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新しい ES細胞分化システムを用いた細胞分化におけるゲノム機
能の系統的解析
●山下 潤　　　　
京都大学再生医科学研究所　　

＜研究の目的と進め方＞
我々は、胚性幹 (ES) 細胞を用いた心血管分化研究を行ってき

た。すなわち、ES 細胞から Flk1 陽性の中胚葉レベルの細胞を分
化誘導し、そこから血管を分化誘導する新しい分化誘導系を開発
した (Nature, 2000)。また同システムを用いて 2 次元培養下に心
筋細胞を誘導する新しい方法の開発に成功し、新しい心筋前駆細
胞の同定にも成功した (FASEB J, 2005)。さらに本研究期間中に
心筋ペースメーカー機能の解析 (Stem Cells, 2007) 及び動静脈リン
パ管内皮細胞の系統的誘導に成功した ( ２ｘ Arterioscler Thromb 
Vasc Biol, 2006)。これらの成果により、広汎な心血管系細胞の分
化多様化過程を培養下に再現することが可能な新しい系統的細胞
分化発生システムが構築された。さらに ES 細胞における新しい
遺伝子機能解析系も構築した (Biochem Biophys Res Commun, 
2006)。現在心血管細胞分化過程における遺伝子プロファイルを
作製している。またヒト ES 細胞の心筋及び血管細胞分化に成功
した。本研究は、同 ES 細胞心血管分化系をモデルとして細胞分
化をゲノムレベルで解析し理解することを目的とする。研究期間
内においては、１）心血管分化多様化過程における遺伝子プロファ
イル作製。２）分化段階特異的遺伝子の機能解析。３）ヒト ES
細胞における実験システム構築。４）恣意的遺伝子操作による細
胞形質と遺伝子発現パターン変化の相関解析。５）メチル化ＤＮ
Ａの網羅的解析。これら５項目の研究により、ヒトを含めた細胞
分化におけるゲノム機能とその意義を包括的に明らかにする。正
常発生から何かを壊すことによりその意義を検討する遺伝子改変
動物研究に対し、本研究は、細胞そのものを作り出すことによる
構成的な (constructive) 発生生物学である。モデル生物とは異な
るモードの新たなゲノム解析のソースを提供し解析できることに
より、ゲノム機能の複眼的理解をもたらすことができる。

本研究期間中に、京都大学山中伸弥教授によりマウス及びヒト
組織から ES 細胞様の新しい多能性幹細胞、iPS 細胞（人工多能
性幹細胞 induced pluripotent stem cells）が樹立された。我々は
いち早く iPS 細胞の心血管分化研究に取り組み、マウス iPS 細
胞を用いて、従来のマウス ES 細胞と同等の系統的心血管分化誘
導システムを構築し、種々の心血管細胞の誘導に成功した
(Circulation, 2008)。マウス ES 細胞と同様に iPS 細胞の心血管
分化過程における遺伝子プロファイルを作製し、未分化幹細胞か
ら心血管細胞に至る過程を ES 細胞及び iPS 細胞において比較検
討する。発現の異なる遺伝子に関して、エピジェネティックな変
化など、その原因を検索することを試みる等、iPS 細胞の分化と
ゲノム機能研究の基盤形成を行う。

＜研究開始時の研究計画＞
我々は従来より ES 細胞を用いた心血管分化再生研究を進めて

きている。現在では、Flk1 陽性前駆細胞から、心血管系細胞の
分化・多様化過程を系統的構成的に再現することが可能である。
遺伝子発現解析に関しては、種々の分化段階の ES 細胞由来細胞
群を用いて、ES 細胞分化過程における遺伝子プロファイル作り

を行っている ( チップ：Affymetrix；解析ソフト：eXintegrator, 
CDB, 理研及び Genespring, Silicon genetics 社）。同定遺伝子の機
能解析に関しては、ES 細胞において任意の分化段階において
shRNA を発現し、標的遺伝子の発現を阻害することの出来る ES
細胞対応の shRNA 発現システムを構築している。
１）動静脈リンパ管内皮細胞分化システムの構築：従来の方法に

