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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞由来移植細胞の安全性において最も懸念される問題は、移植細胞の腫瘍
化である。これまでの研究の結果、網膜色素上皮（RPE）細胞をモデルとして、不死化RPE細胞マーカーIRM1
(Immortalized RPE cell marker 1)遺伝子を同定していた。今回、IRM1と不死化との関連を調べるため、IRM1の
機能解析を行った。その結果、IRM1は卵巣がん等の幾つかの腫瘍組織で高発現していることが示され、また、
IRM1の過剰発現株の解析から、IRM1はアクチンフィラメントの重合を促進し、細胞遊走の亢進に寄与する事が示
された。

研究成果の概要（英文）：Human pluripotent stem cells (hPSCs) are leading candidate raw materials for
 cell-based therapeutic products (CTPs). In the development of hPSC-derived CTPs, it is imperative 
to ensure that they do not form tumors after transplantation for safety reasons. Because cellular 
immortalization is a landmark of malignant transformation and a common feature of cancer cells, we 
aimed to develop an in vitro assay for detecting immortalized cells in CTPs. We employed retinal 
pigment epithelial (RPE) cells as a model of hPSC-derived products and identified a gene encoding 
slow skeletal muscle troponin T (TNNT1) as a novel marker of immortalized RPE cells by comprehensive
 microarray analysis. We demonstrated that TNNT1 mRNA expression is higher in several cancer tissues
 than in normal tissues. Furthermore, stable expression of TNNT1 in ARPE-19 cells affected actin 
filament organization and enhanced their migration ability. 

研究分野：再生医療
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトiPS細胞を用いた再生医療製品の安全性において最も懸念される問題は移植細胞のがん化である。そのた
め、未分化細胞や目的外細胞の残存を評価する試験法を確立する事が非常に重要である。この試験法では、下方
検出限界3%まで正常RPE細胞に混入させた不死化RPE細胞を検出可能であることを示した。また、今回、不死化
RPEマーカーTNNT1は、卵巣癌等いくつかのがん組織でも優位に高発現していることを明らかとした。この試験法
は、iPS細胞由来移植細胞の品質管理に貢献することが期待される。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
ヒト iPS 細胞由来移植細胞の安全性において最も懸念される問題は、移植細胞の腫瘍化である。
そのため、未分化 iPS細胞の残存だけでなく、目的外の形質転換細胞の混入を評価する試験法を
開発・確立する事が重要である。そこで我々は、ヒト iPS細胞由来網膜色素上皮（RPE）細胞を
モデルに、不死化した形質転換細胞の混入を評価する試験法の開発を行った。その結果、３種類
の不死化 RPE細胞において共通して正常 RPE細胞に比べ 100倍程度発現量が高く、且つ未分化
iPS細胞でも高発現している遺伝子 IRM1（immortalized RPE maker 1）を同定した。しかしなが
ら、IRM1（以下、TNNT1）がどのようなメカニズムで不死化と関連しているのかは、不明のま
まであった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、我々が同定した不死化 RPE 細胞マーカーIRM1 の機能を明らかにし、RPE 細
胞の不死化メカニズムを明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
（１）TNNT1 KO細胞株の表現型解析 
不死化 RPE細胞株を用いて ZFN技術により、TNNT1 KO株を作製し、その細胞増殖能、テロメ
ラーゼ活性、細胞周期に関わる p16INK4a発現や pRbリン酸化などを調べる。 
（２）TNNT1過剰発現株の表現型解析 
TNNT 1 が機能的、直接的に不死化に関与していることを証明するため、IRM1 の過剰発現を行
う。作成した IRM1過剰発現株を解析し、細胞老化の指標である酸性 βガラクシダーゼ活性や細
胞増殖能などを調べる。 
（３）TNNT 1の発現調節の解析 
	 染色体上の TNNT 1上流には CpGアイランドが存在していることを、ゲノムデータベースを
用いることにより確認している。CpGアイランドにおける DNAメチル化は、ほとんど全ての種
類のがんの発達において極めて重要な役割を果たしていることが知られている（Jaenisch R, et al., 
Nat. Genet. 2003）。そこで、バイサルファイトシーケンスを行うことにより、正常 RPE細胞と不
死化 RPE細胞における TNNT上流の CpGアイランドにおける DNAメチル化の比較を行い、エ
ピジェネティックな発現調節の可能性を検討する。 
 
