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序論 

幹細胞研究は再生不能な臓器や疾患の治療を目的とした再生医療の分野で注目されている。

それは様々な疾患臓器の機能不全の補完に最適な分化多能性を持つ幹細胞がつくりだされるこ

とが期待されるからである。中でも、胚性幹細胞（ES 細胞）は初期発生における全ての胚葉系

細胞（内胚葉、外胚葉、中胚葉）に分化できる幅広い分化能を有するため、その研究に現在最も

大きな期待が寄せられているが、反面、異常細胞の発生など大きな危険性も併せ持つ。そこで近

年、再生医療分野での新しいアプローチとして成体に存在する幹細胞の研究が注目されている。

成体幹細胞で最もよく研究されている造血幹細胞は骨髄に分布し、各種血球の前駆細胞および免

疫細胞に分化できる。また、骨髄には骨髄間質幹細胞（BMSC：多能性成体前駆細胞）が存在し、

この細胞はマウス胚盤胞への注入により脳を含む多くの胚体細胞系譜に分化しうる。成体臓器へ

移植した際に、骨髄由来細胞が骨格筋細胞、心筋細胞、内皮細胞、肺、胃、皮膚、神経外胚葉細

胞へ分化することがすでに確認されている。これらの細胞の再生医療への応用は秒読みの段階に

あるが、その分化多能性や正常性は ES 細胞と併せてよく評価される必要がある。 

 

DNA メチル化は発生と細胞分化に必須であり、哺乳類では主に連続する CG 二塩基配列（CpG

配列）のシトシンにおこる。CpG アイランドと呼ばれる、CpG 配列が密に存在する領域は、哺乳

類のゲノム上では約半数の遺伝子の近傍に存在しているので、ゲノムワイドに CpG アイランドの
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メチル化状態を調べることによってゲノムワイドな遺伝子領域のメチル化を調べることができ

る。 

 

本研究では、再生医療への応用も視野に入れた幹細胞のエピジェネティック評価基準を示す

ために、ES 細胞や成体幹細胞のような分化多能性を持つ幹細胞がどのような DNA メチル化プロ

フィールを持つか、また、ES 由来の EB およびテラトーマが正常な発生段階と同様のエピジェネ

ティック状態にあるかどうかをゲノムワイドな DNA メチル化解析によって評価した。 

 

第一章 テラトーマ形成において ES 細胞は異常な分化様式を示す 

第一章では、まず ES 細胞由来テラトーマの形態的および遺伝子発現解析を行った。ES 細胞

から胚様体(EB; embryoid body)への分化過程は初期胚の分化過程をよく模倣しているとされ、

哺乳類の初期発生における細胞系譜決定の試験管内モデルとして利用されている。また、ES 細

胞および胚性生殖細胞は腹腔内でテラトーマを形成する能力を持つ。幹細胞の分化能の体系的な

評価方法がないために、従来まではテラトーマ形成能が ES 細胞の分化能の指標として示されて

きたが、本来テラトーマは偶発的な分化の連続による不規則な分化細胞の集まりである。これら

分化モデルが本当に自然発生過程のモデルとなりうるかどうかについても慎重に検討する必要

がある。マウスの腹腔内に形成されたテラトーマには、内胚葉、外胚葉および中胚葉系細胞をそ

れぞれ含む、少なくとも 12 種の分化細胞が存在した。その中には、形態および遺伝子発現から、

次に示すように異常なものも含まれた。まず、腫瘍性細胞である腎芽腫細胞がみとめられた。ま

た、テラトーマ中に栄養膜巨細胞様の細胞が見られ、この細胞が巨細胞特異的遺伝子である PL-1

と海綿状栄養膜細胞およびグリコーゲン細胞特異的な遺伝子である Tpbp を共発現していること

を発見した。さらに、テラトーマでは多分化マーカー遺伝子である Oct-4 が高発現していた。こ

のように ES 細胞のテラトーマへの分化の結果として、正常発生では見られないような異常な細

胞分化が起こることが示された。さらに、形成されたテラトーマの NotI を指標とした RLGS 法を

用いた DNA メチル化解析により、異常なメチル化状態を持つ領域の存在が認められた。 

 

第二章 ES 細胞と BMSC の分化可能性の違いはゲノムワイド DNA メチル化状態の違い

により定義できる 

第一章では ES 細胞における CpG アイランドの DNA メチル化状態は領域および細胞の分化状

態に特異的なパターンを示すことを明らかにした。CpG 配列は組織特異的遺伝子のプロモーター

領域にも存在し、そのメチル化は主に発現を抑制することで、遺伝子発現の可能/不可能に影響

する。発生および細胞分化過程は DNA 配列の変化を伴わないが、ゲノムワイドな DNA メチル化状

態はそれらの各段階において刻々と変化し、分化状態に特異的なゲノム DNA メチル化プロフィー
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ルを形成する。従って、細胞特異的マーカー遺伝子の発現解析や形態の評価だけではなく、ゲノ

