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1. 要約 

  幹細胞研究において、皮膚は最も研究されている組織であり、様々な幹細胞が報告

されている。我々はヒト皮膚由来線維芽細胞をストレス条件下で培養することで得ら

れる細胞集団に着目し、詳細な検討を行った。その結果、これらの細胞はヒト多能性

幹細胞マーカーである SSEA-3 をマーカーとして単離でき、自己複製能、多能性幹細

胞マーカーの発現、三胚葉性の細胞へ分化する能力を有することが明らかとなり、こ

れらの細胞を Muse（Multilineage-differentiating Stress Enduring）細胞と名付け

た。本研究では Muse 細胞がいくつかの多能性幹細胞の特徴を有することから、この

細胞がヒト皮膚由来線維芽細胞から誘導される iPS 細胞の起源となる可能性を考え、

以下の検討を行った。培養ヒト皮膚由来線維芽細胞から SSEA-3 をマーカーとして

SSEA-3（+）Muse 細胞と SSEA-3（-）non-Muse 細胞を単離した後、Oct3/4、Sox2、Klf4、

c-Myc の 4 因子をレトロウイルスで導入した。遺伝子導入から 4 日後に、それぞれ 1

×105 の細胞をフィーダー細胞の上に播き直し、iPS 細胞誘導を行った。30 日後、

TRA-1-81 染色、RT-PCR、コロニーピックアップにより、SSEA-3（+）Muse 細胞および

SSEA-3（-）non-Muse 細胞からの iPS 細胞誘導の評価を詳細に行った。MEF 細胞の上

に播き直して 30 日後に、多能性幹細胞マーカーである TRA-1-81 染色を行った結果、

SSEA-3（+）Muse 細胞からのみ陽性コロニーが得られ、RT-PCR により解析した結果、
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SSEA-3（+）Muse 細胞からのみ多能性幹細胞マーカーである endogenous Sox2、Nanog

の発現が確認された。また、SSEA-3（+）Muse 細胞、SSEA-3（-）non-Muse 細胞由来

のコロニーをピックアップし、iPS 細胞の樹立を試みた。すると、SSEA-3（+）Muse

細胞からのみヒト ES 細胞様コロニーが得られ、多能性幹細胞マーカーの発現、in 

vitro、in vivo における三胚葉性の細胞への分化が確認出来た。これらのことからヒ

ト皮膚由来線維芽細胞から誘導される iPS 細胞は、SSEA-3（+）Muse 細胞が起源とな

っている可能性が考えられる。 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２.  研究背景 

1998 年に初めて報告された、ヒト胚盤胞の内部細胞塊から樹立された多能性幹細胞

である胚性幹細胞（human embryonic stem cells, ヒト ES 細胞）は、三胚葉性の細

胞へと分化する能力を有しておりほぼ無限に増殖させることが可能な細胞であるた

め、再生医療への応用や新薬開発の観点からさかんに研究されている 1)。 

ヒト ES 細胞を再生医療への応用を実現するために特定の細胞へと分化誘導させる

技術の開発が盛んに行われており、特に難病疾患への細胞移植応用を見据えた分化誘

導法の開発が盛んであり、神経細胞や心筋細胞、膵β細胞などが効率的に作製されつ

つある 2)-4)。しかし使用するヒト ES 細胞は限られたものであり、患者に移植した際の

major histocaompatibility complex（MHC）抗原の相違による、免疫拒絶を起こすこ

とが問題点とされている 5)。また、特定の細胞への誘導効率が 100 %ではないため、

未分化なヒト ES 細胞の残存による腫瘍形成も懸念されている 6)。さらに、受精卵を

材料として使用することで樹立されるため、生命の萌芽を失うことによる倫理問題が

議論を呼んでいる 7),8)。そのため、現段階においてヒト ES 細胞の新たな作製を認めな

い国もある。 

一方、2007 年にヒト成体由来の細胞に複数の遺伝子を導入することで、未分化な細

胞である ES 細胞と同等の多能性と増殖能力を併せ持つ induced pluripotent stem 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（iPS）細胞の樹立が報告された 9),10)。これまで再生医療研究の主流であったヒト ES

細胞は、受精卵の使用による倫理的問題が議論されてきたが、iPS 細胞はこの問題を

解決しうる人工的な多能性幹細胞として世界中から注目を浴びている。また、患者自

身の体細胞から iPS 細胞を作製し、そこから特定の細胞へと分化誘導することで、ヒ

ト ES 細胞で問題とされる拒絶反応の問題も解決される可能性がある 11)-13)。さらに、

これまでに有効な治療法のなかった難病に対して発症メカニズムの解析や、薬剤に対

する効果を患者個々のレベルで評価することが可能であるため、それぞれの患者に見

合った薬剤投与が可能となる。 

しかし、iPS 細胞の樹立効率は非常に低いことが知られている 14),15)。貴重な患者の

細胞から確実に iPS 細胞を作製するためには、更なる樹立効率の改善が求められてい

る。また、樹立された iPS 細胞は、それぞれの株によって分化能力などに違いがある

ことも示唆されており、個々の細胞の質が不均一であることも問題となっている 16),17)。

そのため、標準的なiPS細胞の基準を決定することが重要な課題であると考えられる。 

iPS 細胞は c-Myc などの発癌遺伝子をレトロウイルスやレンチウイルスなどによっ

て染色体へと組み込むことで、癌細胞と同様の細胞増殖能を持たせた人工的な細胞で

ある 7)。そのため、内在性の遺伝子が失われたり、活性化されるなどの変異が起こる

ことで、がん化の可能性も懸念されている 18)。また、遺伝子導入による iPS 細胞誘導
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の詳細なメカニズムについても未だ明らかとされていない。さらに、エピジェネティ

ックな修飾や細胞の寿命、分化能力などがヒト ES 細胞とは異なることが報告されて

いる 19)。iPS 細胞はヒト ES 細胞に比べて倫理面においてのハードルはなくなったと

考えられるが、iPS 細胞の樹立において生物学的に様々な解決すべき問題点が出てき

たため、臨床応用へのハードルは高く当初の予定よりも大幅な遅延を生じている。 

  細胞移植治療は、難病疾患に対して失われた細胞の補充のための有効的な治療方法

であると考えられており、いくつかの細胞がその候補として考えられる。成体に存在

する幹細胞（組織幹細胞）は、その幹細胞の存在する組織が損傷を受けた場合などに

おいて、組織を構成する細胞群に分化することでその組織を修復、維持することを可

能とする細胞であると考えられているが、その分化能や役割は限定されており、例え

ば、造血幹細胞であれば血球系の細胞を作り出し、神経幹細胞であれば神経細胞やグ

リア細胞を作り出す能力を有する 20)。一方で、これらの幹細胞は成体にすでに存在す

る細胞であり人工的なものではないため、臨床での使用において腫瘍化という面で比

較的安全であると考えられている。実際に、ドナーと遺伝子型の近い患者に対する骨

髄移植や末梢血幹細胞移植、臍帯血由来幹細胞移植などが行われており、一定の成果

を収めている 21）。これらの組織幹細胞の中で特殊な幹細胞として間葉系幹細胞が知ら

れている 22）。間葉系幹細胞は、様々な細胞種を含む集団から構成されており、自発的
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な分化や特定の誘導をかけることによる分化を含め、骨や軟骨、脂肪などの中胚葉性

の細胞だけでなく、外胚葉性の細胞である神経細胞や内胚葉性の細胞である肝細胞な

ど、胚葉を超えた分化も報告されている 23),24）。我々はヒト成体骨髄などの間葉系組

織に存在する間葉系細胞から、発生学的に同じ由来である中胚葉性の細胞だけでなく、

内胚葉性・外胚葉性の細胞にも分化することができる新たな幹細胞の存在を見出した

25)。これらの幹細胞は、ヒト多能性幹細胞マーカーである stage-specific embryonic 

antigen-3（SSEA-3）をマーカーとして単離することが可能である。また、消化酵素

などのストレスに耐性であり、Nanog、Oct3/4、Sox2 といった多能性幹細胞マーカー

を発現し、自己複製能、1細胞から三胚葉性の細胞へと分化する能力を有しているが、

腫瘍形成能を持たない幹細胞である。我々は、これらの性状からこの幹細胞を、

Multilineage-differentiating stress-enduring（Muse）細胞と名付け、報告した 25）。

骨髄などに含まれる間葉系細胞は、その多岐にわたる分化能力が報告されているが 23), 

24)、多能性を有する Muse 細胞は、不均一な細胞集団である間葉系細胞の広範な分化

転換能を説明する一つの答えとなる可能性が考えられる。 

  Muse 細胞は間葉系幹細胞中に存在するため容易に採取可能であり、その分化能力

からも再生医療の新たな細胞ソースとして期待できる。また、生体由来の細胞である

ため腫瘍形成は認められず、安全性という面でその臨床応用が期待されている。 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３.  研究目的 

３－１.  ヒト成体皮膚由来線維芽細胞およびヒト成体皮膚組織に存在する

Muse 細胞の解析   

  我々が見出した Muse 細胞は、ヒト成体骨髄などの間葉系組織に存在する間葉系細

胞からヒト多能性幹細胞マーカーであるSSEA-3をマーカーとして単離でき、Oct3/4、

Nanog、Sox2 といった多能性幹細胞マーカーを発現し、自己複製能、1 細胞から三胚

葉性の細胞へと分化する能力を有しているが、腫瘍形成能を持たないといった特徴を

有する多能性幹細胞である 25)。このような多能性幹細胞が骨髄などと同じ間葉系組織

であるヒト成体皮膚から樹立された線維芽細胞からも SSEA-3 をマーカーとして単離

可能であり、この細胞がすでに報告されている骨髄由来の Muse 細胞と同様の性質を

有しているかを検討するとともに、単離された細胞についてフローサイトメトリーや

遺伝子発現解析を行うことで、これまでに報告されているヒト成体皮膚由来の様々な

幹細胞や前駆細胞との差異について検討することを目的とした。また、多能性幹細胞

である Muse 細胞が、培養ヒト皮膚由来線維芽細胞だけでなくヒト成体皮膚組織中に

存在するのか、存在するのであればどのような局在を示すかについて、免疫組織化学

染色により同定することを目的とした。 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３－２.  ヒト皮膚由来線維芽細胞からの iPS 細胞誘導において Muse 細胞が寄

与する可能性についての検討   

  現在、iPS 細胞誘導において、ストカスティックモデルとエリートモデルの二つの

モデルが提唱されている 26)。iPS 細胞は様々な細胞から誘導されているが、ストカス

ティックモデルは、いかなる体細胞においても iPS 細胞になる可能性を持つと仮定す

るもので、Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc、Nanog、Lin28 などの因子を導入することで

