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緒緒  言言  

 
哺乳類では、桑実胚期に受精後最初の分化が起こり、内部細胞塊（ICM）と栄養外胚葉（TE）からなる胚盤胞が    

形成される。ICM からは多能性幹細胞である胎児性幹細胞（ES 細胞）が、TE からは胎盤への分化能を持つ胎盤    

トロフォブラスト幹細胞（TS 細胞）が樹立される。ICM と TE は同じゲノム配列を持つにも関わらず、全く異なる  

発生運命を辿る。これには、転写因子のネットワークとエピジェネティックな修飾機構が関与すると考えられている。

最近我々は、ヒト胚盤胞から TS 細胞を樹立することに世界で初めて成功した［1］。この細胞は、培養液に数種類の  

小分子化合物と増殖因子を添加することにより、安定に長期間（80 継代以上）未分化状態を維持する自己複製能を  

示す。また、培養条件を変えるとホルモン分泌や栄養・ガス交換を担う合胞体栄養膜（ST）細胞や子宮内膜への浸潤能

を有する絨毛外栄養膜（EVT）細胞へと分化する多分化能を示す。これまでヒト胚体外細胞（将来胎盤となる）の運命

決定が、どのような仕組みで行われているのかほとんど明らかになっていない。本研究では、ヒトTS細胞の培養条件

と遺伝子情報を活用し、体細胞に遺伝子を導入したヒト人工栄養膜幹（iTS）細胞を作製し、ヒト胎盤形成に必須の   

転写因子を明らかにすることを目的とした。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．ヒヒトトトトロロフフォォブブララスストトへへのの分分化化をを誘誘導導すするる因因子子のの探探索索  
ヒト iTS 細胞の誘導に必要な因子の探索は、文献情報や遺伝子の発現データなどをもとに行い、20 種類の候補因子

を絞り込んだ。GATA3、TFAP2Cはマウス iTS細胞の誘導に必須であり、ヒトでも栄養膜細胞での重要性が示唆され

ている［2］。MYC は、マウス iTS 細胞の誘導効率を高める［3］。ELF5 は、マウスES 細胞をTS 細胞へと分化転換

させる能力を持つ［4］。TEAD4もマウスにおいてES細胞からTS細胞へ分化転換させる能力をもち、TEと ICMの

運命決定に重要な因子である［5］。VGLL1はTEAD4のコアクチベーターの一種であり、ヒト胎盤において未分化な

栄養膜細胞特異的に発現する［6］。TP63は上皮幹細胞のマスターレギュレーターであり、ヒト胎盤において、未分化

な栄養膜細胞特異的に発現することが示されている［7］。ZNF750とCBX4は、TP63の重要なターゲットであること

が報告されている［8］。GATA2、TFAP2A は、ヒト ES 細胞から栄養膜系列の細胞への分化を誘導することが報告  

されている［2］。加えて、皮膚繊維芽細胞（NHDF）と比べ、TS細胞で5倍以上の発現量を示す20遺伝子を抽出し、

候補遺伝子とした。 
22．．ヒヒトト皮皮膚膚線線維維芽芽細細胞胞（（NNHHDDFF））へへのの遺遺伝伝子子導導入入  
1）レンチウイルスを用いた遺伝子導入 
初代培養細胞や幹細胞では、CMV プロモーターなどのウイルス由来のプロモーターはサイレンシングを受けやすい

ことが報告されている［9］。そこで、本研究ではサイレンシングが起こりにくい EF1αプロモーターをもつ    

pLVSIN-EF1αベクターを用いた。作製した 20 種類のウイルス液を、60 mm ディッシュで培養している NHDF に 

加え、遺伝子導入を行った。Day2で継代し、TS細胞の培養条件で培養を続けた（図1）。 
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図1．レンチウイルスベクターを用いた遺伝子導入実験 

（1）pLVSIN-EF1αを用いた遺伝子導入。 
（2）20 の遺伝子について、それぞれレンチウイルスを作製し、培養中の NHDF に対し全て

遺伝子導入し（Day0）、TS細胞の培養条件で継代培養した。 
  
2）導入遺伝子の発現解析 

20因子を導入したNHDF（20F-NHDF）を回収し、リアルタイムPCR法を用いて導入遺伝子の発現解析を行った。

15 因子については、概ね TS 細胞と同等かそれ以上のレベルの発現量を示した。しかし、残りの 5 因子（GATA2、
MSX2、TFCP2L1、RNF19B、FOXO4）については発現量が TS 細胞の 1/10 以下であり、十分な発現上昇が見られ

