により、MSC 供給の根本的な問題を解決し、再生医
療のさらなる発展に貢献することを目指す。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、①マウス多能性幹細胞を材料とし、簡便かつ大量に Gastruloid を誘導する方法を

確立、②誘導された Gastruloid 中に幼弱な MSC の出現を捉える、③①および②で得られた結果
を踏まえてヒト多能性幹細胞へ応用 を実施した。 
従来 Gastruloid は発生モデルとして利用されており、小規模でしか誘導システムは存在してい
なかった。しかしながら、分化誘導で用いるためには、大量に均一な Gastruloid を準備する必
要がある。また、実際の再生医療への応用を見据えて、なるべく簡便な方法を開発する必要があ
る。そこで、高分子ポリマーと回転台を用いた新規誘導法の検討を行った。 
実験②では、新規に得られた Gastruloid 中に MSC が出現するか検討した。特に、Gastruloid は
初期胚発生を模した分化を示すことから、出現してくる MSC は幼弱な MSC であると想定した。そ
こで、MSC の高品質性を示す LRRC15 を標的とし、LRRC15 陽性細胞が出現してくるか検証した。 
実験③では、上記研究を踏まえて、ヒト多能性幹細胞を用いて Gastruloid 誘導および LRRC15 を
標的とした MSC の新規誘導法の確立を検討した。 
 
４．研究成果 
 
本研究では主に 3つの実験を実施した。 
実験①では、Gastruloid の大量誘導・培養技術の開発を実施した。マウス多能性幹細胞を用い

て、最適な細胞数を検証したところ、1.0ｘ105 cells/ml よりも少ない細胞数では、得られる細
胞塊が大きく、得られる Gastruloid の数が少なかった。一方で 8x105 cells/ml 以上では、得ら
れる細胞塊は多いが、大きさが小さくなり十分に育つのが困難であった。また、Gastruloid は
立体構造を維持した状態で培養する必要があるが、通常の培養皿では、細胞が接着してしまい、
立体構造が崩れることが見られた。さらに、複数の細胞塊を 1つの培養皿で培養することで細胞
塊同士が再凝集することで、歪な形態となることを示した。そこで、これらの問題を解決するこ
とを目的に、培養装置及び、培養液を検討した。従来より胚の様な立体的な構造を持つ細胞塊胚



の体外培養において、酸素交換と立体構造の維持のため、チューブ及び回転台を用いた培養シス
テムが使用されており、これらのシステムを用いた。また、再凝集を防ぐために高分子ポリマー

を添加した培養液を検討した。その結果、長期間培養を継続しても立体構造を維持しつつ、また
隣接しあう細胞同士の凝集を防ぐことができた。以上の結果から、簡便に均一で大量の
Gastruloid の誘導が可能となった。（図１） 
 

実験②では、実験①で得られた
Gastruloid の詳細な検証を実施した。
誘導された Gastruloid の遺伝子発現解
析を行ったところ、FOXA2 をはじめとし
た初期胚のマーカーの発現が認められ
た。さらに、中胚葉の発生に重要な
Tbx6、Mesp1、Mixl1 の発現が有意に上昇
した。これらのことから、正常に分化が
行われていると考えた（図 2）。誘導さ
れた MSC を特定するためには、高品質な
MSC であることを示す良質なマーカー
が必要である。これまでの我々の研究よ
り、LRRC15+となる未分化な MSC は生体
組織中には少なく（ヒト初代培養 1.1%、
成体マウス初代培養 1.5%）その後の培
養で増殖させることも困難であること
がわかっている。一方、13.5 日齢胎児マ
ウス肢の初代培養では 17.1%が LRRC15+となり、胎児期に増加することから幼若な MSC のマーカ
ーとして使用した。FCM 解析を実施したところ、誘導された Gastruloid 中に LRRC15 陽性 MSC 分
画は約 0.1%存在した。また、LRRC15 陽性細胞集団は CD106/CXCR4 の発現がモザイクであり、MSC
を含みうるヘテロな集団であることが明らかになった。次に遺伝子発現解析の結果、LRRC15+分
画は TWIST1、Bmi1 をはじめとする MSC の未分化性に関するマーカーを発現していた。更に CFU-
f Assay を行ったところ、LRRC15+の分画のみから MSC の初代コロニーが得られた。以上のこと
から、Gastruloid から幼弱な MSC を得ることができた(図 3)。 

実験③では、マウスと同様に、ヒト多能性幹細胞から Gastruloid および幼弱な MSC を誘導で
きるか検証した。その結果、ヒト iPS 細胞からも Gastruloid は容易に誘導することが可能であ
った。さらに、得られた Gastruloid 中には LRRC15 陽性細胞が存在しており、幼弱な MSC の獲得
が可能であった（図 4）。 
 
間葉系幹細胞（MSC）はその高い汎用性から再生医療での臨床応用が進展しているが、ドナー

依存による性能制限のため、安定供給システムの確立が求められている。近年、ヒト多能性幹細
胞（PSC）から MSC を誘導する方法が模索されているが、ヒト MSC の発生機序に関する理解不足
が原因で確立には至っていない。既存の研究では、マウス初期胚を用いて MSC の発生機序が示さ
れているが（Takashima Y et al., Cell. 2007）、ヒトにおける研究は倫理的・技術的制約が多
い。最近の PSC 技術の進展により、Gastruloid と呼ばれる三次元構造体モデルが開発され、ヒ

図１: 均一で効率的な Gastruloid 誘導法の確立 

図 2: Gastruloid における初期中胚葉分化に
関わる遺伝子発現解析 

図 3:マウス Gastruloid 内に生じた MSC(LRRC15 陽性細胞) 



ト初期胚発生の解析が可能となっている（Beccari L et al., Nature. 2018; van den Brink SC 
et al., Nature. 2020）。本研究の成果は、マウスおよびヒト多能性幹細胞を用いて簡便で均一
で効率的なGastruloid誘導方法の確立を示し、これを利用し幼弱なMSCの獲得が可能であった。
このアプローチは、ヒト MSC を獲得するのみならず、MSC の初期発生に関する新たな知見を得る
とともに、ヒト多能性幹細胞の多分化能の証明にも寄与することが期待される。以上より、本法
は安定的に高品質な MSC を供給できる新たな培養方法として有望であると考えられる。 
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