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体 性 幹 細 胞 は ， 生 体 の 恒 常 性 を 保 つ た め ， 老 化 細 胞 の 代 替 と な る 若 い 細 胞 を 生

み 出 し ， 炎 症 な ど の 生 体 反 応 に 応 答 し て 失 わ れ た 細 胞 を 補 充 す る 役 割 を 担 っ て い

る と 考 え ら れ て い る 。 現 在 ま で に ， 造 血 幹 細 胞 ， 間 葉 系 幹 細 胞 ， 神 経 幹 細 胞 は 多

種 の 分 化 可 塑 性 を 有 す る 体 性 幹 細 胞 と し て 研 究 が 進 め ら れ て い る 。 ま た ， 前 駆 細

胞 と の 区 別 が 難 し い が ， 各 種 生 体 組 織 に は そ れ ぞ れ の 組 織 幹 細 胞 が 存 在 し て い る

と 考 え ら れ て お り ， 多 く は 培 養 系 に お い て そ の 存 在 が 認 め ら れ て い る 。 間 葉 系 幹

細 胞 研 究 に 代 表 さ れ る よ う に ， 体 性 幹 細 胞 の 研 究 は 発 生 学 的 な 観 察 に 基 づ き 展 開

さ れ て い る 。 哺 乳 類 の 発 生 に お い て 三 胚 葉 分 化 は 決 定 的 な 過 程 で あ り ， 体 性 幹 細

胞 の 多 く も 三 胚 葉 分 化 の 後 に 存 在 が 確 認 さ れ る こ と か ら ， 三 胚 葉 分 化 が 起 こ っ た

後 は ， 例 え ば 外 胚 葉 系 組 織 に 存 在 し て い る 幹 細 胞 が 中 胚 葉 や 内 胚 葉 由 来 組 織 の 細

胞 に 分 化 す る ， あ る い は 中 胚 葉 系 に 存 在 し て い る 細 胞 が 外 胚 葉 ・ 内 胚 葉 由 来 組 織

の 細 胞 に 分 化 す る な ど ， い わ ゆ る 胚 葉 を 超 え た 分 化 は 起 こ り え な い と 考 え ら れ て

い る 。 し か し な が ら ， 近 年 ， 分 子 生 物 学 的 解 析 手 法 の 発 展 に よ り 間 葉 系 幹 細 胞 の

一 部 は 外 胚 葉 系 の 細 胞 か ら 構 成 さ れ る こ と や ， 間 葉 系 幹 細 胞 が 生 体 内 で 神 経 形 成

に 関 与 す る な ど ， い わ ゆ る 胚 葉 を 超 え た 分 化 が 三 胚 葉 形 成 の 後 に も 起 こ っ て い る

こ と が 報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら の 報 告 に よ り ， 体 性 幹 細 胞 の 起 源 や 分 化 能 の 限 界

に つ い て の 大 前 提 に 疑 問 が も た れ る よ う に な っ て き て い る 。

Vacant i ら は ，200 0 年 に ，全 身 の 生 体 の 組 織 内 に は 三 胚 葉 由 来 に よ ら ず 非 常 に

強 い ス ト レ ス に 耐 性 を 有 す る spore - l ike s tem ce l l が 存 在 し 体 性 幹 細 胞 の 補 充 に

寄 与 し て い る 可 能 性 を 提 唱 し た 。 そ の 後 ， 他 の 研 究 グ ル ー プ か ら も 同 様 な 概 念 に

基 づ い た 研 究 報 告 が 相 次 い だ 。 2002 年 に は 骨 髄 中 に 万 能 性 幹 細 胞 MAPC が 存 在

す る こ と が 報 告 さ れ ， 2004 年 に は 間 葉 系 幹 細 胞 の 一 部 に 分 化 万 能 性 を 有 す る

MIAMI ce l l が 存 在 す る こ と が 報 告 さ れ ， 2006 年 に は 造 血 幹 細 胞 の 小 さ い サ イ ズ

の 分 画 の 中 に VSELS ce l l s が 存 在 す る こ と が 報 告 さ れ ， 2010 年 に は 間 葉 系 細 胞

の 一 部 に ス ト レ ス 耐 性 の muse cel ls が 存 在 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。