9),10)、分化した体細胞は初期化され、確率論に従い一部の細胞に置いて完全な初期化

が生じることにより多能性を獲得するモデルである。一方、エリートモデルは、特定

の細胞のみが遺伝子導入により iPS 細胞になり得るとするモデルである。ストカステ

ィックモデルは広く受け入れられつつあったが、実際のところ厳密な意味での説明は

なされていなかった。また、元となる細胞の分化段階や限定された細胞を使用するこ

とで誘導効率に影響を与えることが報告されている 27),28)こともあり、エリートモデ

ルの可能性も議論されつつあった 29)-31)。 

我々の報告した Muse 細胞は、成体間葉系組織由来の間葉系細胞からヒト多能性幹

細胞マーカーである SSEA-3 をマーカーとして単離することが可能であり、Oct3/4、

Sox2、Nanog といった多能性幹細胞マーカーを発現し、自己複製能や 1細胞から三胚

葉性の細胞へと分化することができる多能性幹細胞である。このように、Muse 細胞は
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腫瘍形成が認められないこと以外にiPS細胞と共通する点が非常に多いことから、iPS

細胞誘導において広く一般的に使用されているヒト皮膚由来線維芽細胞から誘導さ

れる iPS 細胞は Muse 細胞が起源となっている可能性を考え、ヒト皮膚由来線維芽細

胞から SSEA-3（+）Muse 細胞と SSEA-3（-）non-Muse 細胞をそれぞれ単離した後、レ

トロウイルスにより 4因子を導入することでそれぞれ iPS 細胞誘導を行い、それぞれ

の細胞がどのように iPS 細胞へ寄与するかについて詳細に検討を行った。また、4因

子を導入する前の Muse 細胞と non-Muse 細胞、4因子を導入した Muse 細胞、non-Muse

細胞から iPS 細胞誘導過程において出現する iPS 細胞を含むコロニーについて、その

遺伝子発現やエピジェネティックな解析を行い比較することで、ヒト皮膚由来線維芽

細胞からの iPS 細胞誘導におけるメカニズムの解明を試みた。 

 

 

 

 

 

 

 



 13 

４.  研究方法 

  ヒト細胞の使用、遺伝子組換え実験、動物実験は、東北大学専門委員会の指針に基

づき、研究計画書を提出し、機関承認を得て実験を実施した。ヒト ES 細胞（Kyoto 

hESC-1, KhES-1）は、文部科学省から使用にあたって承認を得た京都大学再生医科学

研究所の中畑龍俊教授から供与された。ヒト皮膚由来線維芽細胞からの iPS 細胞誘導

は、高橋らによって報告された方法をもとに行った 9)。また、すべての研究はヘルシ

ンキ宣言に従って実施された。 

 

細胞培養および cluster 形成 

  本研究において、我々はLonza社とScienCell社から購入したヒト成体皮膚由来線維

芽細胞を用いて研究を行った。細胞は10 % FBSと0.1 mg/mlのカナマイシンを含んだ

α-minimum Essential Medium Eagle Modification（α-MEM; SIGMA, M4526）培地を

使用し、37 ℃、5 % CO2の条件下で培養した。 

  単一細胞の浮遊培養では、細胞浮遊液を限界希釈したのち、1細胞ずつ96 wellプレ

ートの各ウェルに播種し、10 % FBSを含んだα-MEM培地で培養した。位相差顕微鏡を

用いて1細胞のみ播種されたウェルを選別し、空のウェルや複数の細胞が入ったウェ

ルは実験から除外した。また、細胞が接着するのを防ぐため、dishの底をpoly
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（2-hydroxyethyl methacrylate）（poly-HEMA; SIGMA, P3932）によりコーティング

して使用した。 

  ヒト皮膚由来線維芽細胞からSSEA-3をマーカーとしてFACSにより単離された細胞

を限界希釈した後、1細胞ずつ96 wellプレートの各ウェルに播種し、10 % FBSを含ん

だα-MEM培地で1週間培養した（第一世代のcluster）。第一世代のclusterをdishに接

着させ、約5000個になった後、再度1細胞ずつ96 wellプレートの各ウェルに播種し、

10 % FBSを含んだα-MEM培地で培養した（第二世代のcluster）。同様の操作を繰り返

すことで、第三世代のclusterまで培養した。 

 

フローサイトメトリーと細胞の単離 

  Muse細胞の単離およびMuse細胞の性状を解析するために、ヒト成体皮膚由来線維芽

細胞を0.25 % trypsin-EDTAで処理し、dishから解離した。その後、カルシウム、マ

グネシウム不含0.02 M リン酸緩衝生理食塩水で細胞を洗浄した。抗体染色を伴う際

には、細胞を1×106 cells/100 μlの濃度に調整し、FACS buffer (カルシウム、マ

グネシウム不含0.02 M リン酸緩衝生理食塩水、2 mM EDTA、0.5 % BSA) に懸濁した。

細胞の単離には、FACSAriaII（Becton Dickinson）を使用し、ストリーム速度を低く

設定することで、細胞の生存率を高く保つ設定で細胞の単離を行った。また、FACSに
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よる細胞単離の際には、染色なしのサンプル、二次抗体のみで染色したサンプルを作

製し、これらのデータをもとに陽性細胞のゲートを決めた。使用した抗体を以下に記

す。 

Anti stage-specific embryonic antigen-3 (SSEA-3)（1:100; Millipore, MAB4303） 

FITC-conjugated anti-rat IgM（1:50; Jackson ImmunoResearch,112-095-075） 

DyLight649-conjugated anti-rat IgM（1:50; Jackson ImmunoResearch,112-496-075） 

Anti CD105 (1:50; Becton Dickinson, 555690) 

FITC-conjugated anti-mouse IgG (1:100; Jackson ImmunoResearch, 115-095-071) 

Phycoerythrin-conjugated anti CD34 (1:100; Becton Dickinson, 555822) 

FITC-conjugated anti von Willebrand factor (1:100; Becton Dickinson, 555849) 

Phycoerythrin-conjugated anti CD117 (1:100; Becton Dickinson, 555714) 

Phycoerythrin-conjugated anti CD146 (1:100; Becton Dickinson, 550315) 

FITC-conjugated anti NG2 (1:100; Becton Dickinson, 554275) 

Phycoerythrin-conjugated anti CD271 (1:100; Becton Dickinson, 557196) 

Phycoerythrin-conjugated anti CD29 (1:100; Becton Dickinson, 556049) 

Phycoerythrin-conjugated anti CD90 (1:100; Becton Dickinson, 555596) 

Phycoerythrin -conjugated anti CD31 (1:100; Becton Dickinson, 560983) 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免疫組織化学染色 

  ヒト成体皮膚は、Biopredic Internationalから入手した。組織を4 % パラホルム

アルデヒド（PFA）を含む0.1 M リン酸緩衝液で一晩固定し、パラフィンを用いて包

埋後、3 μmの切片を作製した。切片は、0.3 % hydrogen peroxideを含むメタノール

で30分インキュベートすることで内在性のペルオキシダーゼ活性を不活性化後、染色

を行った。一次抗体にはanti-SSEA-3抗体（1:50; Millipore）を使用し、二次抗体に

はHRP-conjugated anti-rat IgM抗体 （1:100; Jackson ImmunoResearch, 112-035-075）

を使用した。SSEA-3の発現は、3,3’-diaminobenzidine（DAB）によるペルオキシダ

ーゼ反応により検出した。 

 

アルカリホスファターゼ染色 

  7日間培養したMuse細胞由来のclusterを遠心操作により回収後、生理食塩水で数回

洗浄した。染色にはLeukocyte Alkaline Phosphatase kit（SIGMA, 86R-1KT）を用い

た。まず100 ulの硝酸ナトリウムと100 ulのFRVアルカリ溶液を混和し、静置した。

この混合液に4.5 mlの蒸留水を加えて混和し、100 ulのナフトールAS-BI溶液を加え

て混合し、これを染色液とした。この染色液を、あらかじめ回収しておいたMuse細胞
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由来のclusterに500 ul加えて、37 ℃で15~20分染色後、顕微鏡にて写真撮影を行っ

た。 

 

免疫細胞化学染色 

  Muse細胞由来clusterの染色では、4 % PFAを含む0.1 M リン酸緩衝液で固定した後、

PBSで3回洗浄し、2200×g、5分間遠心することにより細胞ペレットを得た。これにOCT

コンパウンドを加えて冷却し、凍結切片作製用のサンプルとした。これらのサンプル

から、クリオスタットを用いて3 μmの凍結切片を作製した。 

  細胞の染色は、サンプルを4 % PFAを含む0.1 M リン酸緩衝液で固定後、blocking 

buffer (カルシウム、マグネシウム不含0.02 M リン酸緩衝生理食塩水、3 % bovine 

serum albumin、5 % goat serum、0.2 % TritonX-100 ) にてブロッキング処理を行

い、それぞれの一次抗体をblocking bufferに添加して4 ℃で一晩インキュベートし

た。その後0.1 M リン酸緩衝液で一次抗体を洗浄後、二次抗体を加えてインキュベー

ションし、コンフォーカルレーザー顕微鏡 DIGITAL ECLIPSE C1（Nikon）を用いて観

察を行った。 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 TRA-1-81染色は、サンプルを4 % PFAを含む0.1 M リン酸緩衝液で固定し、抗TRA-1-81

抗体で染色後、二次抗体にはHRP-conjugated anti-rat IgM抗体用いて反応させ、DAB

反応により検出した。 

Anti Nanog (1:100; Chemicon, AB5731) 

Anti Oct3/4 (1:100; 大阪大学発生遺伝学グループ、濱田博司教授から供与) 

Anti Sox2 (1:100; Abcam, AB5603) 

Anti SSEA-3 (1:50; Developmental Studies Hybridoma Bank, University of Iowa) 

Anti smooth muscle actin (1:100; SMA, Lab Vision, MS-113-P0) 

Anti neurofilament-M (1:100; NF-M, Millipore, AB1987) 

Human α-fetoprotein (1:100, α-FP, DAKO, N1501) 

Nestin (1:100; Millipore, MAB5326) 

Musashi (1:100; Millipore, AB5977) 

NeuroD (1:100; Millipore, AB5688) 

MAP2 (1:100; Biogenesis, 6242-0039) 

Osteocalcin (1:100; R&D Systems, MAB1419) 

TRA-1-81 (1:100; SantaCruz, sc-21706) 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テロメラーゼ活性の測定 

