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研究成果の概要（和文）：成人ヒト間葉系組織に存在する非腫瘍性の多能性幹細胞Muse細胞の特性解析を行った。肝臓
・腎臓傷害モデルにヒトMuseあるいはMuse以外の間葉系幹細胞（非Muse細胞）を血管投与し、体内動態を調べたところ
、Muse細胞は傷害臓器に集積し生着するが非Muse細胞は健常臓器を含めて残存しなかった。肝障害、脳梗塞モデル動物
に経血管的にMuse細胞を投与すると肝障害では肝細胞、胆管などに、脳梗塞では神経細胞として生着し、機能回復と組
織修復をもたらすことが確認された。このようなMuse細胞の傷害部位への特異な遊走機構が特定のG蛋白共役型受容体
が関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The unique property of Muse cells, novel type of non-tumorigenic pluripotent stem 
cells that normally reside in human mesenchymal tissues, was investigated in this project. Muse cells posi
tively migrated and integrated into the damaged tissue when they were infused into the blood stream of ani
mal models with liver or kidney damages, whereas such phenomenon was not observed in non-Muse cells. Non-M
use cells did not migrate or integrate into damaged liver and kidney nor did they remained in normal intac
t tissues. Muse cells were further observed to be spontaneously differentiated into hepatocytes, bile duct
s and other liver component cells in the liver damage model, and into neural cells in the stroke model, an
d contributed into tissue regeneration and functional recovery. Such unique property of migration and inte
gration abilities of Muse cells are found to be tightly related to specific expression of G-protein couple
d receptor expression on their cell surface. 
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１．研究開始当初の背景 
  高齢化社会を迎えた我が国では、神経・筋
肉変性疾患をはじめ、根本的治療法がなく未だ
に治療満足度が低い疾患の有病率が増加して
いる。その解決方法の一つとして、再生医療に
大きな注目が集まっており、細胞を生体外で培
養・誘導し、生体内へと戻し、組織再建と機能回
復を目指す研究が進められている。細胞ソース
として多能性幹細胞は 3 胚葉性の細胞に分化
する能力を有し、体のあらゆる細胞に分化するこ
とが可能であるため、再生医療での活用が期待
されている。しかしながら、ES 細胞や iPS 細胞は
腫瘍性増殖力が解決すべき課題となっている。 

一方体性幹細胞は、安全性は比較的高いと
考えられているが、多能性幹細胞に比べて分化
の幅が狭い上に増殖力が低い。神経幹細胞や
造血幹細胞に見られるように、幹細胞の存在す
る組織を構成する細胞には分化するが、胚葉を
超えた分化は原則として起きない。しかし骨髄な
どにおける間葉系幹細胞は、一般の体性幹細
胞とは異なり、骨・軟骨・脂肪、神経、グリア細胞、
心筋、肝臓、膵臓など、間葉系細胞全体として
は、あたかも 3 胚葉へ分化する多能性幹細胞で
あるかのような現象が報告されている。この説明
として、間葉系細胞の中に多能性幹細胞が存在
することを示唆する論文が出されながらも（Jiang 
et al, Nature, 2002）、決定的な証拠がないまま
現在に至っている。また分化効率が高くないこと、
間葉系幹細胞が均質な細胞で構成されておら
ず、複数のタイプの細胞集団であることから本態
となる細胞に迫ることが困難であった。 

そのような中で、申請者は成人ヒト間葉系組
織に腫瘍性を持たない新たなタイプの多能性幹
細 胞  Multilineage-differentiating stress 
enduring (Muse)細胞を見出した（Kuroda et al., 
PNAS, 2010; Wakao et al., PNAS, 2011）。申請
者はヒト骨髄間葉系細胞を通常の培地で維持
すると、特別な遺伝子導入やサイトカイン誘導を
かけていないにも関わらず、極めて低い頻度で
特徴的な細胞塊が自発的に形成されることを見
出した。初期の細胞塊の外見は ES 細胞に酷似
しているものの、無限増殖をせず、ある一定の大
きさに到達すると増殖が停止し毛や色素細胞な
ど種々の細胞を含む不均一な細胞塊を作り出
す。この細胞塊を調べると、外胚葉、中胚葉、内
胚葉マーカーに陽性の細胞が細胞塊内に混在
して検出される。このことから、ヒト骨髄間葉系細
胞中には無限増殖性を持たない多能性幹細胞
が存在する可能性があると考え、検討を続け
た。 
 生体がストレスに曝されたり障害を受けると、休
眠状態の組織幹細胞が活性化され組織再生に
寄与することが知られている。申請者はこの点に
着眼し骨髄間葉系細胞の他、皮膚線維芽細胞
に様々なストレス処理を行い、浮遊培養すること
により ES 細胞の胚葉体と酷似した細胞塊
(cluster) を形成することを見出し、最終的に多
能性を有する Muse 細胞を特定するに至った。 
 
２．研究の目的 
 Muse 細胞は Nanog, Oct3/4, Sox2 などの多能
性幹細胞マーカーを発現し、１細胞から３胚葉
性の細胞を分化させる能力を有する。ヒト ES 細

