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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞を利用した再生医療の実現に際し、安全性担保、特に腫瘍形成回避が必
要条件となる。本研究ではiPS細胞由来未分化細胞除去を目的とした。まずヒトiPS細胞を対象にEpigenetic修飾
薬であるBET阻害剤(JQ1)を添加したところ、同剤が強力なNanog阻害剤として作用することを確認した。次にヒ
トiPS由来心筋細胞をin vitroで同Nanog阻害剤処理したところ、残存未分化細胞が効率的に除去された。さらに
CDK阻害剤 (CDK9 or CDK1阻害剤)がBET阻害剤と共に相乗効果を呈することを見出した。今後“ヒトiPS細胞”を
対象とした分子標的治療薬としての可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Clinical application of iPS-derived cardiomyocytes (iPS-CMs) is considered 
to be one of the most promising approach to regenerative treatment for severe heart failure.  
However, its success would largely depend on safety, including prevention of tumor formation (Masuda
 S, et al. Nature Rev Cardiol. 2014;11:553-4).  Here, we demonstrate that BET protein bromodomain 
antagonist is efficacious in removing residual undifferentiated cells in vitro.  In this context, it
 was revealed that BET protein antagonist functions as a Nanog inhibitor within human iPS cells.  
Furthermore, co-treatment with BET protein antagonist and CDK inhibitors (CDK9 or CDK1 inhibitor) 
synergistically eliminated residual undifferentiated cells among human iPS-CMs.  These findings 
imply that combination treatment in vitro with these drugs contributes to molecular-targeted 
treatment on “human iPS cells”.  
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１．研究開始当初の背景 
Bromodomain and extraterminal (BET)タ
ンパクファミリーは BRD2, BRD3, BRD4, BRDT
からなり、RNA polymerase II による転写制
御に深く関わっている。Bromodomain を介し
てヒストンテイルのアセチル化リジン残基
を認識し(＝Epigenetic reader)、アセチル
化クロマチンへ転写制御複合体をリクルー
トする。低分子化合物 JQ1 のような BET 阻害
剤は癌や炎症における治療的役割が認めら
れている (Nature. 2010; 468: 1067-73) 
(Cell. 2011; 146: 904-17)。特に、BRD4 は
幾つかの癌腫で c-Myc, NK-κB, Nanog の発
現 を 制 御 す る と い わ れ 、 こ れ は
Super-enhancer への BRD4 結合による。Cell 
context により異なるが、ヒト iPS 細胞にお
いても Super-enhancer を介した JQ1 による
Nanog, Oct4 制御が想定され、未分化細胞除
去への応用が考えられる。 
 

●Table (筆者原図 <Nature Rev Cardiol, 
2014>) 
 
これまでヒト iPS 細胞由来の未分化細胞
(＝奇形腫形成能を有する細胞)を除去する
方法は幾つか報告されてきた(筆者原図
<Nature Rev Cardiol, 2014>)。しかし、臨
床応用するに際して臨床グレードの薬剤で
あるか、有効性は充分であるか、大量の細胞
を現実的に処理可能であるか、などクリアー
すべき課題が山積していた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究ではiPS細胞由来の未分化細胞を除
去することを目的として、分子標的薬剤であ
る BET阻害剤及び CDK阻害剤を用いた除去法
を検討した。 
 
 
３．研究の方法 
 ヒト iPS 細胞(253G1 細胞)を対象に in 
vitro で BET 阻害剤(JQ1)にて 96 hr 処理し、
増殖抑制効果を MTT アッセイで検証した。同
様の細胞と阻害剤(24 hr 処理)を用いて、多
能性関連遺伝子(Nanog, Oct4)の発現変化を
qRT-PCR にて測定し、濃度・時間依存性を検
証した。次にヒト iPS 細胞由来心筋細胞を対
象にin vitroでBET阻害剤(JQ1)にて処理し、
残存未分化細胞の陽性率をFACS (指標マーカ
ー：TRA-1-60)及び qRT-PCR (指標マーカー：
Lin28)で測定した。さらにヒト iPS 細胞由来

心筋細胞を対象に in vitro で BET 阻害剤
(JQ1)にて処理し、拍動や心筋マーカー
(cTnT)に影響がないか否かを検証した。 
 上記と同様の実験を、BET 阻害剤＋CDK9 阻
害剤、及び BET 阻害剤＋CDK1 阻害剤、のそれ
ぞれの組み合わせで施行し、相加・相乗効果
が得られるか否かを検証した。 
 
 
４．研究成果 
今回、我々のスクリーニングの結果、ヒト
iPS 細胞の増殖を特異的に抑制することが判
明した。すなわち、ヒト iPS 細胞(253G1 細胞)
を BET 阻害剤である JQ1 で処理したところ、
1 uM, 96 hr でほぼ完全に iPS 細胞が死滅す
ることが観察された。この傾向は他のヒト
iPS 細胞株でも同様に確認された。 
次に、ヒト iPS 細胞由来の心筋細胞を対象
に、JQ1 処理によって in vitro で残存未分化
細胞が除去可能か否かを調べた。まず未分化
マーカーTRA-1-60 を FACS で解析した結果、
未処理群では陽性率 0.4%に対し、JQ1 処理群
では同 0.3%であった。さらに未分化マーカー
Lin28の発現を定量した結果(ヒトiPS細胞を
100%として)、未処理群では 0.62%に対し、JQ1
処理群では同 0.09%まで低下した。 
 

 
JQ1 による遺伝子発現の変化を調べる目的
で、iPS 細胞を対象に JQ1 処理前後の多能性
関連マーカーを定量したところ、Nanog, Oct4
発現が (JQ1 濃度依存性、時間依存性に)減弱
していることも確認された。すなわち、少な
くともヒト iPS 細胞においては JQ1 は Nanog
阻害剤、Oct4 阻害剤として機能することが示
唆された。 
なお、JQ1 処理によって、iPS 細胞由来心
筋細胞の拍動や心筋マーカー(cTnT)に変化
を来しておらず、大きな adverse effects を
もたらすことは無かった。 
以上、BET 阻害剤 JQ1 により、iPS 細胞由
来の残存未分化細胞を効率的に除去できる
ことが判明した。 
 
 



次に、さらに未分化細胞除去効果に関し、
より深い効果を目指して分子標的阻害剤の
スクリーニングを行った結果、CDK 阻害剤 
(CDK9 or CDK1 阻害剤)が BET 阻害剤 (Nanog
阻害剤)と共に相乗効果を呈することを見出
した。 
 

 
具体的には、転写 complex  P-TEFb を形成
する BRD4 と CDK9 を同時に阻害したところ、
未分化細胞除去において相乗効果を呈した
(BET 阻害剤＋CDK9 阻害剤)。しかし、CDK9 阻
害剤 (Flavopiridol)は、ヒト iPS 細胞にお
いて多能性関連遺伝子  (Nanog, Oct4, 
c-Myc)の発現を抑制しなかった。 
 
同様に BET 阻害剤＋CDK1 阻害剤でも未分
化細胞除去に関して相乗効果を確認した。 
 

 
以上の結果からの考察として、残存未分化
細胞を除去して 造腫瘍性を回避する観点か
ら、複数の分子標的阻害剤を併用する利点が
示唆された。 
単剤と比較し、低用量の併用で相乗効果が
得られることから、side effect の軽減につ
ながると期待される。 
本研究で使用された分子標的阻害剤は
種々の癌で Phase II 試験施行中であり、今
後、“ヒト iPS 細胞”を対象とした分子標的
治療薬としての可能性が示唆された。 
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