
3   SCAS  NEWS  2009-Ⅰ

1  はじめに
下等生物に

おいては未分

化な幹細胞が

存在しており，

トカゲのしっ

ぽやイモリの

目のレンズの

再生，あるいは池や川にいるプラナリ

アは裁断してもどの断片からも個体が

再生してくることが知られている。ほ

乳類においても各組織には幹細胞が存

在することが知られており，骨髄の造

血幹細胞を利用した骨髄移植などは古

くから臨床で用いられている。一方，

いったん損傷すれば再生しないと考え

られてきた神経組織にも幹細胞の存在

が明らかとなってきた。しかし下等生

物のような多分化能を持つ幹細胞が存

在すると脳組織に心臓の細胞ができて

しまったりするリスクも持ち合わせて

いるため，高等生物では限定した分化

能をもつ幹細胞が存在すると考えられ

ている。一方，臨床現場では臓器移植

が盛んに行われてきたが，臓器不足の

問題や小児における臓器移植の倫理問

題など，現実には対応しきれない問題

が大きくなってきている。損傷を受け

た臓器，組織を新しい部品で置き換え

られたら，という夢はES細胞（胚性

幹細胞）やiPS細胞（人工多能性幹細

胞）の登場で現実的になってきた。こ

こではES細胞研究について，またiPS

細胞研究の現状と問題点などを書いて

みたいと思う。

2  ES細胞について
受精卵は卵割を繰り返して，マウス

では3.5日で胚盤胞（ブラストシスト）

へと発生する。この胚盤胞の内部細胞

塊（ICM，inner cell mass）あるい

は4.5日目のエピブラストと呼ばれる

部分には，将来胎仔を構成する多分化

能を有する細胞（原始外胚葉となる細

胞）が含まれ，ES細胞（embryonic

stem cell：胚性幹細胞）は，この内

部細胞塊あるいはエピブラストから樹

立される。ES細胞は生殖細胞を含む

すべての組織・細胞に分化し得る能力

を持つ。マウスES細胞は，1981年

に初めて報告されて以来in vitroでの

分化研究やジーンターゲティングに用

いられてきた。1998年にヒトES細

胞が樹立されたことから，再生医学の

応用への期待が一気に高まった。ヒト

ES細胞はマウスES細胞と比べて，細

胞表面マーカーの違いや増殖速度など

において違いがみられるが，マウスに

おいて子宮への着床後胚から樹立した

細胞はヒトES細胞と似た増殖性や増

殖因子依存性を持つことなどの近似性

が，また一方でヒトES細胞にROCK

阻害剤を投与することで増殖速度が速

くなることも報告されている1）。

ES細胞が未分化性を維持したまま

増殖できる機構に関して，従来からさ

まざまな研究がなされてきた。マウス

ではIL-6ファミリーに属するサイトカ

インである L I F（（ L e u k e m i a

Inhibitory Factor））およびその下流

のgp130-Stat3シグナルが重要であ

ることが知られているが，ヒトES細

胞ではこのシグナル系は必要ではない

ことも事実である。一方，wntや

BMP4などは両者で有効なシグナルで

あり，牛胎児血清非存在下ではLIFシ

グナルは無効，さらに3つのシグナル

系（FGFR，MEK，GSK3）阻害剤を

培地に添加することでマウスES細胞

を未分化状態に維持できることも報告

された2）。このことは外部からの因子

で未分化性が維持されているのではな

いことを示唆している。またOct-3/4

やNanog，Sox2といった分子も未分

化性維持には必要であり，マイクロ

RNA（miRNA）との関係3）やiPS細

胞との関連でも注目されている。

3  遺伝子改変（ノックアウト）
マウス
ES細胞が有名になったのは，その

多分化能とともに相同組換えが高頻度

で生じること，それを用いての遺伝子

改変個体作出が可能になったことによ

る。ジーンターゲティング法は，in

vitroでES細胞に遺伝子改変を施し，
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その情報が次世代にまで伝達されるこ