  テロメラーゼ活性は、Telomeric Repeat Amplification Protocol（TRAP）法に準

じて、TRAPEZE XL telomerase detection kit（Millipore, S7707）を用いて測定し

た。測定したい細胞をCHAPS溶液に溶解し、遠心分離後、上清にTRAPEZE XL reaction 

mixtureを加え、72℃で3分のextension step後、94 ℃で30秒、59 ℃で30秒、72 ℃

で1分を36サイクルでPCRを行った。PCR反応のpolymeraseにはEx Taq polymerase

（TaKaRa, RR001A）を用いた。PCR後の蛍光強度はマイクロプレートリーダー（Tecan）

を用いて測定した。 

 

RT-PCR 

  細胞からNucleoSpin RNA XS（Macherey-Nagel, 740902.10）を用いて、total RNA

を抽出した。ゼラチンコートしたdishに接着したclusterから増殖、分化した細胞に

溶解液を加え、NucleoSpin Filterにかけ、ライセートの清澄化を行った。このサン

プルをシリカメンブレンに通し、DNAおよびtotal RNAの回収を行った。その後、DNase

処理によりDNAのみを切断後、total RNAを溶出した。溶出されたtotal RNAから、

SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit（Invitrogen, 11754-050）を用いてcDNAを合

成した。PCR反応には、Ex Taq DNA polymerase（TaKaRa）を使用した。ポシティブコ
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ントロールとして、Human whole embryosのtotal RNA （Clontech, 636185）を用い、

α-FPのポジティブコントロールとしてHuman fetal liverのtotal RNA（Clontech, 

636540）を用いた。下記のプライマーを使用した。 

Brachyury: sense, 5′-ACCTTCCATGTGAAGCAGCAA-3′ 

antisense, 5′-CTCCACAGTTGGGTTCATCTGTAA-3′ 

Nkx2.5: sense, 5′-GGGACTTGAATGCGGTTCAG-3′ 

antisense, 5′-CTCATTGCACGCTGCATAATC-3′ 

Human α-FP: sense, 5′-CCACTTGTTGCCAACTCAGTGA-3′  

antisense, 5′-TGCAGGAGGGACATATGTTTCA-3′ 

MAP2: sense 5′-ACTACCAGTTTCACACCCCCTTT-3 

antisense, 5′-AAGGGTGCAGGAGACACAGATAC-3′ 

GATA6: sense, 5′-CCTGCGGGCTCTACAGCAAGATGAAC-3′ 

antisense, 5′-CGCCCCTGAGGCTGTAGGTTGTGTT-3′ 

Human albumin: sense, 5′-AAATGAAGATCAAAAGCTTAT-3′ 

antisense, 5′-TACCGAAGTGGAATAAGAGAGAA-3′ 

Human β-actin: sense, 5′-GGATCAGCAAGCAGGAGTATGA-3′ 

antisense, 5′-AATGCTATCACCTCCCCTGTGT-3′ 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Mouse β-actin: sense, 5′-ACCCTAAGGCCAACCGTGAAAAGATGAC-3′ 

antisense, 5′-CCGCTCGTTGCCAATAGTGATGACCT-3′ 

Sox10: sense, 5′-GAGAAGGAGGTTGACTGTTGCA-3′  

antisense, 5′-GCATGTCAGACCCTCACTATCTGT-3′ 

Snai1: sense, 5′-AATCGGAAGCCTAACTACAGCGAG-3′ 

antisense, 5′-CCTTCCCACTGTCCTCATCTGACA-3′ 

Slug: sense, 5′-CCTTCCTGGTCAAGAAGCATTTCA-3′ 

antisense, 5′-AGGCTCACATATTCCTTGTCACAG-3′ 

Dct: sense, 5′-TGAACGGGACAAACGCTTT-3′ 

antisense, 5′-GCCAAGTTGGTCTGAGGTTAA-3′ 

Tyrp1: sense, 5′-ACCCTGCTGTTCGAAGTCTT-3′ 

antisense 5′-AGCGCCAACTACTGCTATGG-3′ 

Dnmt3b: sense, 5′-TGCTGCTCACAGGGCCCGATACTTC-3′  

antisense, 5′-TCCTTTCGAGCTCAGTGCACCACAAAAC-3′ 

Abcg2: sense, 5′-TACCTGTATAGTGTACTTCAT-3′ 

antisense, 5′-GGTCATGAGAAGTGTTGCTA-3′ 

Cdx2: sense, 5′-AAGGCTTGGCTGGTGTATGC-3′ 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antisense, 5′-CACAGACCAACAACCCAAACAG-3′ 

その他の多能性マーカーに対するプライマーは、高橋らの報告を参考にした9)。 

 

核型解析 

  第三世代のMuse細胞由来clusterから得られた細胞の核型は、分裂中の細胞から空

気乾燥法により染色体標本を作製し、キナクリン・ヘキスト二重染色法を用いて実験

動物中央研究所（ICLAS）において核型解析された。 

 

in vitroにおけるMuse細胞由来clusterの分化誘導 

  Muse細胞から形成されたclusterを接着培養し、増殖させた。増殖した細胞を回収

し、4つに分けてそれぞれの分化誘導を行った。 

  神経細胞への分化は、1×105 cells/cm2の細胞密度に調整し、B27サプリメント

（Invitrogen, 17504044）、30 ng/ml basic fibroblast growth factor（bFGF; Peprotech, 

100-18B）、30 ng/ml epidermal growth factor （Peprotech, AF-100-15）を含む

Neurobasal medium（Invitrogen, 21103-049）に懸濁し、poly-HEMAコートされたdish

上で7日間培養することで、sphere形成を行った。形成されたsphereをpoly-L-Lysin

コートされたガラスに接着させ、2 % FBS、25 ng/ml bFGF、25 ng/ml brain-derived 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neurotrophic factor（BDNF; Peprotech, 450-02）を含むα-MEM培地で10日間培養す

ることにより、神経細胞への分化誘導を行った。 

  脂肪細胞、骨細胞への分化には、Human Mesenchymal Stem Cell Functional 

Identification Kit（R&D Systems, sc006）を使用した。 

  脂肪細胞への分化は、2.1×104 cells/cm2の細胞密度に調整し、10 % FBS、adipogenic 

supplementを加えた分化培地で2~3週間培養を行った。 

  骨細胞への分化には、4.2×103 cells/cm2の細胞密度に調整し、10 % FBS、osteogenic 

supplementを加えた分化培地で2~3週間培養を行った。 

  肝細胞への分化は、すでに報告されている方法を参考に誘導を行った24)。2×104 

cells/cm2の細胞密度に調整し、10 % FBS、10×insuline-transferrin-selenium

（Invitrogen, 51300-044）、10 nM dexamethasone（Sigma, D1756）、100 ng/ml 

hepatocytes growth factor（Peprotech, 100-39）、50 ng/ml FGF-4を含むDulbecco’

s Modified Eagle Medium（DMEM; Invitrogen, 10313021）培地に懸濁して、コラー

ゲンコートされたdish上で14日間培養した。 

 

レトロウイルスベクターの構築 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 本研究において、iPS細胞を誘導するためのレトロウイルスベクターは、すでに報

告されている方法を参考にした9), 32), 33)。4因子別々のレトロウイルスベクターは、ヒ

トOct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc遺伝子のORFを、制限酵素サイト（BamHI、EcoRI）を付

加したプライマーを用いてPCRにより増幅させ、pMXsベクターにそれぞれ挿入するこ

とでレトロウイルスベクターを作製した。 

  4因子とGFPを単一のベクターで導入するために、ヒトOct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc

およびGFP遺伝子を、この順番で、すべてself-cleaving 2A peptide（2Aペプチド）

で繋げたポリシストロニックベクターを作製した。それぞれの因子を、制限酵素サイ

ト（BamHI、MflI、MluI）および2Aペプチドを付加したプライマーを用いてPCRにより

増幅させ、制限酵素で切断した後、pMXsレトロウイルスベクターへと挿入した。2Aペ

プチドで繋いだ4因子を挿入後、EGFPを制限酵素サイト（MflI、SalI）および2Aペプ

チドを付加したプライマーを用いてPCRにより増幅させ、4因子の後ろに繋いだ。 

  使用した2Aペプチドを構成する塩基配列は、下記に記す。 

T2A1: GAGGGCAGAGGCAGCCTGCTGACCTGCGGCGACGTGGAGGAAAACCCTGGCCCT 

T2A2: GAGGGACGCGGCTCCCTGCTCACCTGTGGAGATGTGGAAGAGAACCCAGGCCCC 

T2A3: GAAGGCAGAGGCTCTCTGCTGACATGTGGGGATGTGGAGGAAAATCCTGGCCCT 

T2A4: GAAGGTAGGGGAAGTTTGCTTACTTGCGGTGACGTCGAAGAGAATCCAGGACCA 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ウエスタンブロッティング 

  ポリシストロニックベクターを用いて作製したレトロウイルスを、ヒト皮膚由来線

維芽細胞に感染させた。感染から5日後に、1 mlの10 mM Tris-HCl（pH7.5）、75 mM NaCl、

0.5 % TritonX-100、15 % Glycerol、2 % SDS、50 mM DTT、5 mM EDTA、1×Complete

（Roche, 11697498001）を含むlysis bufferにより溶解し、100 ℃で10分間沸騰させ

ることでサンプルとした。また、コントロールとして無処理のヒト皮膚由来線維芽細

胞を準備し、同様の方法を用いてサンプリングを行った。これらのサンプルを、10 % 

SDSを含む10 % アクリルアミドゲルを用いて泳動した。泳動されたタンパクを、セミ

ドライ転写装置を用いてImmobilon-Pメンブレン（Millipore, IPVH00010）へと転写

した。転写したメンブレンを、5 % skim milk（Nacalai tesque, 31149-75）を含む

TBST（20 mM Tris-HCl（pH7.5）、136 mM NaCl、0.05 % Tween-20）によりブロッキン

グした後、それぞれの一次抗体を加えて4 ℃で一晩インキュベートした。翌日メンブ

レンをTBSTで洗浄後、HRP標識された二次抗体を加えて、室温で1時間インキュベート

した。その後TBSTで洗浄した後、ECL Western Blotting Detection Reagents（GE 

Healthcare, RPN2109）を用いて化学発光させ、LAS-4000 mini（FUJIFILM）にて検出

を行った。 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 使用した抗体を以下に記す。 

Anti Oct3/4（1：200; SantaCruz, sc-9081） 

Anti Klf4（1：500; Abcom, AB26648） 

Anti Sox2（1：1000; Abcom, AB59776） 

Anti Myc（1：500; Abcom, AB39688） 

HRP-conjugated anti-rabbit IgG抗体（1：5000, Jackson ImmunoResearch, 111-035-144） 

 

iPS細胞誘導および胚様体形成による自発的分化 

  iPS細胞誘導は、すでに報告されている方法を用いて行った9)。作製した4つのプラ

スミドをパッケージング細胞であるPLAT-A細胞へ、別々に遺伝子導入した。48時間後

に培養上清を回収し、8000×gで4 ℃、16時間遠心することで、レトロウイルスを濃

縮した。Muse細胞とnon-Muse細胞へのレトロウイルスの導入効率をGFPにより測定し、

導入効率はMuse細胞で69.9±0.7 %、non-Muse細胞で69.0±3.7 %であった。 

  ウイルスを感染させる前日に、単離したMuse細胞とnon-Muse細胞を2×105 cells/60 

mm dishの細胞密度で播種した。翌日、4 μg/ml Polybrene（Nacalai tesque, 17736-44）

を含む培地にウイルス溶液を添加し、遺伝子導入を行った。24時間後、ウイルスを含

んだ培地を除去し、新たな培地で4日間培養した。その後細胞を剥離し、1×105 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cells/100 mm dishの細胞密度で、不活性化したmouse embryonic fibroblasts（MEFs）

