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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞(MSCs)は、間葉系への細胞に分化する能力を有し、様々な組織で未分化状態を
維持している組織幹細胞である。MSCsは、in vitroで培養された細胞を用いて定義されているため、その性質について
実験ごとの相違が生じている。本実験では、ヒトおよびマウスMSCsを予期的に分離し、MSCsについての未分化維持につ
いて、クローナルな解析を行った。その結果、未分化なMSCsにはTeneurin-4(Ten-4)遺伝子が発現しており、分化後に
発現が低下していることが分かった。本実験の結果により、MSCsの未分解時においてTen-4遺伝子が一部役割を担って
いる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Mesenchymal stromal cells (MSCs) have the differentiation ability to mesenchymal 
lineage cells in culture and maintain the quiescent state in adult tissues. Because MSCs have been 
defined using cells cultured in vitro, discrepancies have arisen between studies concerning their 
properties. Using prospective isolation method for human and mouse MSCs, we performed the clonal analysis 
of MSCs about maintaining the quiescence. Clonal characterization of MSCs demonstrated that the 
transmembrane protein teneurin-4 (Ten-4) is highly expressed in the quiescent MSCs. The cell culture 
analysis showed that Ten-4 was downregulated in MSC after differentiation. Our findings revealed that 
Ten-4 player a role in maintaining the quiescence of MSCs.

研究分野：再生医学
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１．研究開始当初の背景 
 
 間葉系幹細胞(Mesenchymal Stem Cells: 
MSCs)は骨・軟骨・脂肪などの間質細胞への
分化能を有している組織幹細胞であるが、培
養条件により神経・骨格 筋・心筋など、間
質以外の細胞への分化能も示す事が示され
ている。MSCs は、その多分化能から、様々
な組織難治性疾患に対する細胞治療ソース
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、
臨床応用のために必須である安全で効率的
な MSCs の分化制御についての基礎的な研
究はほとんど進んでいないのが現状である。
その 1つの理由として、 MSCs 特異的な遺伝
子マーカーが同定されていない点にある。一
般的に用いられている MSC の分離法は骨髄
細胞を培養皿上で培養後、付着増殖した細胞
を MSCs とみなすとされており、実際にこの
方法で得られた細胞集団は、前駆細胞・血液
細胞等の雑多な集団であり、データのバラつ
きを生む原因となっている。 
 
 研究代表者が組織するチームでは、これま
でにフローサイトメーターによる細胞分離
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、マウスおよび
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(研究分担者・馬渕)(JEM, 
2009: Nature Protocols,2012: Inflammation 
and Regeneration, 2009)。純化した MSC は、
長期増殖能力をもっており、また効率良く脂
肪・骨・軟骨等、間葉系細胞への多分化能 を
示す。この分離技術を用いることによって、
短時間で均一な MSC 集団を得ることができ、 
正確な幹細胞の分化機能の解析が可能とな
る。 
  
 2 型 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 で あ る 
Teneurin-4 (Ten-4)は、中枢神経系や中胚葉
系組織等の様々な組織に発現している。
TeneurinファミリーのひとつであるTen-4は、
中枢神経系で髄鞘を形成するオリゴデンド
ロサイトの分化を調節し、中枢神経系の髄鞘
形成に必須である。本研究室において、Ten-4
欠損マウスの解析が成され、このマウスでは
中枢神経系のオリゴデンドロサイトの分化
異常による、ミエリン鞘の形成不全が起こり、
ふるえ(振戦)を呈することがわかった(研究
分担者・鈴木)(J.Neuroscience, 2012)。ま
た、 Ten-4 が中胚葉由来の骨格筋組織におい
て未分化で多分化能を有する筋衛星細胞で
発現していることが報告された(J Mol Hist, 
2012)。最近の我々のデータにより、Ten-4 は
間葉系組織(軟骨)にも発現していることを

確認している。 
 
 以上の予備的データを踏まえ、間葉系幹細
胞における分化制御に Ten-4 遺伝子の発現
が何か影響があるのではないかと考え、本研
究にて詳細に解析することに至った。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究ではこれまで申請者らが開発した細
胞分離技術を活用し、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。本研究では、下記の点について明らかに
する。 
(1) 間葉系幹細胞におけるTen-4の発現解析 
(2) 培養間葉系幹細胞細胞におけるTen-4の
発現解析 
(3) 分化誘導後のTen-4遺伝子の発現解析 
(4) Ten-4ノックアウトマウスの解析 
 
３．研究の方法 
 
 フローサイトメーターを用いてヒト骨髄
細胞より特異抗原 (LNGFR・THY-1)を指標に、
間葉系幹細胞を直接分離する。また、これま
での解析より、単一細胞培養後の LNGFR・
THY-1 共陽性細胞は、増殖能力を低下するこ
と無く増え続け、約 10 継代以上培養可能で
あることを確認している。間葉系幹細胞の分
化制御にTen-4が関与しているかどうか調べ
るため、フローサイトメーターで分離した直
後の間葉系幹細胞から RNA を採取し、Ten-4
遺伝子の遺伝子発現を解析する。また、Ten-4
遺伝子による間葉系幹細胞の有する分化能
への影響を調べるため、骨・軟骨・脂肪へ分
化させた細胞からも RNA を採取し、同様に
Ten-4 遺伝子の発現変化を観察する。 
 Ten-4 欠損マウスの間葉系組織を免疫学的
手法で解析し、間葉系組織の発達に与える影
響を調べる。特に、骨髄内における間葉系幹
細胞の存在比率をフローサイトメーターに
より定量的に解析する。以上の方法により、
マウスおよびヒト間葉系幹細胞において間
葉系幹細胞の働きとTen-4遺伝子の相関を明
らかにする。 
 