とによって個体としての遺伝子改変動

物が作成可能となる技術である。（図1）

通常はマウス個体において遺伝子を完

全に不活化することからノックアウト

マウスと呼ばれるが，ヒト遺伝子でマ

ウス遺伝子を置換したり，点突然変異

の導入なども可能である。遺伝子改変

したES細胞を顕微鏡下でES細胞が由

来した胚盤胞（ブラストシスト）にマ

イクロインジェクション（図2）ある

いは凝集法で混合してやると，

キメラマウスを経て遺伝子情

報が子孫に伝わり，目的の遺

伝子改変個体が作成できる。

ES細胞での相同組換えの機序

としては，細胞分裂の際の姉

妹染色分体交換（s i s t e r

chromatid exchange）時に

ターゲティングベクターが内

在性遺伝子と相同性領域で置

き換わるためである。バクテ

リオファージや酵母の組換え

システムであるCre-loxP（図

3）やFLP-frtシステムを用いれば，薬

剤などの投与により遺伝子欠損を生体

で誘導したり，特定の組織でのみ遺伝

子を不活化するといったコンデショナ

ルジーンターゲティングも可能であ

る。遺伝子は生体内で種々な時期，組

織で機能を果たしていることがあり，

単純な遺伝子ノックアウトでは胎生致

死などによって遺伝子機能が解析しき

れない欠点を補う技術である。具体的

な方法としては，トランスジェニック

マウスで組織特異的にCreを発現させ

たり，インターフェロンやエストロゲ

ン誘導体であるタモキシフェン，ある

いはテトラサイクリンなどでCreの発

現を誘導することによって可能とな

る。Cre酵素はloxPサイトを認識して

特異的にこの部位でDNAの組換えを

おこす。Cre酵素を発現させる方法と

しては，ES細胞で一過性に発現させ

る方法のほか，Cre発現ベクターを受

精卵に注入する方法，アデノウィルス

ベクターを用いて静注あるいは組織に

直接注入して発現させる方法などが報

告されている。一方，組織特異的もし

くは発現誘導可能なプロモーターの制

御下にCre酵素を発現させたトランス

ジェニックマウスを用いることによ

り，コンディショナルジーンターゲテ

ィングが可能となる。マウスにおける

ES細胞のソースとしては，これまで

奇形腫好発マウスである129マウス由

来のES細胞がジーンターゲティング

に用いられてきたが，C57BL/6マウ

ス由来のES細胞も免疫系や神経系の

研究分野を中心に用いられてきてい

る。またゲノム情報が利用できる利点

もあり，BACクローンを用いたターゲ

ティングベクターも利用されている。

現時点で2万3千個あるといわれてい

る遺伝子のどの程度がノックアウトさ

れているかは不明であるが，米国や欧

州，カナダや中国等においてKOMP

（Knock-Out Mouse Project）や

EUCOMM（European Conditional

Mouse Mutagenesis）といわれるよ

うな網羅的に全遺伝子をノックアウト

するプロジェクトが進行中である。た

だ遺伝子の不活性化の方法により個体

の変異に違いが見られたり，イントロ

ンなど遺伝子のコード内外に存在する

マイクロRNA（miRNA）をコードす

る領域が同時に変異している場合もあ

るため，十分な検証がなされる必要が

ある。一方，このようなジーンターゲ

ティングはES細胞が樹立し得る生物

種においては個体の遺伝子改変が可能

であるものの，大部分の生物種におい

てはES細胞の樹立は困難である。そ

こで様々な方法が考案されているが，

マウスと並んでモデル動物として地位

を確立しているゼブラフィッシュにお

いては，ZFN法（ゲノムDNAと部位

特異的に結合するZinc-fingerドメイ

ンとヌクレアーゼの融合タンパク質を

用いた遺伝子不活性化個体の作成）4）

なども考案されている。

4  ES細胞の再生医療への期待
一方，ES細胞をin vitroで望む細胞系

譜に分化させ，細胞移植として用いる

ことができないか，という試みが広く

研究されている。（図4）ES細胞はマウ

スだけでなく，ヒトでも血球系，筋肉

や心筋，神経，膵臓のインスリン分泌

細胞であるβ細胞などにも容易に分化

することが報告されている。パーキン

ソン病に対しては流産などの胎児から

ドーパミン産生細胞を取り出して移植

する試みなども行われているが，複数

の胎児を必要とすることなど倫理面以

外にも問題点が多かった。ES細胞から

大量にドーパミン産生細胞が作成でき

｜ES細胞，iPS細胞研究の現状と，再生医療に向けた展望｜

図1  遺伝子改変ES細胞を用いたノックアウトマウス作製

図2  ES細胞の胚盤胞へのマイクロインジェクション

図3  Cre-loxPシステムを用いたコンディショナルターゲティング
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ればパーキンソン病の治療に光明が見

