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ES 細胞を用いた新しい構成的発生生物学による分化におけるゲ
ノム機能の網羅的解析
●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、ES細胞（胚性幹細胞）を用いて血管および心臓の分

化研究を行い、心血管分化過程を細胞レベルで経時的系統的に解
析できる新しい分化システムを構築した (Nature, 2000; FASEB 
J, 2005)。本研究は、ヒトを含めた哺乳動物の発生及び細胞分化
過程を構成的に再現し、その過程におけるゲノム機能のダイナミ
ズムを細胞レベルで解析・提示できる新たな研究基盤の構築を目
的とする。研究期間内においては、１）我々の新しいES細胞分
化系を用いた心血管細胞分化過程における細胞レベルでの遺伝子
プロファイルの作製、２）心血管分化における機能遺伝子の網羅
的同定、３）同機能遺伝子群による構成的細胞分化の再現を行う。
また、４）分化過程におけるゲノム構造変遷の可視化と５）同定
遺伝子発現制御機構の解析により、個々の細胞分化におけるゲノ
ム機能の経時的系統的解析を試みる。さらには６）ヒトES細胞
を用いた構成的ヒト発生学の構築を試みる。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。
　

＜ 2007 年度の研究の当初計画＞
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。我々の構築した分化システムでは、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
を阻害できる ES細胞対応の遺伝子解析システムを構築してい
る。すなわち、
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、アドレノメデュリン及びサイ
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、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。

2） リンパ管内皮細胞の分化誘導と純化： 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

　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、分化過程における遺伝子プロファイ
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。

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細胞を構築した。同
システムを用いて、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った。

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：
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、心筋細胞を用いて遺伝子プロファイル
を作製した。
2007 年度は、昨年度までに構築した動静脈リンパ管及び心筋
分化誘導システムを用いて、
1） 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
を行い心血管分化多様化遺伝子候補を網羅的に同定する。
2） 同定候補遺伝子からの機能遺伝子の同定
i)  誘導性 shRNAを用いた遺伝子機能阻害実験
ii)  誘導性遺伝子発現による候補遺伝子過剰発現実験
iii) i) ii) による遺伝子発現抑制－レスキュー実験系の構築　
3） 同定機能遺伝子による構成的心血管分化の再構築
4） DNAメチル化の網羅的解析　　　を当初計画とした。

＜ 2007 年度の成果＞
1） 心血管分化過程における遺伝子プロファイル作製
i)  動静脈分化における遺伝子プロファイルの作製
 2006 年我々は ES細胞から動静脈リンパ管内皮のすべてを分
化誘導することに世界で初めて成功した。誘導した動静脈リ
ンパ管内皮細胞を純化し遺伝子発現プロファイルを作製した。
eXintegrator（理研）を用いた解析により、数々の動静脈リン
パ管内皮特異的遺伝子を同定した（下図に例示）。



生
命
シ
ス
テ
ム
情
報

－ －－ －

ii)  心筋分化における遺伝子プロファイルの作製
 2005 年に我々が同定した新しい心筋前駆細胞 (FCV細胞 ) を
加えて心筋分化過程における遺伝子プロファイルを作製し、
心筋及び心筋前駆細胞特異的遺伝子群を同定した（下図）。

2） 心筋ペースメーカー細胞分化機構の解析
 ES細胞由来自己拍動心筋と拍動停止心筋細胞におけるイオン
チャネルの発現及び機能を検討し、HCNチャネルとT型 Ca
チャネルが心筋自動能の維持に必須であることを明らかにし
た (Yanagi, Stem Cells, 2007)。

3）  タモキシフェン誘導性 shRNA発現 ES細胞システムの構築
 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ている。先の
テトラサイクリン誘導性 shRNA発現系より効果が強い予備的
結果を得ている。

4） 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)。

5） 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 細胞を用いて、ES細胞と同
様の心血管分化誘導システムを構築し、iPS 細胞を用いた分
化再生研究を可能にした（投稿中）。

6） 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。

＜国内外での成果の位置づけ＞
1） 動静脈リンパ管内皮のすべてを ES細胞から分化誘導するこ
とに成功しているのは研究代表者のグループのみであり、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。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と考えられる。

 ES 細胞由来心筋前駆細胞は、研究代表者らが 2005 年に初め
て報告し、2006 年に Cell などに相次いで報告された。心筋前
駆細胞を含めた心筋分化遺伝子プロファイルの報告はない。

2） ES細胞由来心筋細胞のペースメーカーや心室筋などの多様化
機構はほとんど明らかになっていない。特異的心筋細胞が誘
導でき、その遺伝子プロファイルなどを通じて多様化機構が
解析されれば新たな心筋再生法の開発につながると考えられ
る。

3） 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。

4） ヒト ES細胞からの系統的分化誘導システムは、研究者らの
マウスシステムを援用した同様のシステムが 2007 年に同様の
ものがCirc Res 誌に報告されている。

5） マウス iPS 細胞を用いた心血管細胞分化研究に関する報告は
いまだなされていない。マウス ES細胞において構築した方
法により、完全にマウス iPS細胞の分化が再現できる。

6） ヒト iPS細胞を用いた分化実験はいまだ報告はない。
従って、これらの成果はいずれも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） 遺伝子発現抑制－レスキューシステムの構築：HPRT遺伝子
座への標的cDNA導入システムの構築に難渋した。新たなノッ
クインベクターを再構築することにより、現在改善が認めら
れている。

2） 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＞
1） 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。）

2） 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。
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