より Flk1 陽性細胞から誘導した血管内皮細胞はおもに
ephrinB2 陰性の静脈内皮細胞であることがわかっている。新
しく動脈内皮細胞およびリンパ管内皮細胞の分化誘導を試み、
動静脈リンパ管への血管多様化過程の解析を可能とする。

２）心血管分化における遺伝子プロファイルの作製：既に構築し
た血管分化過程における遺伝子プロファイルに加えて、

 i) 心筋分化過程における遺伝子発現プロファイル作製
 ii) 心筋多様化過程における遺伝子発現プロファイル作製
 iii) 動静脈分化における遺伝子発現プロファイル作製
 心血管分化多様化に関与する候補遺伝子を網羅的に同定する。
３）同定候補遺伝子からの機能遺伝子の同定
i) in situ hybridization による遺伝子発現の検討
ii) テトラサイクリン誘導性ショートヘアピン RNA (shRNA) を用

いた遺伝子機能阻害実験
iii) 誘導性遺伝子発現による候補遺伝子過剰発現実験
４）ヒト ES 細胞を用いた心血管分化システムの構築：ヒト ES

細胞の心血管分化系をマウス同様の詳細な解析が可能なモデ
ルへと発展させ、種々の細胞群を用いた DNA チップ解析を行
う。

５）恣意的遺伝子操作による細胞形質と遺伝子発現パターン変化
の相関解析：同定した遺伝子を発現操作しながら分化誘導し、
遺伝子プロファイルと細胞形質を相互参照し解析する。種々
の遺伝子に関して同様の解析を繰り返し、特定の形質発現に
必要な遺伝子群の重要度をスコア化する。

６）iPS 細胞を用いた心血管分化再生研究：１）－５）の研究を
マウス及びヒト iPS 細胞にも拡張し新しい心血管分化解析シ
ステムを構築する。

以上６項目の研究を行い、心血管細胞分化過程におけるゲノム
機能の包括的理解を目指す。

＜研究期間の成果＞
１）動静脈内皮細胞の分化誘導と純化：研究代表者らの ES 細胞

心血管分化系を用いて、動静脈内皮細胞を分化誘導し純化す
ることに成功した。すなわち、Flk1 陽性細胞を VEGF に加え
サイクリック AMP またはアドレノメデュリン (AM) の共在下
に培養すると ephrinB2 陽性の動脈内皮細胞が誘導された。ケ
モカイン受容体 CXCR4 が動脈内皮細胞マーカーであること
を見出し、CXCR4 に対する抗体を用いて誘導した動脈内皮細
胞を純化することにも成功した。動脈内皮細胞分化には Notch
シグナルが必須であることに加え、サイクリック AMP が分化
途上の内皮細胞において Notch シグナルを活性化すること、
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両方を独立して行うことが可能な新しいノックダウンレス
キューシステムを構築するため、Cre-loxP システムとエスト
ロジェン受容体 -Cre 融合タンパクを用いたタモキシフェン誘
導性 shRNA 発現系を ES 細胞に導入した新しい遺伝子機能阻
害実験系を構築した。ES 細胞分化途上においてタモキシフェ
ン誘導性に中胚葉マーカー Flk1 遺伝子に対する shRNA を発
現させることにより、Flk1 陽性中胚葉の誘導を阻害すること
に成功している。

４）ES 細胞を用いた心血管分化過程遺伝子プロファイルの作製：
上記１）－３）の成果を加え、未分化 ES 細胞、Flk1+ 中胚葉
細胞、動静脈リンパ管血管内皮細胞、心筋前駆細胞 (FCV 細胞；
Yamashita, FASEB J, 2005)、心筋細胞の各段階の細胞を純化
して RNA を抽出し、遺伝子プロファイルを作製した ( 解析ソ
フト：eXintegrator, RIKEN)。これにより、心血管系細胞の分
化過程における遺伝子発現の変化を細胞系列特異的に解析す
ることが可能となった。図２に、それぞれの細胞特異的遺伝
子発現を示した遺伝子の例を示す。