えてくる。また脊髄損傷で車椅子生活

の患者に分化させた神経細胞を移植す

ることにより歩行可能になる例や，心

筋梗塞後の壊死組織に移植する，ある

いは糖尿病患者にインスリン産生細胞

であるβ細胞を移植するなど，多くの

組織での応用可能性が研究されている。

試験管内でES細胞を目的の細胞，

組織に分化させる工夫に関

しては激しい競争が行われ

ている。培養条件の最適化

や遺伝子導入による強制的

分化，さらに分化した細胞

をセルソーター（FACS）

で選別していくという方法

などの組み合わせが研究さ

れている。（図5）たとえば，

神経系細胞への分化にして

も，神経細胞とグリア細胞

といった大まかな系譜だけ

でなく，ドーパミン作動性

神経やコリン作動性神経，

最近では視床下部の神経細

胞に特化して分化させるこ

とも報告されている5）。しか

し，パーキンソン病の治療

などのように細胞治療は可

能になっても，臓器・組織

としての移植が可能になる

かどうかはまだまだハード

ルが高かった。しかし最近，

培養方法を工夫することで，

三次元の立体構造を持つ大

脳皮質の組織ができたこと

が理研の笹井らのグループ

により報告された6）。一方，

赤血球や血小板などのよう

に分化した細胞は作り得て

も，元となる幹細胞の作成

は難しいこと，また臨床応

用までには，悪性化しない

かどうかなどの安全性の検

討や，倫理的な問題も解決

されなければならない。拒

絶反応に対処するシナリオ

としては，骨髄移植のよう

にバンク化することのほか，

核移植技術を用いて特定のヒトのES

細胞を樹立し，in vitroで必要な系譜

の細胞や組織に分化させた後，もとの

生体に移植することが考えられてい

る。（図6）分化した体細胞も未受精卵

への核移植により初期化され未分化状

態にリプログラミングされるが，核移

植の研究の歴史は古く，体細胞へ分化

した細胞が，はたしてすべての遺伝情
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報を維持しているのかどうかは19世

紀から興味のある話であった。

Spemannが1938年に「核は発生の

間に変化するのか」という疑問に答え

るため初めての核移植を試み，その後

1962年にGurdonがオタマジャクシ

の小腸細胞核をドナーとして核移植を

行い生殖能力のあるカエルを得ること

に成功したが，ほ乳類ではなかなか成

功しなかった。試行錯誤の結果，

1997年ついに成体の乳腺細胞からの

クローン作成に成功したが，それがク

ローン羊，ドリーである。その後，多

くの哺乳動物で成功例が報告され，愛

玩ペットのクローン化産業も振興して

きた。余談になるが，遺伝子情報が同

じでも毛色は子宮内での発生環境にも

影響を受けることから，元のペットそ

っくりの毛の模様のペットを得ること

は難しいのも事実である。核移植のト

ピックスとしては，最近理研の若山ら

が16年間死体として保存してあった

マウスの体細胞から核を取りだして卵

母細胞に移植，そこからES細胞を樹

立して胚盤胞へ移植し，最終的に死体

の体細胞核の遺伝子情報を持ったマウ

スを誕生させることに成功した。これ

はシベリアの永久凍土に眠っているマ

ンモスの死体から核を取りだして同様

な方法でマンモスを現代に蘇らせると

いうジェラシック・パークのSF世界

も夢ではなくなったとして注目されて

いる。

5  iPS細胞
ES細胞との細胞融合によっても体

細胞が初期化されることが示されたこ

と，および未分化なES細胞で特異的

に発現する遺伝子の解析から，最終的

に わ ず か 4 個 の 特 定 の 遺 伝 子

（Oct3/4,  Sox2,  c-Mycおよび

Klf4）を導入することにより，体細胞

がリプログラミングされてiPS細胞が

樹立できることが示され，大変な脚光

を浴びることになったのは周知の通り

である7）。iPS細胞の登場により，倫

理的な問題が回避され，臨床応用への

可能性が一段と高まったのは事実では

図5  ES細胞の特定の細胞系譜への分化誘導

図6  体細胞核移植モデル図

図4  ES細胞のin vivoおよびin vitro分化

①増殖因子や支持細胞を用いて特定の細胞系譜へ分化させる
②細胞系譜特異的マーカーを用いてセルソーターで分離する
③特定の細胞系譜に発現する遺伝子を導入して強制的に分化を誘導する
④組織としての三次元構造をもつ大脳皮質へ分化（文献6）