胞のマーカーSSEA-3 を用いることにより培養ヒト
線維芽細胞、骨髄間葉系細胞などの他に、新
鮮骨髄液、皮膚組織などの生体組織からも直接
分離可能である。成人ヒトの組織に自然に存在
することから腫瘍性がない。多能性を有するが
腫瘍性の無い Muse 細胞の特性を細胞生物学
的視点から解析し、生体内での動態や多能性
の制御機構を解明することが本研究の目的であ
る。また生体内での遊走・分化機構、組織再生
への寄与を解析し、この細胞の持つ利点を生か
した細胞治療の可能性を開拓する。 
 
３．研究の方法 
（1）Muse細胞の特性解析：分裂様式と多能性因
子の制御機構の解析を調べるためにlive観察に
おいてMuse細胞が一細胞から増殖して行く過程
で多能性因子の局在の変化をとらえる。さらに浮
遊から接着、接着から浮遊への移行による多能
性因子の動態を見る。 
（2）Muse細胞の傷害部位への遊走因子の同定
と体内動態：Muse細胞と非Muse細胞を比較し、
Muse細胞細胞膜に特異的に発現している因子
を絞り込み、ここから傷害組織への遊走に関わる
因子の同定を進める。またその受容体を持って
いるかも調べる。同時にboyden chamberを用い
てin vitroでの遊走効果、さらには叙法剤への組
み込み移植による生体内での遊走効果、agonist
による遊走効果を併せて検討する。 
（3）各組織由来のMuse細胞の比較：皮膚・骨髄・
脂肪から採取したMuse細胞の３胚葉性の因子の
発現等を検討する。 
（4）各種疾患モデルを用いた組織再生能の検
討：免疫不全マウスの肝障害、脳梗塞、筋変性、
皮膚損傷などのモデル動物にGFP lentivirusで
ラベルしたヒトMuse細胞を尾静脈あるいは局所
注入などの方法によって投与し、生着率（GFP陽
性細胞の計測）、移植細胞の組織内における分
化（組織学的手法によって行う）を評価する。また
機能回復としては肝障害では末梢血中における
ヒトアルブミンの検出、脳梗塞では行動評価、筋
変性と皮膚損傷では組織検討によって評価を行
う。 
 
４．研究成果 
（1）Muse 細胞の特性解析： Muse 細胞は他の
体性幹細胞と同様に、１細胞からの分裂する過
程の初期において非対称分裂と対称分裂をラン
ダ ム に 行 う こ と 、 非 対 称 分 裂 に 際 し て は
Numblike が発現されることが分かった。このよう
な非 Muse の産生は接着培養ではより旺盛であ
るが、浮遊培養では多能性細胞クラスターの最
外層を被覆する細胞となり、内部に存在する多
能性細胞のニッチ環境を作る可能性が示唆され
た。また Muse 細胞における多能性の制御機構：
Oct3/4、Nanog の promoter 下流にそれぞれ
Oct3/4、Nanog の構造蛋白と GFP あるいは Td 
tomato などのタグを付加した遺伝子を作製し
Muse 細胞に導入して、Nanog、Oct3/4 のそれぞ
れの蛋白の局在を time laps 顕微鏡を用い観察
した。その結果、接着では細胞質にあるこれらの
因子が浮遊になると核に移行することが示唆さ
れた。従って細胞接着と Muse の多能性－間葉
系の切り替えには密接な関係があると思われ



る。 
（2）Muse 細胞の傷害部位への遊走因子の同定
と体内動態：肝臓・腎臓傷害モデルマウスにヒト
Muse 細胞あるいは Muse 細胞以外の間葉系幹
細胞（＝非 Muse 細胞）を尻静脈投与し、1 日目
と 2 週目でそれぞれの細胞の体内分布を Alu 
sequence の Q-PCR で検出した。投与 1 日では
肺や脾臓などに両者とも検出されるものの、2 週
目になると Muse 細胞は傷害臓器に集中的に集
積し生着する一方、非 Muse 細胞は肺以外の臓
器には残存せず、傷害を受けた肝臓あるいは腎
臓にもいないことがわかった。このような Muse 細
胞の特異な動態を制御する機構を解析したとこ
ろ、特定の G 蛋白共役型受容体が Muse 細胞に
のみ発現しており、細胞膜脂質を元に細胞傷害
時に作られる急性炎症物質に対する受容体で
あること、またこの受容体は非 Muse 細胞には発
現していないために傷害部位が認識できず集
積 も し な い と い う こ と が 分 か っ た 。 Boyden 
chamber 実験で、Muse 細胞のみが傷害動物の
結成や傷害組織に遊走性を示し非 Muse 細胞
は反応しないことが確認された。また Taxiscan に
おいても同様の結果が再現された。 
（3）各組織由来の Muse 細胞の比較：ヒト骨髄、
脂肪、皮膚の Muse 細胞の遺伝子発現を比較し
た結果、外・内胚葉系の因子は骨髄由来の
Muse 細胞が最も高く発現し、中胚葉系の因子
は脂肪由来 Muse 細胞が最も高いことが分かっ
た。 
（4）組織再生能の検討：免疫不全マウスの肝障
害、脳梗塞モデル動物に経血管的にヒト Muse
細胞、非 Muse 細胞を投与すると傷害組織に生
着し、肝臓では肝細胞、胆管、kupffer 細胞など
に、脳梗塞では梗塞部位でTuj-1, NeuN陽性神
経細胞として生着することなどが確認された。さ
らに肝機能、脳機能の改善が統計的有意差を
持ってもたらされることが確認された。 
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