５）ヒト ES 細胞を用いた血管分化誘導システムの構築
 　ヒト ES 細胞を用いて、マウス ES 細胞と同様の系統的血管

細胞分化システムを構築し、ヒト ES 細胞においても血管分
化 過 程 の 細 胞 レ ベ ル で の 解 析 が 可 能 と な っ た (Sone, 
Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2007)。下肢虚血動物モデル
への移植実験においても効果が得られている (Yamahara, 
PLoS One, 2008)。

６）マウス人工多能性幹細胞 (iPS 細胞 ) を用いた心血管分化誘導
システムの構築

 　2006 年に報告されたマウス iPS 細胞に対して、我々が構築
してきたマウス ES 細胞分化システムを導入し、マウス ES 細
胞と同様に系統的な心血管分化誘導に成功した (Narazaki, 
Circulation, 2008)。マウス ES 細胞において誘導された動静
脈リンパ管内皮細胞、心筋前駆細胞をはじめ、これまで誘導

VEGF, Notch, サイクリック AMP の３者が動脈内皮細胞誘導
に独立して必要であること、及びこれら３者により FLk1 陽
性前駆細胞から動脈内皮細胞を構成的に誘導できることを示
した (Yurugi-Kobayashi, Arterioscler Thromb Vasc Biol, 
2006)。

２）リンパ管内皮細胞の分化誘導と純化：さらに Flk1 陽性前駆
細胞からのリンパ管内皮細胞分化誘導も試みた。Flk1 陽性細
胞をマウスストローマ細胞株 OP9 細胞上で培養するとリンパ
管マーカー prox1 陽性のリンパ管内皮細胞が誘導された。リ
ンパ管内皮細胞誘導には、VEGF-C 及びアンジオポイエチン
が必要であること及び OP9 由来因子が必要であることを示し
た。また、抗３型 VEGF 受容体抗体や LYVE-1 抗体を用いて
リンパ管内皮細胞を純化することにも成功した (Kono, 
Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2006)。

これらの成果により、動静脈リンパ管内皮細胞をそれぞれ系統的
構成的に分化誘導し、その分化機構を解析することが可能となっ
た(図1: Yamashita, Trends Cardiovasc Med, 2007より改変)。また
純化動静脈リンパ管内皮細胞を用いた遺伝子プロファイル作製と
動静脈リンパ管分化機構の解析が可能となった。
さらにcAMP経路の下流の探索を行い、Protein kinase A (PKA)
がFlk1陽性細胞においてVEGF165の特異的受容体であるFlk1と
neuropilin1の発現を上昇させ、Flk1陽性細胞のVEGFに対する感
受性を高めることにより内皮細胞分化を促進しているという新し
い機構も明らかにした(Yamamizu, Blood, 2009)。

３）誘導性 shRNA 発現 ES 細胞による遺伝子機能解析系の構築：
テトラサイクリン誘導性 shRNA 発現 ES 細胞を構築し、分化
途上の任意の段階において標的遺伝子発現を抑制し、細胞分
化を制御できることを示した。すなわち、テトラサイクリン
制御配列 (tetO) を有する tRNA プロモーターまたは U6 プロ
モーター下に shRNA を発現するプラスミドを導入した ES 細
胞株を作製し、テトラサイクリン投与により shRNA 発現が誘
導されるシステムを構築し (tet-ON)、ES 細胞分化途上の任意
の段階において遺伝子発現を阻害することを可能にした。同
システムを用いて、内皮細胞分化において必須の遺伝子であ
る Flk1 の発現を内皮細胞分化途上において阻害することによ
り、ES 細胞からの内皮細胞分化がほぼ完全に阻害された。こ
れらの結果により、ES 細胞分化系を用いて、分化における遺
伝子機能を分化ステージ特異的に解析することが可能になる
とともに、恣意的遺伝子発現制御により細胞分化を制御する
ことが可能になった (Hiraoka-Kanie, Biochem Biophys Res 
Commun, 2006)。