の上に播種した。翌日、培地を4 ng/ml bFGFを含むPrimate ES cell medium（ReproCELL, 

RCHEMD001）へと交換した。一日おきに培地交換を行い、30日間培養後、TRA-1-81染

色、total RNAの回収、コロニーピックアップを行った。 

  樹立したiPS細胞を小さくカットし、bFGFを含まないPrimate ES cell mediumに懸

濁し、poly-HEMAコートしたdishに播種し、10日間浮遊培養を行うことで胚様体形成

を行った。その後、形成した胚様体をピックアップし、ゼラチンコートしたdish上に

播種することで接着培養を行い、自発的な分化を行った。 

 

免疫不全マウスの精巣への細胞移植 

  1×105 cellsのMuse細胞由来clustersを0.02M PBSに懸濁し、ガラスピペットを用

いて8週齢のNOGマウス（NOD/Shi-scid IL-2RγKO Jicマウス）の精巣へと移植した

（n=3）。移植から6ヶ月後にマウスを屠殺した。ポジティブコントロールとしてマウ

スES細胞を（n=3）、ネガティブコントロールとしてマイトマイシンCにより不活性化

させたMEFsを移植した（n=3）。Muse細胞由来iPS細胞は、60 mm dishでコンフルエン

トの細胞を5等分して精巣へと移植した。移植から12週間後にマウスを屠殺した。 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定量RT-PCR 

  Non-Muse細胞、Muse細胞、non-Muse細胞由来コロニー、Muse細胞由来iPS細胞、ヒ

トES細胞を定量RT-PCRにより解析した。RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いてtotal RNA

を回収し、RT2 First Strand Kit（SA Biosciences, 330401）を用いてcDNAの合成を

行い、SYBR GreenとリファレンスDyeを含むRT2マスターミックスとカスタマイズした

プライマー（SA Biosciences）を混合し、Applied Biosystemsの7300 real-time PCR

を用いてPCR反応を行った。また、得られたCt値からΔΔCt法を用いて遺伝子発現の

Fold Changeを解析した。 

 

バイサルファイトシークエンス 

  Non-Muse細胞、Muse細胞、non-Muse細胞由来コロニー、Muse細胞由来iPS細胞の、

Nanog、Oct3/4のプロモーター領域におけるメチル化を解析した。Non-Organic DNA 

Extraction Kit（Millipore, S4520）を用いてそれぞれの細胞からゲノムDNAを回収

した。回収したゲノムDNAにバイサルファイト処理を行うことで、非メチル化シトシ

ンのみがウラシルに変換され、シークエンス反応としてウラシルはチミンとして表現

され、バイサルファイト処理前後で生じるNanog、Oct3/4のプロモーター領域のシト

シンとチミン(ウラシル)の差異を配列データとして得た。このバイサルファイト修飾
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反応には、BisulFast DNA Modification Kit（Toyobo, MDD-101T）を用いた。また、

使用したNanog、Oct3/4のプロモーター領域のゲノムシークエンスは、すでに報告さ

れている部位を用いて解析した9),34)。 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５.  研究結果 

５－１.   ヒト成体皮膚由来線維芽細胞およびヒト成体皮膚組織に存在する

Muse 細胞の解析 

５－１－１.  ヒト成体皮膚および培養皮膚由来線維芽細胞中に存在する Muse

細胞 

  以前、我々はヒト ES 細胞などの多能性幹細胞マーカーであり、膜表面に発現する

糖脂質である SSEA-31),25）をマーカーとして培養ヒト間葉系幹細胞から、また SSEA-3

と間葉系幹細胞マーカーである CD105 の二重陽性として直接ヒト骨髄液から FACS を

用いることで Muse 細胞が単離できることを報告した 25）。 

  ヒト成体皮膚由来線維芽細胞において、SSEA-3 陽性率は細胞の継代数や細胞密度に

より影響を受ける。我々は 70～80%の密度で培養された細胞を使用した場合、SSEA-3

陽性率は 1～2%であることを明らかとした（図 1. A-C）。ヒト成体皮膚には、

skin-derived precursor（SKPs）、neural crest-derived stem cells (NCSCs)、

melanoblasts、perivascular cells（PCs）、endothelial progenitors (EPs)、

adipose-derived stem cells（ADSCs）35）-42）など様々な幹細胞や前駆細胞が存在して

おり、培養ヒト成体皮膚由来線維芽細胞にもこれらの細胞が含まれている可能性があ

る。そこで我々は、Muse 細胞において NG2（PCs のマーカー）、CD34（EPs と ADSCs）、
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von Willebrand factor（EPs）、CD31（EPs）、CD117（melanoblasts）、CD146（PCs と

ADSCs）、CD271（NCSCs）、Sox10（NCSCs）、Snai1（SKPs）、Slug（SKPs）、Tyrp1（melanoblasts）

そして Dct（melanoblasts）などの発現を解析した。その結果、これらのマーカーは

フローサイトメトリー解析およびRT-PCRの両方でMuse細胞からは検出されなかった

ことから、ヒト成体皮膚に存在する Muse 細胞は、これらの幹細胞や前駆細胞とは異

なることが明らかとなった（図 1. E-L）。 

  さらに我々は、ヒト皮膚組織において SSEA-3 陽性である Muse 細胞の局在を知るた

めに免疫組織化学染色を行った。その結果、Muse 細胞は真皮および皮下組織に存在す

る結合組織に局在していた。また、ほとんどの場合において Muse 細胞は結合組織中

に散在し、血管や真皮乳頭のような特別な構造とは関連していないことが明らかとな

った （図 1. M-O）。さらにフローサイトメトリー解析により、すべての SSEA-3 陽性

細胞が間葉系マーカーである CD29 や CD90（図 1. P, Q）、そして CD105（図 1. D）を

発現していることが確認された。CD105 は確立された間葉系幹細胞マーカーであるが、

フローサイトメトリー解析の結果、この研究で使用したヒト成体皮膚由来線維芽細胞

は CD105 陽性率が 96.7±0.20%（図 1. R）であり、すべての細胞が陽性であるとは限

らないことが実証された。 

  近年、very small embryonic-like stem cells (VSELs)が、CD34+/Lin-/CD45-の非
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造血細胞画分として、ヒト臍帯血および末梢血から同定された 43),44）。これらの細胞

は、間葉系細胞集団に属していないため、CD29、CD90、CD105 などの間葉系細胞マー

カーを発現していない 45）。一方、Muse 細胞は骨髄間葉系幹細胞およびヒト皮膚由来

線維芽細胞から同定された細胞であり、CD29、CD90、CD105 などの間葉系幹細胞マー

カーを発現しているが（図 1. D, P, Q）、CD34 を発現していない（図 1. F）。これら

の結果は、Muse 細胞は VSELs とは異なる細胞集団であることを示している。 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５－１－２.  ヒト皮膚由来線維芽細胞から単離された Muse 細胞の特徴 

  培養ヒト成体皮膚由来線維芽細胞から SSEA-3 陽性である Muse 細胞と、SSEA-3 陰性

である non-Muse 細胞を FACS によってそれぞれ単離し、限界希釈後に一細胞ずつ浮遊

培養を行った。10 日後、Muse 細胞の 63.3±5.4%がヒト ES 細胞由来の胚様体に良く似

た細胞塊を形成した（図 2. A, B）。対照的に、non-Muse 細胞から細胞塊は形成され

なかった。Muse 細胞由来の直径 25μm 以上の細胞塊は一貫してアルカリホスファター

ゼ（ALP）陽性(図 2. C)であり、多能性幹細胞マーカーである Nanog、Oct3/4、Sox2、

SSEA-3 も陽性であった(図 2. D-G)。これらの結果は、以前の報告と同様の傾向を示

した 25）。また、これらの細胞塊を Muse cell-derived clusters (M-Clusters)と名付

けた。 

    免疫細胞化学染色により M-Clusters において多能性幹細胞マーカーの発現が確

認されたが（図 2. D-G）、定量的 RT-PCR により、その発現量は一般的な多能性幹細胞

であるヒト ES 細胞（hES）と比較して非常に低かった（表. 1）。例えば、Oct3/4 の発

現量はおよそ 1/100 であり、Nanog や Sox2 は 1/1000 未満であった。 

  免疫不全マウスの精巣に M-Clusters と、コントロールとしてマウス ES 細胞、フィ

ーダー細胞を移植し、テラトーマを形成するか検討した。その結果、マウス ES 細胞

は 4週でテラトーマを形成したが（図 2. H1）、フィーダー細胞と M-Clusters は 6 ヶ
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月経過しても奇形腫を形成することはなかった（図 2. H2, 3, 4）。さらに、Muse 細

