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多細胞生物発生過程における細胞社会と個々の細胞の関
係性について理解することを主要目的としている。このた
め，幹細胞システムと中胚葉発生過程を対象に選び研究を
行う。成熟個体においては様々な幹細胞システムが成立し
ている。そこでは，幹細胞の増殖と分化がまわりをとりま
く微小環境により厳密に調節されている。最も未熟な幹細
胞を支える微小環境は特別にニッチと呼ばれ，研究が続い
ているがその実態は分かっていない。我々は，毛根とそこ
に存在する色素細胞に焦点をあて，ニッチの細胞学的，分
子生物学的実態を研究し，幹細胞全般に共通の原理を探る。
一方，ES細胞分化培養を用いて，中胚葉細胞の分化につい
ても研究を行う。中胚葉分化は body organizationに従って
形成される様々な分泌分子のネットワークにより調節され
ると考えられ，その方向での研究が盛んであるが，細胞を
完全に生態から切り離して分化を操作できるかについて研
究するとともに，血管や血液など代表的中胚葉系細胞の分
化機構を明らかにする。

1. 幹細胞の活性化機構に関する研究（大沢，吉田，森
山，麥，西川（伸））
色素細胞は毛根内で独立の幹細胞システムを形成する
ことで coat color を維持している。色素細胞は毛根内の
bulgeregionと hair matrixの 2箇所に存在を認めるが，こ
のうち毛根の bulge領域に存在する色素細胞が最も未熟な
幹細胞であることを証明した。更に，いったん活性化され
た幹細胞が，ニッチに再度出会うことで元の幹細胞へ戻れ
ることも明らかにした。この結果は，これまで考えられて
きた不当分裂や，幹細胞増幅などの幹細胞活性か様式以外
の幹細胞システムを構想できることを示している。本年は，
色素細胞間細胞システムがどの様式で維持されるのかを調
べた。先ず，共焦点顕微鏡を用いて幹細胞と活性化後の細
胞を区別できるマーカー分子を確定した。このマーカーを
用いて，ヘアーサイクル各期の色素細胞を調べ，色素細胞
システムでは幹細胞が活性化されると全ての細胞が一度は
活性期に入り，決して幹細胞が自己再生するわけではない
こと，代わりに活性化した細胞の一部がニッチに入って，も
う一度幹細胞に戻るというこれまで考えてこられなかった
様式をとる幹細胞システムであることが明確になった。
この様式を支える分子機構を明らかにするためには，幹
細胞特異的に発現している分子を同定することが重要であ
るが，このために幹細胞や活性化細胞を 1 個づつ採取し，
single cell cDNAライブラリーの作成するプロジェクトに従
事している。これを可能にするために，（1）色素細胞を残
したまま毛根を採取する方法の確立，（2）色素細胞がGFP

で特異的に標識されたマウス系統の樹立，（3）ゲノムDNA

の増幅が全く起こらない RT-PCR方法の確立を行った。こ

れと平行して，色素細胞特異的，タモキシフェン誘導的に遺
伝子ノックアウトを行うためのマウスの開発を行っている。

2. ES細胞を用いた中胚葉誘導機構の研究（江良，古沢
＊，河崎，西川（里）桜井，武部，多田，幸谷，西川（伸））
我々は中胚葉系幹細胞の分化，増殖を分子レベルで解明
するために In vitro ES cell differentiationシステムを用い
て解析を進めている。In vitroでの胚性幹細胞（ES細胞）
分化システムは，哺乳類での発生メカニズムを研究するた
めの優れたモデルシステムの 1つといえる。個体レベルの
研究の多くが細胞を 1つの集団として，その位置に基づき
解析を行うのに対し，このシステムでは 1つひとつの細胞
をそれぞれ個々の細胞レベルで解析できる。さらに，任意
の時期に分化中間段階の細胞を同定して分化能力をリアル
タイムでモニタリングしたり，生化学的な解析，あるいは
遺伝子ライブラリーの作成に耐えうる十分な細胞数を cell