 　さらに新たに、shRNA によるノックダウンと cDNA 発現の
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らの業績は (Narazaki, Circulation, 2008)、2008 年国際幹細胞
学会口頭発表演題への選出や Circulation 誌 2008 年掲載全論
文中から基礎科学部門第 1 位の Best Paper Award を受賞する
など、世界的に非常に高い評価を受けた。

８） CSA による心筋分化誘導効果は、これまでの単剤によ
る効果としては最大と考えられる。また心筋前駆細胞を特異
的に増加させる物質は他に報告がない。潤沢に心筋前駆細胞
を準備することを可能にし、新しい心筋分化機構の解析と細
胞治療応用の可能性を拓いた。同業績 (Yan, Biochem Biophys 
Res Commun, 2009) により筆頭著者の Yan は 2008 年度日本循
環器学会留学生 YIA を受賞した。

このように本研究における種々の成果は国内外において高い評
価を受けており、世界的にも先端的である。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
１）心血管分化における遺伝子プロファイルから同定した候補遺

伝子の機能解析：誘導性 shRNA 発現システムの構築に難渋し、
候補遺伝子群の機能解析の開始が遅くなった。通常の細胞株
や未分化 ES 細胞における shRNA 発現と遺伝子発現抑制は容
易であったが、分化途上における遺伝子発現抑制においては、
誘導性 shRNA 発現のリークに加え、遺伝子サイレンシングや
遺伝子導入効率など分化過程に特異的問題が起こり、サイレ
ンシングを受けにくい株の選定方法や shRNA 遺伝子導入方法
等の種々の検討が必要であったため。

２）遺伝子発現抑制－レスキューシステムの構築：上記１）のシ
ステムをさらに発展させたノックダウンーレスキューシステ
ムを HPRT 遺伝子座への標的 cDNA 導入システムの構築に難
渋した。現在、マウス ROSA26 領域に FRT 配列を導入し
Flp-in recombinase システムにより、ROSA locus に遺伝子を
導入するシステムを構築している。

３）心血管分化機能遺伝子の同定：上記レスキューシステムの構
築が遅れたため、候補遺伝子の機能解析が進まなかった。

＜今後の課題、展望＞
１）iPS 細胞に関して心血管分化における遺伝子プロファイルを

作製し、マウス ES 細胞と比較検討する。現在生殖細胞系列
コンピテント iPS 細胞、肝臓由来 iPS 細胞、胃由来 iPS 細胞、
プラスミドによる iPS 細胞など種々の iPS 細胞を用いて分化
誘導と遺伝子プロファイル作りを進めている。

２）上記ノックダウン－レスキューシステムの構築に基づく分化
機能遺伝子の同定：効率的機能解析による網羅的同定を可能
とする（50-100 以上の候補遺伝子の解析を目指す。）

３）ヒト ES 細胞および iPS 細胞への実験システムの展開：ヒト
心血管細胞分化におけるゲノム機能の解析とその再生医療応
用及びゲノム研究の社会還元を目指す。

＜研究期間の全成果公表リスト＞
１）論文／プロシーディング（査読付き）
1. 0912021012 Yamamizu K, Kawasaki K, Katayama S, Watabe 

T, Yamashita JK*. Enhancement of vascular progenitor 
potential by protein kinase A through dual induction of Flk-1 
and Neuropilin-1. Blood, 114:3707-3716 (2009)

2. 0912021017   Yan P, Nagasawa A, Uosaki H, Sugimoto A, 
Yamamizu K, Teranishi M, Matsuda H, Matsuoka S, Ikeda T, 
Komeda M, Sakata R, Yamashita JK*. Cyclosporin-A potently 
induces highly cardiogenic progenitors from embryonic stem 