胞と M-Clusters は低いテロメラーゼ活性を示したことから、細胞分裂に限界がある

ことが示唆された（図 2. I）。 

  一細胞から得られた M-Clusters を、ゼラチンコートした dish に張り付かせて 7 日

間培養することにより、自発的な分化を試みた。すると、smooth muscle actin（SMA）

（中胚葉）（図 3. A 緑）、neurofilament（NF）（外胚葉）（図 3. A 赤）、α-fetoprotein

（α-FP）（内胚葉）陽性の細胞へと分化し（図 3. B）、三胚葉性の細胞へ分化する能

力を有していることも確認された 9)。また、第一世代 M-Clusters、第三世代 M-Clusters

を自発的に分化させてRT-PCRにより解析した結果、MAP2（外胚葉）、Bracyury（Brachy）、

Nkx2.5（中胚葉）、GATA6、α-FP（内胚葉）を発現していることが確認された（図 3. C）

9)。これらの結果から、一細胞の Muse 細胞は自己複製能を有しており、自発的に外胚

葉、中胚葉、内胚葉性の三胚葉性の細胞へと分化することができることが示された。 

  また、繰り返し 1細胞からの浮遊培養を繰り返すことで得られる第三世代

M-Clusters は、核型に異常な変化は見られなかった（図 3. D）。 

  我々は、確立された誘導方法により、Muse 細胞の分化誘導がコントロールできるか

検証した。限界希釈後に一細胞から形成された M-Cluster を接着培養により拡張させ

た後、これらの細胞を 4 つに分けて、神経細胞（外胚葉）23),46）、脂肪細胞（中胚葉）
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23）、骨細胞（中胚葉）23）そして肝細胞（内胚葉）24）へと分化させた。神経誘導した細

胞から形成された sphere は、神経幹細胞マーカーである Nestin、Musashi、NeuroD

陽性細胞を含んでおり（図 4. A-C）、これらの sphere を分化培地で培養することで、

MAP2 陽性細胞へと分化することが明らかとなった （図 4. D、陽性率は 89.2±5.7 %）。

脂肪細胞誘導では、オイルレッド O により染色される脂肪滴を持った細胞(90.1±

4.9 %)が誘導された（図 4. E, F）。骨細胞誘導では、osteocalcin 陽性の細胞(97.3

±3.5 %)が誘導された（図 4. G）。肝細胞誘導では、α-fetoprotein（α-FP）陽性の

細胞(87.4±7.6 %)が誘導され（図 4. H）、RT-PCR においても、α-FP と albumin の発

現が確認された（図 4. I）。また、未分化状態の Muse 細胞ではこれらのマーカーを発

現していないことが、免疫細胞化学染色およびRT-PCRにより確認された（図4. J-T）。 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５－２.   ヒト皮膚由来線維芽細胞からの iPS 細胞誘導において Muse 細胞が

寄与する可能性についての検討 

５－２－１.   培養ヒト成体皮膚由来線維芽細胞における Muse 細胞と

non-Muse 細胞からの iPS 細胞誘導 

  培養ヒト成体皮膚由来線維芽細胞から、SSEA-3 をマーカーとして Muse 細胞と

non-Muse 細胞を単離した。以前報告された方法により、単離されたそれぞれの細胞へ、

レトロウイルスによって Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc を導入した 9）。遺伝子導入から

5日後に、不活性化させた mouse embryonic fibroblast (MEFs)の上に、1×105細胞

/10 cm dish の密度で細胞を播種した。30 日後、それぞれの細胞からコロニーは得ら

れたが、non-Muse 細胞に比べて Muse 細胞からは約 8倍のコロニーが形成された。さ

らに、Muse 細胞からのみヒト多能性幹細胞マーカーであり、iPS 細胞誘導において信

頼性のあるマーカーである TRA-1-8147）で陽性反応を示す、ヒト ES 細胞様のコロニー

が得られた（図 5. A, A1, A3）。対照的に、non-Muse 細胞からは TRA-1-81 陽性コロ

ニーは一つも得られなかった（図 5. A, A2）。コロニーピックアップをする前の dish

上にあるすべてのコロニーと細胞から RNA を回収し、RT-PCR を行った。すると、内在

性の Sox2 や Nanog は Muse 細胞からのみ検出されたのに対し、non-Muse 細胞からは検

出されなかった（図 5. B）。 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 Muse 細胞と non-Muse 細胞から得られた堅くつまったコロニーをピックアップし、

継代を行うことで iPS 細胞の樹立を試みた。Muse 細胞からはヒト ES 細胞に似た平ら

な形態を示すコロニーが得られたのに対し（図 5. C, C1）、non-Muse 細胞からはヒト

ES 細胞とは全く異なる形態のコロニーしか得られなかった (Fig. 3D、D1)。3 回継代

した後、それぞれ代表的な 2つの堅くつまったコロニーについて、RT-PCR により遺伝

子発現の解析を行った。単一の要因でのみ iPS 細胞誘導の評価を行うことは不十分で

あると考えられるため 48）,49)、RT-PCR により iPS 細胞において重要である内在性の

Oct3/4、内在性の Sox2、Nanog といった 3つの因子において遺伝子発現の解析を行っ

た。その結果、Muse 細胞由来コロニーからのみ内在性の Oct3/4、内在性の Sox2、Nanog 

の発現が確認され、Muse 細胞からは iPS 細胞（Muse-iPS）が誘導され、non-Muse 細

胞からは iPS 細胞は誘導されなないことが明らかとなった（図 5. E）。また、non-Muse

細胞由来コロニー（non M-1、non M-2）は、内在性の Oct3/4 や内在性の Sox2、Nanog

を発現していないことに加え、Rex1 や Abcg2、Dnmt3b、Cdx2 も発現していなかった（図

5. E）。これらの因子は、不完全にリプログラミングされた細胞では発現しておらず、

完全にリプログラミングされた iPS 細胞でのみ発現している因子である 49)。このこと

から、non-Muse 細胞からは iPS 細胞誘導の初期段階のコロニーのみ誘導されているこ

とが示唆された。 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 Muse-iPS 細胞は、免疫細胞化学染色によっても Nanog、Oct3/4、Sox2、TRA-1-81

の発現が確認された（図 5. F-I）。対照的に、non-Muse 細胞由来コロニーにおいては

これらの因子の発現は認められなかった（図 5. J-M）。ヒト成体皮膚由来線維芽細胞

を用いた場合、iPS 細胞の誘導効率は約 0.001 %であった。これに対してヒト成体皮

膚由来線維芽細胞から単離した Muse 細胞を用いた場合、Muse-iPS 細胞は約 0.03 %の

効率で樹立され、誘導効率は約 30 倍に上昇した。 

  Non-Muse 細胞から iPS 細胞が誘導されなかったのは、Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc

の 4 つの因子を別々のレトロウイルスにより導入したことにより、4因子のうち導入

されていない遺伝子が存在したために引き起こされた可能性がある。最近、4つの因

子すべてをコードするポリシストロニックベクターによって、iPS 細胞が誘導された

32）,33)。そこで、Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc の 4 つの因子と GFP を一つのベクターに

搭載したポリシストロニックベクターを作製し（図 6. A）、Muse 細胞、non-Muse 細胞

に遺伝子導入を行い、iPS 細胞が誘導されるか検討した。遺伝子導入された細胞は、

GFP 陽性細胞のみを FACS により単離し iPS 細胞誘導を行った。また、導入された 5

因子の細胞内タンパク発現は、ウエスタンブロッティングにより確認した（図 6. B）。 

  MEFs の上に播種してから 30 日後、コロニーピックアップを行う前の段階で、RT-PCR

により内在性のOct3/4と内在性のSox2、Nanogなどの遺伝子発現解析を行った結果、
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Muse 細胞からは全ての因子の発現が確認されたのに対して、non-Muse 細胞からはこ

れらの遺伝子発現は確認されなかった（図 6. C）。また、ピックアップ後のコロニー

においても、Muse 細胞由来 iPS 細胞（M iPS-1, M iPS-2, M iPS-3）は全ての因子の

発現が確認されたが、non-Muse 細胞由来コロニー（Non M col-1, Non M col-2, Non M 

col-3, Non M col-4）では内在性の Oct3/4、内在性の Sox2、Nanog および Utf1、Rex1、

Abcg2、Dnmt3b、Cdx2 の発現も確認されなかった（図 6. D）。これらの結果は、4つの

因子を別々に導入した際の結果と同じであった。 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５－２－２.  Muse-iPS 細胞および non-Muse 細胞由来コロニーの比較および

検討 

  次に Muse-iPS 細胞の特性について評価した。Muse-iPS 細胞から浮遊培養により得

られた胚様体の in vitro における分化能を免疫細胞化学染色、RT-PCR により解析し

た。その結果、Neurofilament（NF）、MAP2 を発現する外胚葉性の細胞、smooth muscle 

actin（SMA）、Bracyury（Brachy）、Nkx2.5 を発現する中胚葉性の細胞、αFP、GATA-6

を発現する内胚葉性の細胞へと分化していることが確認された（図 5. N-P）。さらに

Muse 細胞とは対照的に、Muse-iPS 細胞は免疫不全マウスの精巣へと移植すると奇形

腫を形成した （図 5. Q-T）。 

  次に、多能性関連遺伝子群および細胞増殖関連遺伝子群について、定量 RT-PCR に

より Muse 細胞（Muse）、non-Muse 細胞（non-Muse）、Muse-iPS 細胞（M-iPS）、non-Muse

細胞由来コロニー（non-M col）、ヒト ES 細胞について遺伝子発現解析を行った（表. 

1）。それぞれの遺伝子発現パターンや発現量は、Muse-iPS 細胞、ヒト ES 細胞におい

てほぼ同様であった。Muse 細胞（Muse）における Nanog、Oct3/4、Sox2 といった遺伝

子の発現量は Muse-iPS 細胞（M-iPS）の方が高く発現していた。対照的に、non-Muse

細胞由来コロニー（non-M col）では、4因子が導入されているにもかかわらず、これ

らの遺伝子群の発現上昇は認められなかった。Muse 細胞（Muse）と比較して、Muse-iPS
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細胞（M-iPS）では細胞増殖関連遺伝子群の発現向上が認められた。Non-Muse 細胞由

来コロニー（non-M col）においても non-Muse 細胞（non-Muse）と比べていくつかの

細胞増殖関連遺伝子は発現向上していた。しかし、Muse-iPS 細胞（M-iPS）ほど広範

囲な発現の向上は認められなかった (表. 1)。 

  Nanog および Oct3/4 のプロモーター領域のシトシン・グアニン・ジヌクレオチドは、

Muse 細胞（Muse）において部分的にメチル化されており、Muse-iPS 細胞（Muse-iPS）

では完全に脱メチル化されていた（図 5. U）。プロモーター領域のメチル化レベルの

変化は、定量RT-PCRで実証されているようにMuse-iPS細胞（Muse-iPS）におけるNanog、

Oct3/4 のより高い発現量を反映している可能性がある。一方で、non-Muse 細胞

（non-Muse）は、Muse 細胞（Muse）に比べて Nanog、Oct3/4 のプロモーター領域がメ

チル化されており、Muse-iPS 細胞（Muse-iPS）において見られる脱メチル化は、

non-Muse 細胞由来コロニー（non-M-colony）において認められなかった。 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６.  考察 

６－１.   培養ヒト成体皮膚由来線維芽細胞およびヒト成体皮膚組織に存在

する Muse 細胞の解析 

  培養ヒト皮膚由来線維芽細胞およびヒト皮膚組織において、骨髄由来 Muse 細胞と

同等の性質を有する Muse 細胞が存在することが明らかとなった。ヒト成体皮膚には

様々な幹細胞や前駆細胞が存在するが 35)-42)、Muse 細胞はそれぞれのマーカーを発現

していないため、新たな多能性幹細胞であると考えられる（図 4. J-N）。また、間葉

系マーカーである CD105 は、培養ヒト皮膚由来線維芽細胞のすべての細胞において発

現しているわけではないため（図 1. R）、Muse 細胞は SSEA-3 と CD105 の二つのマー

カーを用いて単離することで、より正確に単離することができると考えられる（図 1. 