sortingを用いて純化することができる。ES細胞の段階で
簡単に遺伝子を外部から操作することによって，遺伝子を
強制的に発現させたり，また逆に欠損させたりすることも
可能である。本研究の目的は中胚葉系幹細胞を可視化，同
定し，その分化と自己複製のメカニズムを遺伝子レベルで
明らかにすることにある。
Day7.5のmouse embryoでは PDGF αRが paraxialme-

sodermと extraembryonic endodermに，またFLK1が lat-

eral mesodermと extraembryonic mesodermに発現するこ
とが判明している。さらに E-cadherinは ectoderm と en-

doderm cellで強く発現している。この発現を利用して，ES
細胞から分化してきたそれぞれの中胚葉 subpopulationを
精製し，PCR で代表的遺伝子の発現を調べた。Paraxial
mesoderm特異的に発現する bHLH familyの転写因子であ
るMesogeninは，PDGF αR陽性 E-Cadherin弱陽性分画
のみで特異的に発現し，lateral and extraembryonic meso-
derm 特異的に発現する forkhead family の転写因子であ
る HFH-8は，PDGF αR陰性 FLK1陽性分画に発現して
いた。この結果は ES細胞培養においてそれぞれの中胚葉
subpopulation が確かに誘導，精製されたことを意味して
いる。
こうして純化した細胞の運命が決定されているのか，ま
た未熟な ES細胞を完全に除去できるのかを調べる目的で，
免疫不全マウスの皮下，あるいは腎臓皮膜下への移植（In

vivoでのアッセイ）を行っている。現在，筋肉，骨，軟骨へ
に運命決定した前駆細胞の純化に成功している。これと平行
し，側版中胚葉と傍軸中胚葉への分化を比較的早い lineage

specificationのステップとして捉え，両者の遺伝子発現プロ
ファイリングを 2つの方法で進めている。まず，両者の違い
の基礎データを得るために，それぞれから調整した cDNA
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同士で差し引いた library（Subtraction Library）を作成す
るし，いくつかの興味ある遺伝子についてはノックアウト
マウスを中心にその機能解析を進めている。もう 1つの方
法としてアフィメトリックスの DNAアレーを用いてそれ
ぞれの細胞を解析した。現在それぞれの系列に特異的遺伝
子を同定し，その中に存在する新規遺伝子について in situ

hybridizationで発現プロフィルを調べると同時に，それぞ
れの遺伝子についてノックアウトマウス，ES細胞へのトラ
ンスフェクションを行い機能解析を進めている。
これまでの研究では，残念ながら axial mesoderm が全
くカバーされていなかった。これは適当な表面マーカーを
得られなかったためである。この細胞を標識するために，
goosecoid遺伝子に GFPをノックインした ES細胞を作成
し，axial mesodermの誘導条件を検討した。これまでの培
養法では，axial mesodermはたかだか 2～3%しか誘導され
なかったが，新しい無血清培地を様々な増殖因子と組み合
わせることにより，80～90%の細胞がGFP陽性であるとい
う条件を確立した。同じ培地を使っても lateral mesoderm,

paraxial mesodermはそれぞれ 20%程度誘導される条件し
か確立していない。このように，axial mesoderm誘導条件
が決定したことで，mesoendodermの分化として興味をも
たれている，notochordと definitive endodermの分岐点を
調節する分子機構や，再生医療で重要な内胚葉の分化を段
階的に研究する方法が確立したといえる。
中胚葉誘導における細胞接着の役割についても研究を続
けた。昨年度の研究で，E-cadherinによる細胞同士の接着
が中胚葉細胞誘導には必要で，一種の community e.ectが
存在することを明らかにした。この研究では当面この E-

cadherinによる細胞接 ES細胞に E-cadherin以外の様々な
接着分子を導入し，その分化を調べる実験系を構築した。
特に Tet-inducible に VE-cadherin を発現させる系を確立
し，E-cadherinの機能を代償できることが明らかになりつ
つあるが，更に研究が必要である。
これに加えて，中胚葉由来の血管内皮，血液細胞の分化機
構について，京都大学分子遺伝学教室と共同で研究を行い，
(1)血管のリモデリングに関わる Ang1の役割の解明，(2)
血管内皮において，VEGFR3が VEGFR2シグナルの抑制
因子として働くこと，(3) ES細胞から血管内皮への分化を
研究するための無血清培地の開発，それを用いたVEGFR1

分子の機能解明などを行った。

＊ 基礎科学特別研究員

The major aims of Stem Cell Biology Group are (1) to
understand the molecular basis of stem cell niche that reg-
ulate stem cell activity, and (2) to understand the molec-
ular basis underlying mesoderm cell specification from the
early multipotent progenitor.