可能であった心血管細胞が全て誘導可能となった。同システ
ムを構築することにより、iPS 細胞を新たな解析材料とした
心血管分化再生に関するゲノム研究への展開を可能にした。

７）ヒト iPS 細胞を用いた心血管分化誘導
 2007 年に報告されたヒト iPS 細胞を用いた心血管細胞分化実

験を開始している。すでに自己拍動する機能的心筋細胞の誘
導に成功している。

８）マウス ES 細胞からの高効率心筋前駆細胞及び心筋細胞分化
誘導法の開発

 　免疫抑制剤サイクロスポリン A（CSA）が強力な心筋前駆
細胞及び心筋細胞の分化誘導効果を有していることを見出し
た。CSA によりこれら心筋系列細胞の誘導効率は約 10-20 倍
増加し、潤沢な心筋前駆細胞の採集が可能となった。新しい
心筋前駆細胞治療の可能性を拓いた (Yan, Biochem Biophys 
Res Commun, 2009)。

＜国内外での成果の位置づけ＞
１）ES 細胞からの動脈内皮細胞の分化誘導は世界初の報告であ

る（平成 21 年 12 月 1 日時点でも本報告のみ）。Notch に加え
てサイクリック AMP 経路が動脈内皮分化に必要であることも
初めて示した。分化過程の内皮細胞において、サイクリック
AMP が Notch を活性化することを示したが、サイクリック
AMP と Notch 経路の連関も初めて明らかにした。

２）ES 細胞からのリンパ管内皮細胞誘導は 2006 年に研究代表者
を含め３ヶ所から報告された。研究代表者以外の２つは
embryoid body( 胚様体 ) を用いた方法であり、リンパ管内皮分
化の分子機構に関する知見に乏しい。研究代表者等はリンパ
管内皮誘導因子の存在の可能性を示している。

３）動静脈リンパ管の３種類の内皮細胞をすべて分化誘導するこ
とに成功しているのは、研究代表者のグループのみである（１）
－３）の業績により、2006 年国際血管細胞生物学会招請講演。
2008 年同学会口頭発表。2007 年 Trends Cardiovasc Med 誌
Review 依頼寄稿）。

４）PKA が Flk1 陽性血管前駆細胞の VEGF165 に対する感受性
を 10 倍以上上昇させるという研究代表者らの知見は、前駆細
胞の感受性を調節することにより細胞分化を制御するメカニ
ズムの存在を明らかにし、血管再生をはじめ種々の再生治療
戦略に新たなターゲットをもたらすものである。同業績
(Yamamizu, Blood, 2009) により筆頭著者の山水は、2009 年日
韓血管生物医学会 YIA (Young Investigators Award) を受賞し
た。

５）動静脈リンパ管と心筋前駆細胞等を含め心血管細胞の分化過
程を系統的に再現できるシステムは世界的にも例を見ない。
その遺伝子プロファイルの解析は本例以外に報告はない。細
胞分化過程を新たな視点で解析しうる先進的実験系が構築さ
れたと考えられる。多数の動静脈リンパ管内皮特異的遺伝子
群をもとに、血管選択的血管再生や特異的血管リンパ管抑制
によるがん治療など新しい臨床応用の可能性が生まれること
が期待される。

６）ES 細胞における誘導性 shRNA 発現システムの報告は 2005
頃より複数なされている。分化途上の段階で shRNA 発現を誘
導し目的細胞の分化を阻害した報告は本報告のみである。

Cre-loxP システムによる shRNA 発現 ES 細胞の報告はすでにあ
るが、薬剤（タモキシフェン）を用いて分化途上において誘
導性に発現させるシステムの報告はない。

７）マウス iPS 細胞を用いた心血管細胞分化に関しては 2008 年
に研究代表者らを含め 3 カ所から報告されたが、研究代表者
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