なかった。Day2 と Day19 で非常に良く似た結果が得られたことから、導入遺伝子の発現量は培養を経ても維持    

されていると推測された。さらに、Day17 の細胞を用いて GATA3 の免疫染色を行い、タンパク質レベルでの発現を 

確認した（図2）。 

 
図2．20F-NHDFにおけるGATA3の発現 

Day17の20F-NHDF、NHDF、TS細胞を用い、GATA3免疫染色を行った。 
20F-NHDFは強陽性を示した。  

  
3）細胞培養と形態観察 

NHDF は紡錘形の形態を示し、細胞間の接着は弱い傾向であった。一方、TS 細胞は上皮系の細胞で、細胞同士が  

密に接着し、明瞭なコロニーを形成していた。20F-NHDFを継代してTS細胞の培養条件で培養を続けたところ、Day11
には、NHDFに比べて小さいTS様細胞が出現した。この細胞は増殖能が高く、大きなコロニーの形成を認めた。 
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4）栄養膜細胞マーカーの発現解析 
栄養膜細胞の分化に特異的に発現するヒト絨毛性ゴナドトロピン（Human chorionic gonadotropin: hCG）の   

βサブユニット CGB の発現量を解析した。Day17 の細胞を用いて、リアルタイム PCR によって発現解析を行った 

ところ、CGBの発現上昇が見られた。未分化マーカー（TP63、GATA3、TEAD4）の発現も確認した。 
33．．ヒヒトト人人工工多多能能性性幹幹（（iiPPSS））細細胞胞へへのの遺遺伝伝子子導導入入  
次に、レンチウイルスをヒト iPS 細胞（理研、BRC より譲渡）（60 mm ディッシュ）に導入した。一度に大量の   

ウイルスを感染させると細胞毒性を示す可能性があるため、まず前述の20因子を導入した。Day2に継代し、TS細胞

の培養条件で培養を続け、その後Day8にも継代を行った。計24日間培養を行い、TS細胞様のコロニーの形成が確認

された。さらに iPS細胞にGATA3、GATA2、TFAP2Aのいずれかの遺伝子を導入するだけで20継代以上未分化状態

を維持することのできるTS 様細胞を樹立することに成功した（図 3）。また、これらの細胞の遺伝子発現パターンは、

TS細胞に極めて類似した結果であった（図4）。 
 

 
図3．ヒト iPS由来TS細胞 

GATA3、GATA2、TFAP2Aのいずれかの遺伝子を導入と、TS細胞様の形態を

示すコロニーの形成がみられた。 
 

図4．ヒト iPS由来TS細胞の遺伝子発現 
ヒト iPS 由来TS 細胞の遺伝子発現は、正常TS 細胞の遺伝子発現と極めて類似していた。 
iPSの発現量を log2（1）としたときの遺伝子発現の比較を示す。 
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考考  察察  

 
哺乳類の受精卵は、最初の細胞分化を経て、内部細胞塊（ICM）と栄養外胚葉（TE）から成る胚盤胞を形成する。 

このうち TE は胎盤を構成する栄養膜細胞への分化能を持ち、TE を適切な条件で培養すると栄養膜幹（TS）細胞を 

樹立することができる。最近、TEへの運命決定を制御する転写因子をマウスの線維芽細胞に導入することで、人工TS
（iTS）細胞を樹立できることが報告された。しかし、ヒトではTE への運命決定機構は不明であり、ヒト iTS 細胞の

樹立の報告もない。本研究では、レンチウイルスベクターによる遺伝子導入法を用いてヒト体細胞から iTS細胞の誘導

を試みた。まず、過去文献とRNA-sequencingによる遺伝子発現データを参照し、候補となる因子を絞り込み、効果的

な遺伝子導入について検討した。その結果、ヒト iPS 細胞に GATA3、GATA2、TFAP2A のいずれかの遺伝子を導入

し、ヒトTS細胞に形態的および機能的に類似した iTS細胞の樹立に成功した。この手法は東北大より国際特許として

出願した（PCT 特許出願 PCT/JP2019/023725）。さらに、この細胞の特性を明らかにするため、TS 細胞との相違点

を明らかにした。これらの TS 様細胞は、ヒト胎盤の発生メカニズムを探るツールとして有用であると考えられる。  

胎盤は、胎児への栄養や酸素などを供給するだけでなく、母体の免疫系から胎児を守る役割「免疫特権」を担っている。

この iTS 細胞が有する細胞特性を活用すれば、再生医療へと応用できると期待される。例えば、がん免疫治療を行う 

際のリンパ球や NK 細胞などの安全かつ迅速な大量培養、ヒト TS 細胞の生理活性作用を活用した現代女性特有の  

心身の疾患（思春期の月経前緊張症（PMS）や更年期障害（骨粗鬆症など）、黄体機能不全症に対する治療法の開発へ

の取り組みにも発展することが期待できると考えている。また、胎盤の構造や機能が齧歯類とヒトではかなり種差が 

あるので、従来の実験動物を用いた既存の安全性毒性試験法では、ヒトにおける発生毒性を正確に評価できない。  

我々は、マイクロ流路デバイス内に形成させた潅流可能な毛細血管網とヒトTS細胞を共培養し、幹細胞ニッチと血液

胎盤関門を精密に制御することで、胎盤臓器チップを開発し、ヒト発生生殖毒性試験法として応用することを目標と 

している。これらの細胞や技術の開発により、新しい創薬開発や再生医療に貢献することを目指し、今後も研究を   

進めていきたい。 
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