Concerning the first aim, we have specified the bulge
region of hair follicle as the localization of melanocyte stem
cells. Thus far, we showed that the melanocyte in the bulge
bear all necessary attributes for stem cells. Namely, MSC
in the bulge represent the stem cell compartment that is;
(1) slow cycling, (2) produce a large number of progenies,
and (3) reconstitute a new stem cell system. In addition,
we have shown for the first time that stem cell that are in-

troduced into transit amplifying compartment (TAC) can
go back to stem cell stage when they are associated with
niche.

In this year, we investigated the mode of stem cell self-
renewal and activation. Using molecular markers that can
distinguish stem cell compartment (SC) from TAC, we
stains hair follicles during its initial stage of hair follicle
activation. Our analysis demonstrated clearly that there
is no self-renewal of stem cells in the melanocyte system.
Instead, when stem cells are activated, all of them differ-
entiate into TAC, but some of which can differentiate back
to SC.

We are currently establishing a system that is required
for determining the molecular basis underlying this mode
of stem cell maintenance and activation. We have estab-
lished three novel methods. First, we established a con-
dition to prepare the hair follicle with intact melanocytes
associated. Secondly, we established a strain of mouse in
which melanocytes are specifically labeled by GFP. Fi-
nally, we have established a method of cDNA preparation
from a single cell without contamination of genomic DNA
amplification. Using these newly developed methods, we
are currently comparing the gene expression profiling of
SC and TAC. We hope to identify the molecule involved in
stem cell maintenance in the niche. In parallel, we are at-
tempting to produce mouse strains that allows us to intro-
duce null mutation melanocyte specifically and inducibly
by tamoxifen addition. This strain of mouse will be useful
for assessing the function of molecules in future.

ES cell is useful to dissect the cell specification pro-
cess that occur in the earliest stage of embryogenesis. For
the last couple of years, we have developed surface mark-
ers that can define paraxial and lateral mesoderms. In
addition, we established a culture system that allows ES
cell differentiation to these mesoderm cells without for-
mation of embryoid body. These innovations that we
have brought in ES cell differentiation culture enabled us
to dissect the process of mesoderm differentiation from
multipotent progenitors. We wanted to use this system
for identifying molecules that are involved in the diver-
gence to each mesoderm lineages. We have been attempt-
ing to determine the genes that are involved in diver-
gence of mesoderm subsets by gene subtraction between
Flk1+PDGFR V-E-cadherin- lateral mesoderm and Flk1-
PDGFR V+E-cadherin- paraxial mesoderm. In addition,
gene expression pattern of each population was analyzed
by using DNA chips. We have obtained both known and
unknown genes, and the latter group is being analyzed in
terms of expression. A list of genes cloned from these at-
tempts will be presented in the review meeting. We have
identified a number of genes that are expressed specifically
in paraxial mesoderm as well as lateral mesoderm. To an-
alyze the function of a molecule that is expressed in the
mesenchyma cells in the tail bud, gene knock out is under
progress.

As our previous method to define mesoderm subset can
not cover axial mesoderm, we established a ES cell line to
which a GFP gene was knocked into the goosecoid gene.
As expected, this ES cell line allows us to define and purify
gooscoid+ mesoendoderm cells that can give rise to axial
mesoderm and endoderm. As the proportion of GFP+
cells induced in our serum-containing culture condition is
less than 1%, we developed a serum free condition that
allows selective generation of GFP+ cells. Those cells are
now being analyzed by cDNA array technology.

All these progresses now allowed us to investigate the
molecular mechanisms underlying the diversification of
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mesoderm subsets from primitive ectoderm.
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