C, D）。 

  培養ヒト皮膚由来線維芽細胞から、SSEA-3 をマーカーとして単離された Muse 細胞

は浮遊培養を行うことで、一細胞からヒト ES 細胞由来の胚様体に良く似た M-Cluster

を形成し、多能性幹細胞マーカーである Nanog、Oct3/4、Sox2 を発現していた（図 2. 

A-G）。しかし、一般的な多能性幹細胞であるヒト ES 細胞と比較して、Muse 細胞にお

ける多能性幹細胞マーカーの発現量は低かった（表. 1）。また、Muse 細胞は、浮遊培

養と接着培養を繰り返すことで第三世代まで M-cluster を形成することが確認され、
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第三世代の M-Cluster においても三胚葉性の細胞への分化能が確認されたことから

（図 3. C）、自己複製能を持った幹細胞であると考えられる。さらに、Muse 細胞は、

一細胞から形成された M-Cluster を、確立された分化誘導方法を用いることで、高効

率で三胚葉性の細胞への分化をコントロールすることができた（図 4. A-H）。しかし、

テロメラーゼ活性が低く、一般的な多能性幹細胞である ES 細胞や iPS 細胞とは異な

り、免疫不全マウスの精巣に移植しても奇形腫を形成しなかった（図 2. H, I）。 

  ある条件下で培養された epiblast stem cells は多能性幹細胞であるとみなされて

いるが、免疫不全マウスの精巣へ移植しても奇形腫を形成しないことが知られている

50）。このことは、すべての多能性幹細胞が腫瘍形成能を有しているわけではないこと

を意味しており、Muse 細胞もこの細胞の性質により近い多能性幹細胞であると推測さ

れる。また、本研究において、ヒト皮膚組織においても SSEA-3 陽性である Muse 細胞

が、結合組織内に散在性に存在することが明らかとなった（図 1. M-O）。すでに報告

されている移植実験の結果をふまえると 25）、多能性幹細胞である Muse 細胞が生体内

において repairing cell として組織の恒常性の維持に関与している可能性が示唆さ

れた。 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６－２.   ヒト皮膚由来線維芽細胞からの iPS 細胞誘導において Muse 細胞が

寄与する可能性についての検討 

  Muse 細胞は、腫瘍形成することはなく、テロメラーゼ活性が低いという点が iPS

細胞とは異なるが、他のいくつかの点においてiPS細胞に似た特性を有している。我々

は、培養ヒト皮膚由来線維芽細胞から Muse 細胞と non-Muse 細胞を単離し、iPS 細胞

誘導を行った。その結果、iPS 細胞は Muse 細胞からのみ誘導され、non-Muse 細胞か

らは iPS 細胞は誘導されなかった（図 5. A-E）。このことから、ヒト皮膚由来線維芽

細胞からの iPS 細胞誘導は、Muse 細胞が起源となっていると考えられる。 

  Byrne らは、ヒト線維芽細胞に存在する SSEA-3 陽性細胞からのみ iPS 細胞が誘導さ

れるという非常に重要な報告を行った 29）。しかしながら、オリジナルの SSEA-3 陽性

細胞の特性について完全に解明されておらず、この細胞集団からの iPS 細胞誘導のプ

ロセス、つまり分化能や自己複製能は山中 4因子の導入によって引き起こされたもの

なのか、あるいはもともと細胞が持っていた特性なのかは不明瞭のままであった。本

研究において我々は、成体ヒト皮膚由来線維芽細胞において Muse 細胞の存在を明ら

かとし、その分化能や自己複製能は、山中 4因子の導入によって新たに獲得したわけ

ではないことを明らかとした。さらに、Muse 細胞が Muse-iPS 細胞になることで、奇

形腫形成能を示し、多能性関連遺伝子の発現レベルが向上することを明らかとした
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（図 5. Q-T, 表.1）。今後、Muse 細胞と Muse-iPS 細胞のさらなる解析により、ヒト

皮膚由来線維芽細胞からのiPS細胞誘導メカニズムについて深く理解できると考えら

れる。 

  定量 RT-PCR によって、Muse 細胞の多能性関連遺伝子群の発現パターンは Muse-iPS

細胞に似ていたが、Nanog、Oct3/4、Sox2 といった遺伝子の発現レベルは Muse-iPS

細胞と比較して低かった（表.1）。さらに、Muse 細胞において Nanog、Oct3/4 のプロ

モーター領域は、部分的にメチル化されていた（図 5. U）。Muse 細胞が Muse-iPS 細

胞へ、non-Muse 細胞が non-Muse 細胞由来コロニーへと変化すると、ほとんどの細胞

増殖関連遺伝子群の発現が上昇した（表.1）。また、Muse 細胞を免疫不全マウスの精

巣へと移植すると 6ヶ月経過しても奇形腫を形成しなかったが、Muse-iPS 細胞は 12

週間で奇形腫を形成したことから、腫瘍形成能を有さない Muse 細胞は 4因子の導入

によって後天的に腫瘍性増殖能を獲得したことが示唆された（図 2. H、図 5. Q-T）。

また、Zhang、Lee らにより、ES 細胞などの多能性幹細胞において、Nanog や Oct3/4

が細胞分裂を促進させることが報告されている 51),52）。これらのことから、Muse 細胞

において、4因子の導入により細胞増殖関連遺伝子群と多能性関連遺伝子群の発現が

上昇し、その発現上昇した多能性関連遺伝子群によって更に細胞増殖関連遺伝子群の

発現上昇が促進されたと考えられる。もしそうであれば、Muse 細胞は成体組織中に存



 46 

在するため、iPS 細胞に比べて多能性関連遺伝子群の発現は低いレベルに調節されて

いると考えられる。 

  Muse細胞とは対照的に、ヒト成体皮膚由来線維芽細胞中のnon-Muse細胞からはiPS

細胞が誘導されず、TRA-1-81 陽性コロニーも得られなかった（図 5. A, D）。また、

TERT や UTF1 など、いくつかの多能性関連遺伝子群の発現が弱いながらに確認された

が、Nanog や内在性の Sox2 といった、iPS 細胞やヒト ES 細胞などの多能性幹細胞に

おける主要な因子の発現は認められなかった（図 5. B, E, J-M）。これらの結果は、4

つの因子を一つのベクターに搭載したポリシストロニックベクターを使用した場合

においても同様で（図 6. C, D）、non-Muse 細胞由来コロニーでは多能性関連遺伝子

群の発現向上や、Nanog、Oct3/4 のプロモーター領域の脱メチル化は認められなかっ

た（表.1, 図 5. U）。また、non-Muse 細胞由来コロニーにおいて Rex1、Abcg2、Dnmt3b

および Cdx2 の発現が認められなかったことは特筆すべきことである（図 5. E）。Chan

らにより、これらの因子は完全にリプログラミングされた iPS 細胞でのみすべて発現

しており、不完全なリプログラミング状態では部分的に発現するにとどまることが報

告されている 47),48）。さらに、Chan らは不完全にリプログラミングされたコロニーは

タイプⅠ、タイプⅡコロニーに分類され、Rex1、Abcg2、Dnmt3b および Cdx2 のすべて

発現していないタイプⅠコロニーは iPS 細胞へと変化することはなく、Rex1、Abcg2、
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Dnmt3b は発現しておらず Cdx2 のみ発現しているタイプⅡコロニーは、ごく少数では

あるが部分的に自発的に iPS 細胞へと変化すると報告している 47),48）。本研究の結果

から、non-Muse 細胞由来コロニーは、Rex1、Abcg2、Dnmt3b および Cdx2 のすべてが

発現していないことから、タイプⅠコロニーに相当すると考えられ、non-Muse 細胞由

来コロニーは iPS 細胞にはなり得ない、つまり non-Muse 細胞からは iPS 細胞は誘導

されないことが明らかとなった。 

  本研究の結果から、ヒト成体皮膚由来線維芽細胞を用いた場合、iPS 細胞は Muse

細胞からのみ誘導され、non-Muse 細胞からは誘導されないという、エリートモデルの

存在が示唆された。また、Muse 細胞と Muse-iPS 細胞の大きな相違点は、奇形腫を形

成する腫瘍性増殖能であることが明らかとなり、4因子の導入により細胞増殖関連遺

伝子の発現亢進が、Muse 細胞に腫瘍性増殖能を付与したことで iPS 細胞になるという

新たな可能性が示唆された。 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７.  結論 

  本研究により、培養されたヒト皮膚由来線維芽細胞からヒト多能性幹細胞マーカー

であるSSEA-3と間葉系細胞マーカーであるCD105の二重陽性を示すMuse細胞の存在

が明らかとなった。また、ヒト皮膚由来線維芽細胞から単離される Muse 細胞は、す

でに報告されている骨髄由来の Muse 細胞と同様に 25)、自己複製能や三胚葉性の細胞

への分化能を持った細胞であることも確認された。さらに、Muse 細胞は一細胞から形

成された cluster を確立された分化誘導方法を用いることで、高効率で三胚葉性の細

胞への分化をコントロールすることができた。これらのコントロールされた分化によ

り誘導された細胞は、それぞれマーカーを発現していることは確認されたが、これら

の細胞が機能的であるかどうか検討されていない。そのため、今後は損傷モデルへの

移植などにより、分化誘導させた細胞が生体内において機能するかについて検討する

必要がある。 

  Muse細胞は、成体の間葉系組織においてもヒト多能性幹細胞マーカーであるSSEA-3

をマーカーとして同定することが可能であることが明らかとなった。このような多能

性を有する細胞が、不均一な細胞集団である間葉系細胞の広範な分化転換を担ってい

る可能性が考えられる。しかし、生体内における Muse 細胞の特徴として、SSEA-3 を

発現していることは確認されているが、生体内における分化能や自己複製能がどのよ
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うに制御されているか、あるいは repairing cell としてどのようなシグナルによっ