４．研究成果 
	 まず初めに、不死化 RPE 細胞における TNNT１発現制御がエピジェネティック制御によるも
のであるかどうかを確かめるために、不死化 RPE 細胞における TNNT１遺伝子座でのクロマチ
ン状態を調べた。 ヒストン H3のトリメチル化リジン 27（H3K27me3）、およびヒストン H3の
トリメチル化リジン 4（H3K4me3）に特異的な抗体を用いて正常 RPE細胞および不死化 RPE細
胞（ARPE-19細胞）に ChIP-qPCRを行った。 TNNT１の転写開始部位（TSS）から-3kb、-2kb、
-1kb および+ 1kbの領域について正常 RPE 細胞と比較した場合、H3K27me3は、ARPE-19 細胞
において TSSに対して-2kbおよび+ 1kbの領域で有意に減少した。他方、正常 RPE細胞と ARPE-
19細胞との間の TNNT１遺伝子座での H3K4me3における有意な差を認めなかった（図 1）。 こ
れらの知見は、TNNT１遺伝子座での H3K27me3マークの喪失が TNNT１の転写活性化を促進す
ることを示した。 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

図１	 TNNT1 の発現制御	
	
次に、TNNT1が不死化に機能的に関与しているかを調べる目的で、TNNT1の過剰発現株を作製
し、解析を行った。レンチウイルスベクタープラスミドである pLVSIN VectorのMCSに TNNT1
遺伝子を挿入し CMV プロモーターにより発現するベクターを構築した。しかしながら、正常
RPE細胞へレンチウイルスを感染させ、ピューロマイシン選択により、薬剤耐性株を獲得しよう



と試みたが、感染効率が悪く、安定発現株を獲得することは出来なかった。その代りに、不死化
RPE細胞において TNNT1の過剰発現株を作製し、解析を行った。その結果、ZFNで切断された
AAVS1 部位に TNNT1 を挿入することによって TNNT1 を過剰発現する ARPE-19 細胞を樹立し
た（pCMV-TNNT1 ARPE-19）。予想通り、pCMV-TNNT1 ARPE-19細胞は、TNNT1 mRNAの約７
０倍の増加を示した。先行研究により、不死化細胞におけるテロメア維持における重要な役割を
果たす TERTの発現が、HCT116細胞において遊走に関与していることが報告されている。この
情報を元に、今回、ギャップクロージャー遊走アッセイにより細胞遊走に対する TNNT1の効果
を調べた。その結果、pCMV-TNNT1 ARPE-19細胞は、野生型 ARPE-19細胞よりも有意に高い内
向き遊走を示した（図２）。また、hTERT RPE-1細胞における TNNT1の一過性発現もそれらの
遊走を増強し、そして ARPE19細胞の結果を支持した。逆に、ARPE-19細胞における shRNAを
利用した TNNT1ノックダウンは、ノックダウン細胞の遊走を有意に抑制した。 
 
 
 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

図２	 TNNT1 過剰発現株の細胞遊走能	
	
さらに、ARPE-19 細胞においてTNNT1 の過剰発現によって誘導されたアクチン重合の明らかな増
強を観察した(図３）。これらの結果は、TNNT1 発現がアクチンフィラメントの組織化に影響を及
ぼし、不死化 RPE 細胞における細胞遊走能を増強することを示唆した。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