本 論 文 で は ，spore- l ike s tem ce l l の 学 説 を 証 明 す る 第 一 歩 と し て ，全 身 の 組 織

に 共 通 の 性 質 を 持 つ 幹 細 胞 が 存 在 す る こ と を 証 明 す る こ と を 目 標 と し ， 幹 細 胞 の

採 取 ， 解 析 ， 再 生 医 療 研 究 応 用 へ の 可 能 性 を 検 討 し て い る 。 以 下 に 各 章 の 審 査 概

要 を 述 べ る 。

第 １ 章 で は ，生 体 組 織 由 来 の plur ipotent s tem cel l に 関 す る 研 究 の 動 向 を 概 説

し ，本 論 文 の 背 景 を ま と め る と 共 に ，本 論 文 の 意 義 及 び 目 的 を 明 ら か に し て い る 。

第 ２ 章 で は ，spore- l ike s tem ce l l の 採 取 法 を 検 討 す る と 共 に ，幹 細 胞 マ ー カ ー

の 発 現 を 解 析 し た 結 果 を ま と め て い る 。spore- l ike stem ce l l は 細 胞 直 径 が 非 常 に

小 さ い と い う 特 徴 を 有 し て い る た め ， 大 き い 細 胞 塊 を 壊 し て 小 さ い 細 胞 を 採 取 す

る 必 要 が あ る 。 そ こ で ， 低 浸 透 圧 の 溶 液 で 細 胞 を 短 時 間 処 理 す る 方 法 ， お よ び 先

端 径 1 0μ m 程 度 の パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト で 吸 引 と 吐 出 を 繰 り 返 し て 細 胞 を 粉 砕す

る 方 法 を 考 案 し ，小 さ な 細 胞 の み の 回 収 に 成 功 し て い る 。こ れ ら の 手 法 を 用 い て ，
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マ ウ ス の 骨 髄 か ら 回 収 さ れ た 微 小 な 細 胞 群 を 無 血 清 培 地 で 培 養 す る と ， 浮 遊 し た