ムワイドに DNA メチル化状態を調べることが分化状態の評価として適していると考えられる。 

さて、ES 細胞と BMSC はともに様々な体細胞に分化できるが、それらの分化能には相違点と

類似点がある。まず BMSC からのテラトーマ形成を試みたが、テラトーマは形成されなかった。

よって、テラトーマ形成の可否は ES 細胞と BMSC の相違点の１つであるといえる。一方、BMSC

から、試験管内で神経細胞、星状細胞および乏突起神経膠細胞の前駆細胞である clonogenic 神

経幹細胞様への分化を誘導した。形態および遺伝子マーカー発現により、誘導された細胞が ES

細胞由来神経細胞と同様の特徴を持つことを示した。 

そこで、２種の幹細胞をもちいて、RLGS 法によるゲノムワイドな DNA メチル化状態の解析

を行った。BMSC で ES 細胞と異なるメチル化状態を持つ領域（T-DMR）が、解析した既知の T-DMR259

領域中 85 領域発見された。従って、この 85 領域のメチル化状態が、2種の幹細胞の分化能の相

違に関与していると考えられる。 

 

第三章 T-DMR はテラトーマ形成における分化異常の指標となる 

第一章で観察されたような分化異常が起こることから、ES 細胞がテラトーマを形成する過

程で起こる現象は、正常な胚発生と異なっている可能性がある。また、第二章に見られたように、

キメラ胚では同じ細胞種に分化できる各幹細胞の DNA メチル化状態に差があることから、テラト

ーマ形成に伴う DNA メチル化状態の変化は、正常な細胞分化過程における変化様式と異なってい

る可能性がある。そこで第三章では CpG アイランドにおける DNA メチル化状態のゲノムワイドな

解析により、正常発生とモデル発生過程それぞれにおける ES 細胞の段階特異的なメチル化パタ

ーンの変遷を調べた。 

その結果、ES 細胞から胎仔および成体組織への正常な発生過程と ES 細胞から EB を経てテ

ラトーマへと分化するモデル発生過程との比較で、13 箇所の T-DMR において全く逆のメチル化

状態を示すことを見出した。このうちのひとつは、全ゲノム配列データを用いた模擬的 RLGS 法

（Vi-RLGS）によって、Non-erythroid alpha II-spectrin 遺伝子領域であることがわかった。

この遺伝子の転写開始領域に CpG アイランドが存在し、RT-PCR によりこの T-DMR のメチル化状

態が遺伝子発現に影響することを確認した。以上、正常発生とモデル発生過程の DNA メチル化状

態の変化を比較することにより、ES細胞分化の評価基準となるT-DMRを同定することができた。 

 

総論 

本研究は、正常な胚体細胞系譜であるとされる ES 細胞から、従来分化モデルとされてきた

テラトーマ形成の過程で、通常は起こらない異常な細胞への分化の結果、腎芽腫細胞や栄養膜細

胞などが生じること、未分化マーカー遺伝子の異常な発現が起こることを示し、ES 細胞が分化
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誘導方法によって正常発生と異なる分化過程を経ることを示した。また、同じ ES 細胞を起点と

して EB からテラトーマに至るモデル発生過程の各段階におけるゲノム DNA メチル化パターンの

変化は、ES 細胞と正常に発生した胚体、成体を比較した際のメチル化パターンの遷移と異なる

ことが明らかになった。DNA メチル化改変が自然発生と異なる様式で起こることから、細胞の分

化能も変化し、予期しない細胞分化が起こっていることが考えられる。従って DNA メチル化の観

点からは、テラトーマ形成は忠実な胚発生モデルとは言い難い。 

 

本研究では、多分化幹細胞である ES 細胞と BMSC の間の、分化能の相違点（テラトーマ形成能）

および類似点（神経幹細胞への分化）を示した。ES 細胞と BMSC をゲノムワイドな DNA メチル化

状態において比較すると、異なるメチル化状態を示す T-DMR が多く見出され、これはテラトーマ

形成能を含む ES 細胞と BMSC の分化能の違いに関与していると考えられる。また、Non-erythroid 

alpha II-spectrin遺伝子領域を含む13領域を、今後ES細胞の正常な分化を判定するためのDNA

メチル化のチェックポイントとして提示した。再生医療への応用を考えると、ES 細胞だけでな

く他の成体幹細胞も視野に入れて解析を行い、より適した幹細胞を探求していく必要がある。本

研究において初めて示された BMSC のゲノムワイドなメチル化パターンは、今後の再生医療に関

する研究において、成体幹細胞のエピジェネティック解析の基盤として貴重な情報となる。本研

究は、ゲノムワイドな DNA メチル化情報が細胞の分化可能性の判断基準として重要であることを

示し、判断基準となる有用な基盤情報を示した。 


