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ES細胞からの内胚葉細胞系譜制御遺伝子プロファイリング解析
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〈研究の目的と進め方〉
マウスES細胞は細胞分化過程を試験管内で再現するモ

デル系であり、ES細胞の試験管内分化系は個体発生の細
胞系譜の経路の追跡とそれぞれの分化決定過程の操作、
解析が可能である点でも優れている。本プロジェクトは、
内胚葉系組織への発生分化の仕組みを網羅的に理解する
ために、胚性幹細胞（ES細胞）の試験管内分化誘導系を
用いて、以下に焦点を絞り研究を進める予定：１）、ES
細胞から内胚葉系への分化誘導に関わる遺伝子プロファ
イリング解析。２）、ES細胞由来の特定な細胞系譜へ分
化した組織特異的幹細胞の選別と遺伝子発現プロファイ
ル解析。３）、遺伝子網羅的解析結果と時空間的な発現パ
ターンの解析結果とを総合し、特定な遺伝子に絞り込み、
機能解析を行う。

〈研究開始時の研究計画〉
１）、膵臓への分化誘導促進ES細胞株についての遺伝子
プロファイリングの解析

申請者が構築した膵臓への分化誘導の系を用いて、内
胚葉誘導因子であるニワトリのmix 遺伝子（cmix）強制
発現により内胚葉への誘導能が促進されたES細胞株を確
立している。分化誘導過程におけるこの内胚葉高分化誘
導株と対照株との遺伝子プロファイリングの比較解析を
行うことより、内胚葉誘導に関与する遺伝子群の同定を
行う。

２）、ES細胞から内胚葉系幹細胞の分化誘導系の開発
ES細胞から膵臓までの分化誘導の過程を次の３つの素

過程に分けることが出来る：a)内胚葉誘導過程、b)膵臓
への組織特異的分化決定過程、c)膵内分泌細胞への細胞
系譜の決定過程。これまで、ES細胞から膵臓への分化誘
導については、膵臓の初期マーカーであるpdx-1遺伝子座
にLacZ レポーター遺伝子を挿入しているES細胞株を用
いて、LacZ染色でpdx-1遺伝子発現で膵への分化をモニタ
ーしてきた。LacZ レポーター遺伝子のは定量的なアッセ

イが簡便にできる利点があるが、リアルタイムで生きた
細胞を解析するために、pdx-1プロモータの支配下に
GFP(Green fluorescent protein)を繋いだコンストラクト
を導入したES細胞株を樹立し、分化誘導によるGFPの発
現を指標に膵へ分化したEs細胞由来分化細胞を純化す
る。

また、より上流である前腸内胚葉への分化をアッセイ
する系を新たに開発するするために。前腸内胚葉で発現
するHNF3_マーカー遺伝子のプロモータの支配下にRFP
をを繋いだコンストラクトを導入したES細胞株を新たに
樹立する。

３）ES細胞由来の膵幹細胞の単離同定
申請者らは、膵幹細胞のマーカー遺伝子であるpdx-1遺

伝子のプロモーター支配下にGreen Fluorescent Protein
(GFP)レポーター遺伝子を導入したトランスジェニック
マウスよりES細胞を最近樹立した。この方法で樹立した
ES細胞は、膵臓幹細胞でpdx-1遺伝子が特異的に発現さ
れることがすでにトランスジェニックマウスで確認済み
であるので、特異性の高いものと考えられる。本研究で
は、申請者らがこれまでに確立したES細胞から膵への効
率のよい誘導条件において、このpdx-1-GFP導入ES細胞
株を用いて、pdx-1を発現するES由来の膵幹細胞を生き
た状態で純化する予定である。このES細胞由来のpdx-1
陽性細胞について、さらに遺伝子発現プロファイリング
解析により、上述の体性膵幹細胞と比較解析を行なう。
そうすることにより、体性膵幹細胞との相似点や相違点、
再生医療への有用性について考察できる。また、純化し
たES細胞由来のpdx-1陽性細胞については、さらに表面
抗原を解析し、膵内分泌細胞への分化能、及びその分化
誘導制御機構について検討する予定である。

〈研究期間の成果〉
1) 成果の内容

我々は、膵への発生分化の機序を明らかにするために、
ES細胞を用いて、膵臓への分化過程を再現出来る実験系
を構築している。これまでに、pdx1遺伝子座にlacZレポ
ーター遺伝子をノックインしたES細胞を用いてきた。ES
細胞から膵臓への分化誘導については、中胚葉、外胚葉
由来の臓器に比べると非常に低い。これを解決するため
に、初期の胚様体（EB；embryoid body）を胎児期の膵
臓原基と共培養すると、膵臓への分化が誘導が促進され
たことを見出した。すなわち、(i) 膵臓原基とES細胞と
の共培養、(ii)TGF-β2の添加、(iii) ES細胞への内胚葉誘
導因子c-mix遺伝子の強制発現、によってES 細胞から膵
への分化誘導が促進されることを明らかにした。