球 形 の コ ロ ニ ー（ 以 降 sphere と 呼 ぶ ）が 形 成 さ れ る こ と を 見 出 し て い る 。特 に ，

粉 砕 処 理 を 行 っ た 場 合 ， 高 頻 度 に sphere 形 成 が 観 察 さ れ る こ と を 明 ら か に し て

い る 。 つ ぎ に ， 間 葉 系 幹 細 胞 や 造 血 幹 細 胞 な ど 広 範 な 体 性 幹 細 胞 に 発 現 が 報 告 さ

れ て い る c -k i t と Sca-1，お よ び ES 細 胞 や 発 生 初 期 の 受 精 卵 に 発 現 が 観 察 さ れ る

万 能 性 幹 細 胞 マ ー カ ー で あ る SSEA-1 と E-cadher in の 発 現 を 調 べ た 結 果 ， い ず

れ も 多 く の sphere で 発 現 が 確 認 さ れ た こ と を 報 告 し て い る 。 さ ら に ， 個 々 の

sphere を 顕 微 鏡 下 で 採 取 し 遺 伝 子 発 現 解 析 を 行 っ た 結 果 ，万 能 性 幹 細 胞 に 特 異 的

に 発 現 が 見 ら れ る Oct4 , Nanog, Sox2 , Ecat1 , Cr ip to , Esg1 な ど の 遺 伝 子 マ ー カ

ー が 高 頻 度 に 発 現 し て い る こ と も 確 認 し て い る 。こ れ ら の 実 験 結 果 は ，sphere 形

成 が 幹 細 胞 の 強 い 自 己 複 製 増 殖 能 の 結 果 と し て 現 れ る 現 象 で あ る こ と を 支 持 す る

も の で あ り ，sphere が 特 殊 な 幹 細 胞 の 集 合 体 で あ る こ と を 物 語 る 極 め て 意 義 深 い

成 果 で あ る 。

第 ３ 章 で は ， sphere の 分 化 能 を in v i t ro お よ び in v ivo の 双 方 で 調 査 し た 結 果

を ま と め て い る 。 ES 細 胞 か ら 三 胚 葉 由 来 の 細 胞 へ 分 化 さ せ る た め の 培 養 条 件 を

参 考 に ， 培 養 条 件 を 設 定 し 分 化 誘 導 実 験 を 行 っ た 結 果 ， sphere 由 来 の 細 胞 は 神

経 ・ 筋 肉 ・ 肝 実 質 細 胞 な ど の 代 表 的 な 三 胚 葉 由 来 組 織 細 胞 へ 分 化 で き る こ と を 確

認 し て い る 。 続 い て ， 生 体 内 で の 分 化 能 と 増 殖 能 を 検 討 す る た め に 移 植 実 験 を 行

っ て い る 。細 胞 を 接 着 さ せ る た め に PGA（ po ly g lyco l i c ac id）上 で 2-3 日 間 培 養

し た 後 ，sphere を NOD/SCID マ ウ ス の 皮 下 に 移 植 し ，4-6 週 間 後 に 組 織 学 的 ，免

疫 組 織 化 学 的 な 解 析 を 行 っ た 結 果 ， 直 径 3mm 程 度 の 内 腔 構 造 を 持 つ 塊 の 形 成 を

確 認 し ， 内 部 に は 上 皮 ， 神 経 ， 筋 肉 ， 管 と い っ た 三 胚 葉 由 来 す べ て の 組 織 形 成 が

起 こ っ て い る こ と を 明 ら か に し て い る 。 以 上 の 結 果 は ， 粉 砕 処 理 後 に sphere を

形 成 す る 細 胞 は ， 無 血 清 条 件 下 で 培 養 す る と ， 培 養 系 ， 生 体 内 双 方 に お い て 三 胚

葉 系 由 来 組 織 へ の 分 化 能 を 有 す る こ と を 示 し て お り ， 非 常 に 幼 弱 な タ ン パ ク 質 ・

遺 伝 子 を 発 現 し て い る 事 実 と 併 せ て 考 え る と ， 幹 細 胞 の 中 で も ES 細 胞 に 近 い 分

化 万 能 性 を 有 す る こ と を 示 唆 す る 興 味 深 い 知 見 で あ る 。

第 ４ 章 で は ， 同 様 の 細 胞 群 が そ の 他 の 組 織 に も 存 在 し て い る か を 確 認 す る た め

の 種 々 の 実 験 結 果 を ま と め て い る 。三 胚 葉 由 来 組 織 の 代 表 的 な 組 織 で あ る 脊 髄（ 外

胚 葉 ）， 筋 肉 （ 中 胚 葉 ）， 肺 （ 内 胚 葉 ） か ら 細 胞 を 単 離 し ， 粉 砕 処 理 後 ， 無 血 清 培

養 条 件 下 で 浮 遊 培 養 を 行 い ， タ ン パ ク 質 マ ー カ ー の 発 現 お よ び 遺 伝 子 発 現 解 析 を

行 っ て い る 。そ の 結 果 ，骨 髄 と 同 様 に ，c -k i t , Sca-1 , SSEA-1 , E-cadher in 陽 性 の

細 胞 が 確 認 さ れ ， ま た ES 細 胞 に 特 異 的 な 遺 伝 子 の 発 現 が 多 数 確 認 さ れ る こ と を

見 出 し て い る 。 つ ぎ に ， 培 養 系 で の 分 化 誘 導 実 験 を 行 う と ， 骨 髄 の 場 合 と 同 様 に

各 特 異 的 な マ ー カ ー で 陽 性 を 示 す 三 胚 葉 由 来 組 織 の 細 胞 へ と 分 化 す る こ と を 確 認

し て い る 。 さ ら に ， PGA に 播 種 し N OD/SCID マ ウ ス の 皮 下 に 移 植 す る と ， 骨 髄

の 場 合 と 同 様 に 上 皮 ， 神 経 ， 筋 肉 ， 軟 骨 ， 腺 と い っ た 三 胚 葉 系 の 組 織 へ と 分 化 す
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る こ と も 確 認 し て い る 。 以 上 の 結 果 か ら ， 骨 髄 中 か ら 発 見 さ れ た 広 範 な 分 化 能 を