て、損傷組織へと遊走し、組織修復を行っているかについては明らかとされておらず、

今後その制御機構について詳細に検討する必要がある。また、現在使用されている

Muse 細胞の特異的なマーカーである SSEA-3 は糖脂質であり、タンパク質ではないた

め、その遺伝子として存在しないため、遺伝子改変動物の作製や発生段階において多

能性を有する Muse 細胞が、どのような細胞からどのような段階で派生しているか解

析することが困難である。そのため、SSEA-3 以外の特異的マーカーの探索も必須であ

ると考えられる。 

  本研究により、ヒト成体皮膚由来線維芽細胞中に存在する SSEA-3 陽性である Muse

細胞からは iPS 細胞が誘導され、SSEA-3 陰性である non-Muse 細胞からは iPS 細胞は

誘導されないことを示した。この結果は、iPS 細胞誘導メカニズムについて議論され

ている 2つのモデルのうち、すべての細胞が確率論的に iPS 細胞にリプログラミング

されるのではなく、特定の細胞が iPS 細胞に変化するというエリートモデルにあては

まることを示している。さらに、エリートモデルというだけでなく、多能性幹細胞で

ある Muse 細胞だからこそ iPS 細胞に変化したことから、iPS 細胞とはどういった細胞

なのかという生物学的な疑問を生じることとなった。 

  これまでに様々な組織からの iPS 細胞誘導が報告されている 53)-56）。本研究におい
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て示されたエリートモデルの存在は、ヒト成体皮膚由来線維芽細胞を用いた iPS 細胞

誘導においてのみ示されたものであり、他の細胞ソースを用いた iPS 細胞誘導におい

ては検証されていないため、今回の結果が全ての現象に当てはまるかは今後更なる検

証が必要であると考えられる。本研究においては、ヒト成体真皮には SSEA-3 陽性で

ある Muse 細胞の存在が明らかとなったが、ヒト骨髄液からも、ヒト多能性幹細胞で

あるSSEA-3と間葉系細胞マーカーであるCD105の二重陽性としてMuse細胞が単離可

能であることが報告されている 25)。さらに、現時点で脂肪組織や膵臓、臍帯、末梢血

などにおいても SSEA-3 陽性の Muse 細胞が存在することが明らかとされつつある。こ

れらのことから Muse 細胞はあらゆる組織に存在することで、その組織の恒常性の維

持に関わっている可能性が考えられる。またこのような Muse 細胞が様々な組織から

の iPS 細胞誘導に深く関わっている可能性が示唆される。 

  これまで、iPS 細胞の誘導を評価するための基準が統一されていないため、iPS 細

胞の誘導効率の根拠はそれぞれの報告によって異なる結果となっている。いくつかの

報告では、ALP 染色のみで評価を行い、ある報告では単一の多能性幹細胞マーカーで

のみ評価を行っている 57-59)。そのため、それぞれの報告における誘導効率を比較する

ことは不可能である。実際には、ALP 染色陽性コロニーのすべてが iPS 細胞とは限ら

ない。同様に、単一の多能性幹細胞マーカーが陽性のコロニーであっても iPS 細胞の
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基準を満たしていない可能性もある。そのため我々は、TRA-1-81 の免疫細胞化学染色

と Nanog、内在性の Oct3/4、内在性の Sox2、Rex1、Abcg2、Dnmt3b、Cdx2 の遺伝子発

現を RT-PCR により解析することで、複数のマーカーを用いた iPS 細胞コロニーの評

価を行った。その結果、ヒト成体皮膚由来線維芽細胞を用いた場合の iPS 細胞誘導効

率は約 0.001%であったのに対して、ヒト成体皮膚由来線維芽細胞から単離した Muse

細胞を用いた場合、iPS 細胞は約 0.03%の効率で樹立され、誘導効率は約 30 倍に向上

したが、それほど高くなることはなかった。これらの結果は、ポリシストロニックベ

クターを用いた実験系においても同様の結果であった。このことから、遺伝子導入効

率の違いや特定の遺伝子の導入失敗などの理由により生じた結果ではないことが確

認された。ではなぜ iPS 細胞の誘導効率が 30 倍にしかならないのだろうか。理由は 2

つ考えられる。一つは、Muse 細胞は SSEA-3 陽性細胞としてヒト成体皮膚由来線維芽

細胞から単離され、浮遊培養により 1細胞から cluster を形成する特徴を有している

が、この cluste の形成効率は約 50 % 程度であり 100 %ではない。つまり、SSEA-3

をマーカーとして単離される Muse 細胞は単一の細胞集団ではなく、その中には多能

性を持たない細胞も含まれている可能性があるため、iPS 細胞誘導効率がそれほど高

くならなかったと推測される。そのためにも、SSEA-3 陽性細胞の中から多能性を有す

る細胞、つまり 1細胞から浮遊培養により cluster を形成する能力を有する細胞のみ
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を単離するためのマーカー等を探索する必要があると考えられる。二つ目に、本研究

ではヒト皮膚由来線維芽細胞を用いた場合、iPS 細胞は Muse 細胞からのみ誘導される

ことからエリートモデルの存在が示され、さらに導入された遺伝子によって細胞内の

細胞増殖関連遺伝子群と多能性関連遺伝子群の発現が上昇し、その発現上昇した多能

性関連遺伝子群によってさらに細胞増殖関連遺伝子群の発現上昇が促進され、Muse

細胞が腫瘍性増殖能を付与されたことによりiPS細胞になるという誘導メカニズムが

示唆された。Muse 細胞は生体由来の多能性幹細胞であり、多能性の維持や細胞増殖は

微妙なバランスによって維持されているものと考えられる。そのため、導入された遺

伝子が働く強さや、それぞれの因子の発現バランスなどによって、Muse 細胞内の微妙

な遺伝子発現パターンに変化が生じた結果、腫瘍性増殖能を獲得できた細胞が iPS 細

胞へと変化し、遺伝子発現バランスの変化にうまく対応できず腫瘍性増殖能を獲得で

きない細胞ができてしまったため、誘導効率の劇的な変化には繋がらなかった可能性

が考えられる。つまり、確率論に従って Muse 細胞が腫瘍性増殖能を獲得するという、

エリートモデル内におけるストカスティックモデルの存在も考えられる。これらの仮

説を検証するためには、Muse 細胞における多能性や細胞増殖の維持などにおける詳細

な分子メカニズムの解析をする必要があると考えられる。また、Muse 細胞を用いた

iPS 細胞の誘導効率はそれほど高くはないが、バルプロ酸や extracellular 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signal-regulated sinase（ERK）、glycogen synthase kinase 3 beta（GSK-3β）、activin 

receptor-like kinase 5（ALK5）インヒビター、あるいは p53 の抑制のような他のア

プローチと組み合わせることで、iPS 細胞の誘導効率はさらに向上させることができ

ると考えられる 60-63）。さらに、いくつかの特定されていない条件や因子が、iPS 細胞

誘導の効率に影響を与える可能性が考えられ、最適化されたシステムが確立されれば、

Muse 細胞を用いた iPS 細胞の誘導効率向上も期待されると考えられる。 

  間葉系組織から得られる細胞は、様々な細胞を含んだ細胞集団から構成されている

が、そこから単離される Muse 細胞は比較的均質な細胞集団であるため、こうした細

胞を用いて iPS 細胞誘導の各プロセス間の比較を行うことで、iPS 細胞誘導メカニズ

ムについて、より理解が深まるのではないかと考えられる。また、この系の詳細な解

析により、iPS 細胞の腫瘍形成に対する問題を解決する糸口が得られるであろうと推

測される。 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図１.  ヒト皮膚由来線維芽細胞における Muse 細胞 

（A-D）フローサイトメトリーによる、培養ヒト皮膚由来線維芽細胞における SSEA-3

陽性である Muse 細胞の解析。抗体を用いない、染色なしの培養ヒト皮膚由来線維芽

細胞のフローサイトメトリーによる解析（A）。二次抗体のみ（FITC-conjugated 

anti-rat IgM）で染色した培養ヒト皮膚由来線維芽細胞をフローサイトメトリーによ

る解析（B）。SSEA-3 抗体を用いて染色した培養ヒト皮膚由来線維芽細胞のフローサイ

トメトリーによる解析（C）。培養ヒト皮膚由来線維芽細胞に含まれる SSEA-3 陽性細

胞は、すべて CD105 陽性であった（D）。 

（E-H）フローサイトメトリーによる SSEA-3 陽性細胞の解析。培養ヒト皮膚由来線維

芽細胞は、NG2（E）、CD34（F）、CD31（G）、von Willebrand factor（vWF）（H）は陰

性であった。 

（I-K）培養ヒト皮膚由来線維芽細胞のうち、少数の細胞は CD117（I）、CD146（J）、

CD271（K）陽性であった。しかしこれらの陽性細胞はすべて SSEA-3 陰性であった。 

（L）RT-PCR による解析。SSEA-3 陰性である non-Muse 細胞（non-M）は Snai1、Slug

を弱いながらに発現していたが、SSEA-3 陽性である Muse 細胞（Muse）はすべてのマ

ーカーにおいて陰性であった。ポジティブコントロールには、ヒト胎児の cDNA（Emb）

を使用した。 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（M）免疫組織化学染色。(M)はヒト皮膚組織のH&E染色、1-3はMのボックス内のSSEA-3

陽性細胞。SSEA-3 陽性細胞は、真皮（1）、汗腺（2）、微小血管周辺（3）の結合組織

に存在していた。 

（N、O）近接したヒト皮膚組織切片の、SSEA-3 抗体による免疫組織化学染色と H&E

染色の組み合わせ。（scale bars, 50μm） 

（P-R）フローサイトメトリーによる培養ヒト皮膚由来線維芽細胞の解析。培養ヒト

皮膚由来線維芽細胞から得られる SSEA-3 陽性細胞は、すべて CD29（P）、CD90（Q）陽

性であった。培養ヒト皮膚由来線維芽細胞内には間葉系マーカーである CD105 陰性の

細胞も存在する（R）。 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図２.  Muse 細胞と Muse 細胞由来 cluster の特徴 