この結果は、試験管内でES細胞をある特定の方向へ分
化を誘導可能であることを示したものである。

申請者らが構築したES細胞から膵への分化誘導系にお
いて、アフリカツメガエルのmix ファミリーのニワトリ
ホモログであるc-mix遺伝子を強制発現させた結果、膵へ
の分化誘導能が促進されたことを見出している。この結
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果は、ES細胞の分化誘導の系を用いて内胚葉誘導因子の
スクリーニングの系として有用であることを示したもの
である。

ES細胞由来の膵幹細胞をリアルタイムで追跡し、生
きた細胞を純化するために、pdx-1遺伝子の発現をGFP

（緑色蛍光タンパク質）で可視化した。まず、GFPが膵臓
幹細胞で特異的に発現されることがすでに確認されてい
るpdx-1-GFPトランスジェニックマウス（Gu et al., 2002)
より、ES細胞株を樹立した。このES細胞株について、こ
れまでに確立した共培養系を用いて、充分に効率よくES
細胞から膵へ分化を誘導することができることを確認し
ている。

ES細胞から誘導されたpdx-1/ GFP陽性細胞をセルソー
ターを用いて、GFP陽性細胞の蛍光強度に基づき分画し
た。RT-PCR法により解析した結果、GFP陽性分画にpdx-
1陽性細胞が濃縮されていることが分かった。このES細
胞由来のpdx-1陽性細胞について、遺伝子発現網羅的解析
を行なった。我々の系で得られた膵幹細胞の遺伝子プロ
ファイルと、既に報告されているマウス胎生7.5日目の正
常内胚葉層及び膵幹細胞の遺伝子発現プロファイル(Gu
et al., 2003)と比較した結果、マウス胎生7.5日目の内胚葉
で発現する遺伝子プロファイルとよく似ているプロファ
イルであることが明かとなった。従って、このES細胞の
試験管内分化誘導の系を用いて正常発生を再現すること
ができた。今後さらに異なるステージの内胚葉細胞系譜
を純化し、その遺伝子網羅的発現解析を行なうことが期
待できる。

〈国内外での成果の位置づけ〉
本研究は、胚性幹細胞を用いて膵臓への分化誘導・膵

再生の研究を行っている。中胚葉誘導についての研究が
多くなされてきたのに対し、内胚葉誘導、内胚葉由来の
臓器の発生のメカニズムについての研究は立ち遅れてい
る。これまでには、内胚葉系の組織幹細胞に関する単離
解析は国内外ではほとんどなく、将来的には器官再生へ

の応用が期待され、研究意義の高い研究分野である。
本研究においてES細胞から膵への分化誘導の系を用い
て、ES細胞への遺伝子強制発現により、内胚葉への分化
誘導能を促進することができることを見出した。また、
ES細胞から膵への効率よい分化誘導法を確立し、膵前駆
細胞の純化、遺伝子発現プロファイルを世界先駆けて成
功した。

最近、ES細胞から膵の再生へ、多く取り組みがされる
ようになってきたが、内胚葉系の発生分化、器官形成に
おける分子的基盤の研究が依然として不十分であると言
わざるを得ない。その背景には、内胚葉の分子マーカー
の欠如と内胚葉系幹細胞の情報蓄積不足、という現状が
ある。近年、ノックアウトマウスを用いた研究により膵
臓の発生分化に関与する遺伝子がいくつか同定されてき
ているが、いずれも膵臓原基が決定された後に関与する
遺伝子ばかりであり、初期の膵の細胞系譜決定、幹細胞
の機能維持に関与する遺伝子の研究が非常に少ない。ES
細胞を用いた試験管内分化誘導の系は、胚発生の非常に
初期の現象の解析が可能である優れたモデル系である。
本研究では、膵幹細胞の系譜決定、遺伝子発現の動態に
焦点を当て、ES細胞の試験管内誘導系を用いて、膵幹細
胞の遺伝子発現、解析を進める点において非常に独創的
である。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
当初の計画はほぼ達成できた。
cmix 遺伝子導入した高分化誘導能のES 細胞株と対照

ES 細胞を用いた遺伝子プロファイリングの比較解析によ
り内胚葉誘導に関与する遺伝子群の同定を行う予定だっ
たが、発現に差がある遺伝子が多かったため、まだ絞り
切れていない。今後は正常胚におけるこれらの遺伝子発
現パターンを解析する予定である。

〈今後の課題〉
今回確立したＥＳ細胞から膵幹細胞までの分化誘導の

系を利用して、純化した膵幹細胞について、その性質、
試験管での挙動を詳しく解析する。また、現時点では、
分化誘導系が確立されたものの、内胚葉への分化誘導に
おいて機能しているシグナル分子はなにか、そのメカニ
ズムは何かについて、依然として不明な点が多い。また、
膵幹細胞から内分泌細胞あるいは外分泌細胞への分化誘
導の制御がどのように行われているのかについてまだほ
とんど解析されてない。今後はこれらの点について焦点
を絞り、さらに詳しく検討を要する。
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