有 す る 幹 細 胞 群 は ， 脊 髄 ， 筋 肉 ， 肺 と い っ た す べ て の 三 胚 葉 由 来 組 織 を 粉 砕 し て

形 成 さ れ る sphere か ら も 取 得 で き る こ と が 示 さ れ ， 全 身 の 組 織 に 共 通 の 性 質 を

持 つ 幹 細 胞 の 存 在 が 強 く 示 唆 さ れ た 。

第 ５ 章 で は ，sphere を 用 い て ，幹 細 胞 の 万 能 性 を 証 明 す る た め の 最 も 重 要 な 証

明 方 法 で あ る キ メ ラ マ ウ ス の 作 成 を 試 み た 結 果 を ま と め て い る 。 ICR マ ウ ス の 受

精 卵 と sphere を 用 い た 凝 集 法 に よ っ て キ メ ラ 卵 を 作 成 し ， 24 時 間 培 養 し た 後 ，

子 宮 に 移 植 し た 結 果 ， 20 日 後 に 産 ま れ た 新 生 児 の 毛 皮 に は sphere 由 来 の 毛 が 観

察 さ れ ず ， 新 生 児 の 数 は 移 植 し た 受 精 卵 の 数 よ り も 少 な か っ た こ と を 報 告 し て い

る 。 キ メ ラ マ ウ ス の 胎 生 致 死 ， あ る い は 特 定 の 組 織 へ の キ メ ラ の 偏 在 と い う 可 能

性 が 考 え ら れ た た め ， 胎 生 12 .5 日 目 の 胎 児 の 解 析 を 行 っ た 結 果 ， 全 身 に s phere

由 来 の 細 胞 が 散 在 し て い る こ と を 確 認 し て い る 。以 上 の 結 果 は ，sphere 由 来 の 細

胞 は ， 増 殖 速 度 は 遅 い も の の 全 身 の 組 織 形 成 に 寄 与 で き る 能 力 を 有 し て い る こ と

を 示 し て い る 。

第 ６ 章 で は 本 論 文 の 総 括 と 展 望 に つ い て 述 べ て い る 。

本 論 文 で は ， こ れ ま で の 常 識 を 超 え た 体 性 幹 細 胞 の 起 源 と 分 化 可 能 性 に つ い て

の 新 し い 学 説 を も と に ， 体 性 幹 細 胞 の 創 生 の 可 能 性 を 探 る 実 験 の 結 果 を ま と め た

も の で あ る 。 本 研 究 で ES 細 胞 に 近 い 分 化 万 能 性 が 認 め ら れ た 幹 細 胞 が 実 際 に 生

体 内 に 存 在 す る か ど う か は ， こ れ か ら 明 確 に す べ き 大 き な 課 題 で あ る 。 し か し な

が ら 培 養 法 を さ ら に 効 率 化 す る こ と に よ っ て 大 量 培 養 を 可 能 と し ， 組 織 工 学 を は

じ め と す る 再 生 医 療 研 究 の 新 た な 細 胞 源 と し て 期 待 で き る 。 ま た ， こ れ ま で iPS

細 胞 を は じ め と し た 万 能 性 幹 細 胞 の 創 生 の 研 究 が 盛 ん に 行 わ れ て い る が ， 再 生 医

療 研 究 に 必 要 な の は 安 全 に 機 能 す る 体 性 幹 細 胞 で あ り ， 万 能 性 幹 細 胞 か ら の 体 性

幹 細 胞 の 分 化 誘 導 は 難 し い 。 そ こ で 本 研 究 の 第 ４ 章 で 検 討 し た よ う な 体 性 幹 細 胞

を 体 細 胞 か ら 創 出 す る 試 み が 成 功 す れ ば 細 胞 生 物 学 的 に も 発 生 学 的 に も 非 常 に イ

ン パ ク ト の あ る 研 究 成 果 と な り ， 再 生 医 療 応 用 に 最 も 適 し た 細 胞 ソ ー ス を 提 供 で

き る よ う に な る も の と 期 待 さ れ る 。 よ っ て ， 本 論 文 は 博 士 （ 工 学 ） の 学 位 論 文 と

し て 価 値 あ る も の と 認 め る 。
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