４．研究成果 
 
(1) 間葉系幹細胞におけるTen-4の発現解析 
 
 まず始めに、生体内での間葉系幹細胞の
Ten-4の遺伝子発現を調べるため、ヒト骨髄細
胞より間葉系幹細胞（LNGFR+THY-1+分画）と間



葉系前駆細胞（LNGFR+THY-1-分画）を分離し、
RNAを採取した。それらのサンプルを用いて網
羅的遺伝子解析を行い、間葉系幹細胞のみで
優位に発現している 98 遺伝子を同定した。
この遺伝子群の中には、細胞周期、分化、ア
ポトーシス関連の遺伝子が含まれていたが、
その中に「Ten-4」が含まれていることを確認
した。Ten-4の遺伝子発現を調べてみると、間
葉系前駆細胞と比較し、間葉系幹細胞では2.5
倍の発現量が観察された（図１）。 
 

 
図１：骨髄より予期的に分離された細胞集団
の Ten-4 遺伝子発現解析 
 
(2) 培養間葉系幹細胞細胞におけるTen-4の
解析 
 
 培養後の間葉系幹細胞においてもTen-4の
発現が見られるかどうかを観察するために、
1 細胞由来の間葉系幹細胞に対し、遺伝子発
現解析を行うことにした。間葉系幹細胞
（LNGFR+THY-1+分画）を 96well プレートに
single cell soring を行うと、６個に 1個の
割合でコロニーを得ることが可能である
（Mabuchi et al. Stem Cell Reports. 2013）。
この単一細胞由来のクローンを詳細に解析
すると、増殖能と分化能が高いクローン
（REC）と、増殖能・分化能が低下したクロ
ーン（MEC/SEC）があることが分かっている。
これらのクローンごとにTen-4の遺伝子発現
を調べてみると、REC での Ten−４の発現が他
のクローンに比べて高い値を示すことが分
かった（図２）。 

 
図２:Single Cell Sortingにより得られた間
葉系幹細胞クローンにおけるTen-4遺伝子の
発現 

(3) 分化誘導後の Ten-4 遺伝子の発現解析 
 REC細胞は各分化誘導培地で刺激を行うこ
とにより、脂肪・骨には2週間、軟骨には3週
間で分化することが可能である。RECを骨・軟
骨・脂肪の細胞へ分化させた際に、Ten-4遺伝
子がどのような発現変化するかを観察するた
めに、分化後のREC由来細胞からRNAを採取し、
解析を試みた。その結果、分化誘導前と比較
し、分化誘導後においてTen-4の発現低下が確
認された。2クローンを用いて同一細胞ライン
による解析を行ったが、どちらも同様な結果
が得られた（図３）。 
 

  
図３：分化細胞における Ten-4 遺伝子の発現
解析 
 
(4) Ten-4 ノックアウトマウスの解析  
 
 研究分担者(鈴木)結果より、Ten-4欠損マウ
スは、中枢神経系のオリゴデンドロサイトの
分化異常による、ミエリン鞘の形成不全が起
こり、ふるえ(振戦)を呈することがわかって
いる(J. Neuroscience, 2012)。成体マウス骨
髄をコラゲナーゼ処理することで、骨髄由来
細胞を採取した。得られた細胞に対し、表面
抗原に対する抗体にて染色し、フローサイト
メーターを用いて間葉系幹細胞を分離した。
間葉系幹細胞（PDGFRa+Sca-1+細胞）の割合を
調べたところ、野生型に比べてノックアウト
マウスではやや低下していることが分かった。
分離した間葉系幹細胞を培養皿上で培養する
と、野生型・欠損型について、どちらも増殖
能力にさほど大きな差は無い事が分かった。
現在、長期培養した際の細胞老化、および骨・
軟骨・脂肪への分化能力についての解析を行
っているところである。Ten-4ノックアウトマ
ウスの解析によりTen-4 シグナルが間葉系幹
細胞の発生段階において分化能や自己複製能
力に重要な役割を果たしているかどうかの関
与を解析する予定である。  
 
＜考察と今後の展望＞ 
 
  従来法である付着培養によって得られた細
胞集団のうちほとんどの細胞は分化能が低く、



分裂速度が遅い上にその回数も限られている
ため、培養条件、個々の手技によってはアウ
トプットにばらつきがでるが、今回高純度な
MSC を純化する技術を用いることによって、
単一細胞自体の特性、純度、細胞由来蛋白質
の同定など、基準となる指標を明確に示すこ
とが可能になった。 
 MSC は間質の組織ばかりでなく、骨格筋・
神経などへ分化誘導が可能である。我々は、
この能力を担う機構として、筋肉や神経への
分化する際、間質系と共通の分化スイッチ機
構を持っているのではないかと予想している。
Ten-4 の機能は神経系以外ではほとんど解析
されておらず、本研究により、組織間での分
化スイッチ機構の共有というユニークな現象
を解明する可能性を大いに秘めている。 
 本研究から得られた知見を元に、引き続き
MSC の分化スイッチの分子機構を体系的に解
明することは、学術的ばかりでなく、幹細胞
を用いた安全な先進医療を確立する上でも大
きな意義を持つ。 
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