SCAS  NEWS  2009-Ⅰ 6

｜ES細胞，iPS細胞研究の現状と，再生医療に向けた展望｜

あるが，まだ解決すべき問題点も多い。

ES細胞の場合と同様，あるいはそれ

以上にどこかの遺伝子に「傷」がある

かどうかが問題である。ES細胞では

継代培養しているうちに染色体の数の

変化，突然変異の集積，エピジェネテ

ィックな変化が生じていくことが知ら

れており，いかに「傷」のない細胞が

得られるか，またその検証方法が問わ

れることになる。そのような遺伝子の

「傷」が癌化につながる可能性と，未

分化なES細胞の残存による癌化の可

能性も指摘されている。また遺伝子導

入に用いられるレトロウィルスやレン

チウィルスは，内在性遺伝子近傍に挿

入される可能性があり，挿入変異が癌

化につながる可能性も指摘されてい

る。これを回避するために，リプログ

ラミングの機構を解明することと並ん

で，低分子化合物を併用することでc-

mycなどの癌遺伝子の使用を避けられ

る方法も試みられているほか8），一過

性に導入遺伝子を発現させ，挿入変異

を起こさないアデノウィルスの使用も

試みられている。成功例も報告された

が9），アデノウィルスベクターを用い

た遺伝子導入法はiPS細胞になる頻度

が低く，これは導入遺伝子がある期間

働いている必要があるためと考えられ

ている。また山中らはプラスミドを用

いての遺伝子導入によりiPS細胞の樹

立が可能であることを報告し，導入遺

伝子が残存していないことから安全性

が高まったとしている10）。iPS細胞の

樹立効率が低いのが問題点ではある

が，試験管内の問題なので大きなネッ

クにはならないかもしれない。最近，

これまで広く用いられてきた皮膚の線

維芽細胞だけでなく毛髪の角化細胞か

らのiPS細胞樹立が報告されたが11），

まさに孫悟空が自身の毛を一吹きして

分身を作るという世界が実現可能にな

ったわけである。iPS細胞を移植細胞，

組織のソースとして用いるシナリオの

ほか，遺伝子に変異を持つ患者さんの

体細胞核をドナーとしてiPS細胞を樹

立し，相同組換えによりその変異を正

常化させてから望む細胞に分化させて

移植のソースとして用いることも考え

られており，鎌状赤血球症モデルマウ

スを用いてその可能性が実証されてい

る12）。また病気の患者さんから樹立し

たiPS細胞は，その病気の解明に試験

管内での解析に用いることができ，さ

まざまな疾患の患者さんからのiPS細

胞樹立の試みも始まっている。たとえ

ばアルツハイマー病など，大脳皮質に

原因がある患者の皮膚細胞からiPS細

胞を作成し，脳組織ができる過程を調

べれば発症メカニズムがわかり，治療

の糸口をつかめる可能性がある。さら

にはヒトiPS細胞から分化した細胞を

薬品（治療薬）の副作用検定に用いる

ことも可能である。たとえばiPS細胞

から分化させた肝細胞を用いて，薬品

の肝臓に対する副作用を試験管内でチ

ェックできたり，あるいは向神経薬な

どの新薬を開発する際，ES細胞から

作成した脳組織で反応を見れば，動物

実験より正確に効果や毒性を確かめら

れる。

iPS細胞は元の体細胞の種類や由来

する個体の年齢によってその性質が異

なることから，遺伝子発現やエピジェ

ネティクスの問題が重要であることが

示唆されている。日本や多くの国で禁

止されているヒト体細胞核を牛などの

動物の卵子に移植するヒト性融合胚の

研究は，英国において2008年に激し

い議論の末許可された。iPS細胞の臨

床応用可能性のためにも，ES細胞と

iPS細胞の比較やリプログラミング時

の遺伝子発現制御の問題は今後の重要

な研究課題である。

一方，iPS細胞作成と同様な考え方，

手段により近縁の細胞系譜を変更させ

ることも最近報告された。ハーバード

大学のグループは，膵臓の外分泌細胞

に，β細胞で働いている遺伝子3つを

アデノウィルスベクターを用いて導入

し，消化液を分泌していた細胞をイン

スリン産生β細胞に変えることに成功

した13）。まだ初歩的な段階ではあるが，

今後はこうした方向性の研究が進展す

ることが予想され，望む細胞を容易に

作り出すことができれば，細胞移植を
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中心とした再生医療がより身近になっ

てくると考えられる。

6  おわりに
このようにES細胞やiPS細胞の登

場によって，臓器移植に用いる臓器不

足の解消や，拒絶反応のない理想的な

移植治療の可能性が開けてきたことか

ら，再生医療への期待は非常に大きな

ものがある。一方，臨床現場で行われ

ていた遺伝子治療では，用いたベクタ

ーの挿入変異により白血病という重篤

な副作用が見られて臨床応用がストッ

プした歴史もあることから，過度な期

待が先行することなく慎重な研究の継

続が期待される。