（A）単一の Muse 細胞を浮遊培養することで得られた Muse 細胞由来 cluster

（M-Cluster）。 

（B）ヒト ES 細胞の浮遊培養により得られた Cluster。 

（C）M-Cluster のアルカリホスファターゼ染色。 

（D-G）M-Cluster の免疫細胞化学染色。M-Clusters は多能性幹細胞マーカーである

Nanog（D）、Oct3/4（E）、Sox2（F）、SSEA-3（SSEA3）（G）を発現していた。（scale bars, 

30μm） 

（H）テラトーマ形成の検証。ポジティブコントロールであるマウス ES 細胞を移植し

た精巣では 4週間でテラトーマを形成し（1）、ネガティブコントロールであるフィー

ダー細胞はテラトーマ形成しなかった（2）。M-Cluster を移植した精巣では、6 ヶ月

経過してもテラトーマを形成することなく（3）、何も移植していない精巣（4）と比

較しても変化はなかった。（scale bars, 1cm） 

（I）ヒト皮膚由来線維芽細胞 (Naive)、ヒト皮膚由来線維芽細胞から単離された Muse

細胞（Muse）、単一の Muse 細胞由来の M-Cluster（Cluster）、iPS 細胞（iPS）のテロ

メラーゼ活性の測定。DNA poly（-）はネガティブコントロールを示している。 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図３.  M-Cluster の自発的分化と核型解析 

（A、B）ゼラチンコートした dish 上で 7日間培養することで、M-Clusters から自発

的に分化した細胞の免疫細胞化学染色。自発的に分化した細胞の中で、一部の細胞は

neurofilament（NF; 赤）、smooth muscle actin（SMA; 緑）（A）、alpha-fetoprotein

（α-FP; B）を発現していた。(scale bars, 30μm) 

(C)  ヒト皮膚由来線維芽細胞（n-fibro1、n-fibro2）と第一世代、第三世代の

M-Cluster（1-Cluster、3-Cluster）から自発的に分化させた細胞の RT-PCR による解

析。ヒト胎児 (Embryo)は、MAP2、Bracyury（Brachy）、Nkx2.5、GATA6 のポジティブ

コントロールとして使用し、ヒト胎児肝臓 (f-liver)は、alpha-fetoprotein（α-FP）

のポジティブコントロールとして使用した。 

(D)  Muse 細胞の核型解析。第三世代の M-Cluster においても、核型に変化はなかっ

た。 

 

 

 

 

 



 71 

 

 

 

 

 

 



 72 

図４.  M-Cluster のコントロールされた分化誘導 

（A-C）神経細胞誘導によって得られた sphere は、Nestin（A）、Musashi（B）、NeuroD

（C）を発現していた。（Scale bars, 50μm） 

（D）sphere から分化誘導した神経細胞は、MAP2 を発現していた。（Scale bars, 30

μm） 

（E、F）誘導された脂肪細胞は、oil red O で染色されたる脂肪滴を含んでいた（E, F）。

（Scale bars, 30μm） 

（G）誘導された骨細胞は、osteocalcin を発現していた。（Scale bars, 30μm） 

（H, I）誘導された肝細胞は、α-FP を発現しており（H）、RT-PCR ではα-FP と albumin

の発現が確認された（I）。（Scale bars, 50μm） 

（J-S）免疫細胞化学染色および疾患組織学的染色を用いた、Muse 細胞における分化

マーカーの発現解析。未分化な Muse 細胞では分化マーカーである osteocalcin（J）、

α-FP（K）、Nestin（L）、Musashi（M）、Neuro D（N）、MAP2（O）、 neurofilament（NF）

（P）、SMA（Q）の発現が確認されなかった。また、Oil red O 染色（R）においても、

陽性である細胞は確認されなかった。二次抗体のみを用いて染色した、ネガティブコ

ントロールである Muse 細胞（S）。（Scale bars, 30μm） 

（T）RT-PCR を用いた Muse 細胞における分化マーカーの発現解析。Muse 細胞（Muse 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cells）では、分化マーカーである MAP2、Brachyury、Nkx2.5、GATA6、α-FP、human 

albumin（Albumin）の発現が確認されなかった。ヒト胎児（Emb）は、MAP2、Bracyury、

Nkx2.5、GATA6 のポジティブコントロールで、ヒト胎児肝臓（f-liver）は、α-FP、

albumin のポジティブコントロールを示す。 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図５.  Muse 細胞からの iPS 細胞誘導 

（A）遺伝子導入した細胞をMEFsの上で30日間培養すると、Muse細胞からはTRA-1-81

陽性コロニーが得られたのに対し（A1）、non-Muse 細胞からは TRA-1-81 陰性コロニー

のみ得られた（A2）。ヒト ES 細胞（hES）はポジティブコントロールを示す（A3）。（scale 

bars, 100μm） 

（B）遺伝子導入した Muse 細胞（Muse）、non-Muse 細胞（non-M）を 30 日間培養後、

MEFs の上にあるすべてのコロニーおよび細胞について、内在性の Oct3/4（end-Oct）、

内在性の Sox2（end-Sox）、Nanog、内在性の Klf4（end-Klf4）、Rex1、UTF1 の発現を

RT-PCR により解析した。また、ヒト ES 細胞（hES）をポジティブコントロールとして

使用した。 

（C、D）ピックアップ後の Muse 細胞由来 iPS 細胞（Muse; C、C1）と non-Muse 細胞

由来コロニー（non-Muse; D、D1）の形態。（scale bars, C と D,100μm、C1 と D1, 50

μm） 

（E）ピックアップ後の Muse 細胞由来 iPS 細胞 (2 クローン：M iPS-1、M iPS-2)と

non-Muse 細胞由来コロニー (2 クローン：non M-1、non M-2)について、内在性の Oct3/4

（end-Oct）、内在性の Sox2（end-Sox）、Nanog、内在性の Klf4（end-Klf4）、Rex1、

UTF1、TERT、Abcg2、Dnmt3b、Cdx2 の発現を RT-PCR により解析した。また、ヒト ES
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細胞（hES）をポジティブコントロールとして使用した。 

（F-M）Muse細胞由来iPS細胞とnon-Muse細胞由来コロニーの免疫細胞化学染色。Muse

細胞由来 iPS 細胞は、Nanog（F）、Oct3/4（G）、Sox2（H）、TRA-1-81（I）を発現して

いた。対照的に non-Muse 細胞由来コロニーにおいては、Nanog（J）、Oct3/4（K）、Sox2

（L）、TRA-1-81（M）の発現が確認されなかった。（scale bars, 50μm） 

（N、O）Muse 細胞由来 iPS 細胞の自発的分化能の検討。Muse 細胞由来 iPS 細胞を浮

遊培養して得られた胚様体を接着培養し、三胚葉性の細胞へ自発的分化をさせた。分

化した細胞は、免疫細胞化学染色により、SMA（N、赤）、α-FP（N、緑）、neurofilament

（NF）（O）を発現していることが確認された。（scale bars, 50μm） 

（P）未分化な Muse 細胞由来 iPS 細胞（Undiff）と Muse 細胞由来 iPS 細胞を自発的

分化させた細胞（Diff）の RT-PCR による解析。分化後（Diff）は、それぞれ三胚葉

性の細胞マーカーを発現していた。 

（Q-T）Muse 細胞由来 iPS 細胞のテラトーマ形成能の検討。Muse 細胞由来 iPS 細胞を

移植後、12 週間経過した免疫不全マウスの精巣で形成されたテラトーマの H&E 染色

（Q）。テラトーマでは、中胚葉（R）、内胚葉（S）、外胚葉（T）組織が認められた。（scale 

bars, 100μm） 

（U）Muse 細胞（Muse）、Muse 細胞由来 iPS 細胞（Muse-iPS）、non-Muse 細胞(non-Muse)、
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non-Muse 細胞由来コロニー（non-M colony）における、Nanog、Oct3/4 のプロモータ

ー領域のバイサルファイトシークエンスによる解析。白丸と黒丸はそれぞれ、非メチ

ル化とメチル化シトシンを表している。 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図６.  ポリシストロニックベクターと iPS 細胞誘導 

（A）作製したポリシストロニックベクターの概略図。hOct3/4、hKlf4、hSox2、hc-Myc、

EGFP を、この順番ですべて 2A ペプチドにより繋ぎ、pMXs ベクターの BamHI、SalI サ

イトに挿入した。 

（B）ウエスタンブロッティングによる、導入された 5 因子の細胞内タンパク発現解

析。ポリシストロニックベクターを用いて作製したレトロウイルスを感染させた細胞

における 5 因子のタンパク発現を、ウエスタンブロッティングにより確認した

（infection）。Control はレトロウイルスを感染させていない細胞。 

（C）ポリシストロニックベクターを用いて作製したレトロウイルスを感染させた

Muse 細胞（Muse）、non-Muse 細胞（non-Muse）を 30 日間培養後、MEFs の上にあるす

べてのコロニーおよび細胞について、内在性のOct3/4（Oct3/4）、内在性のSox2（Sox2）、

Nanog、内在性の Klf4（Klf4）、内在性の c-Myc（c-Myc）、Utf1、Rex1、Dnmt3b、Abcg2、

Cdx2 の発現を RT-PCR により解析した。また、ヒト ES 細胞（hES）をポジティブコン

トロールとして使用した。 

（D）iPS 細胞誘導から 30 日後にピックアップした Muse 細胞由来 iPS 細胞 (3 クロー

ン：M iPS-1、M iPS-2、M iPS-3)とnon-Muse細胞由来コロニー (4クローン：non M col-1、

non M col-2、non M col-3、non M col-4)について、内在性の Oct3/4（Oct3/4）、内
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在性の Sox2（Sox2）、Nanog、内在性の Klf4（Klf4）、内在性の c-Myc（c-Myc）、Utf1、

Rex1、Dnmt3b、Abcg2、Cdx2 の発現を RT-PCR により解析した。また、ヒト ES 細胞（hES）

をポジティブコントロールとして使用した。 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１０.  表 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表１.  多能性関連遺伝子群と細胞増殖関連遺伝子群のグローバルな遺伝子発現解析 

それぞれの遺伝子発現を、Muse 細胞（Muse）、Muse 細胞由来 iPS 細胞（M-iPS）、non-Muse

細胞由来コロニー（non-M col）、ヒト ES 細胞（hES）について、定量 RT-PCR により

解析した。それぞれの遺伝子における mRNA の発現量を、内在性コントロールである

β-actin の発現量によりノーマライズした。得られたそれぞれの値を、コントロール

サンプルである non-Muse 細胞（non-Muse）の発現量と比較し、ΔΔCt 法により定量

を行った。赤くなるにつれて発現量の高さを示し、青くなるにつれて発現量の低さを

示している。 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 谷村  幸宏 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 松瀬 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