図３	 TNNT1 過剰発現株のアクチンフィラメント免疫染色（緑色）	
	
最後に、不死化細胞のマーカーとしての TNNT1 の多様性を調べるために、18 種類の癌または正
常組織（副腎、胸部、子宮頸部、大腸、子宮内膜、食道、腎臓、肝臓、肺、リンパ組織、卵巣、
膵臓、前立腺、胃、精巣、甲状腺、膀胱、子宮）由来の cDNA をスポットした TissueScan アレイ
を用いて、さまざまな種類のヒト癌組織および正常組織における TNNT1 発現レベルを調べた。そ
の結果、子宮頸部、結腸、肺、卵巣、および精巣の癌組織において、TNNT1 が有意に高発現して
いることが明らかとなった（図４）。		
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assay is rapid and simple, and will hopefully contribute to process validation and quality control of hPSC-derived 
CTPs in future.
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Figure 6. Overexpression of TNNT1 enhances cell migration and actin polymerization. (a) qRT-PCR analysis 
of TNNT1 mRNA in ARPE-19 cells (WT) and pCMV-TNNT1 ARPE-19 cells (pCMV-TNNT1). Bar graph 
represents fold expression of TNNT1 relative to ARPE-19 cells. (b) Phase-contrast images of migration assay 
of ARPE-19 cells (WT) and pCMV-TNNT1 ARPE-19 cells (pCMV-TNNT1). Scale bar: 200 µm. Closure rates 
were calculated as described as material methods. (c) Immunocytochemistry of phalloidin-Alexa 488 of ARPE-
19 and pCMV-TNNT1 ARPE-19 cells. Scale bar: 50 µm. Results are means ± standard deviations of three 
independent experiments. *P < 0.05, **P < 0.01, Student’s t-test (n = 3).
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of ARPE-19 cells (WT) and pCMV-TNNT1 ARPE-19 cells (pCMV-TNNT1). Scale bar: 200 µm. Closure rates 
were calculated as described as material methods. (c) Immunocytochemistry of phalloidin-Alexa 488 of ARPE-
19 and pCMV-TNNT1 ARPE-19 cells. Scale bar: 50 µm. Results are means ± standard deviations of three 
independent experiments. *P < 0.05, **P < 0.01, Student’s t-test (n = 3).



図４	 様々なヒトがん組織における TNNT1 の発現量	
	
一般的に、トロポニン複合体は細胞内カルシウム濃度の変化に応答して横紋筋収縮を調節する。
そのうち、Ca2+感受性分子スイッチを形成するトロポニン T はトロポミオシンと結合してトロ
ポニン複合体を細いフィラメントの特定の位置に固定する機能を持つことが知られている。脊
椎動物では、3 つの筋肉型特異的トロポニン T アイソフォームをコードするように進化してお
り、 TNNT1は、骨格遅筋特異的トロポニンＴである。今回の研究で、今までの TNNT1とは全
く異なる機能として、TNNT1の過剰発現が ARPE-19細胞において遊走を増加させ、アクチン重
合を増強させることを見出した。また、一時的に TNNT1を発現する hTERT RPE-1を用いて遊走
アッセイを繰り返し、TNNT1 がその過剰発現細胞の遊走を増強するという同様の結果を得た。
上皮細胞へのトロポミオシンのマイクロインジェクションは急速な細胞遊走を誘導すると報告
されているので、TNNT1 は細胞遊走と浸潤を調節するアクチンとトロポミオシンの相互作用に
寄与する可能性が高いと考えられる。また、癌との関連で、子宮頸部、結腸、肺、卵巣、および
精巣の癌組織における TNNT1の実質的な発現を示した。既報にて、胆嚢癌の術後再発は、TNNT1
発現と正の関連があること、また、卵巣癌で有意に高発現していことが報告されていることから
も、TNNT1は癌において複数の役割を果たすことが予測される。本研究により、TNNT1は細胞
の不死化において部分的にではあるが、一般的に考えられている筋収縮以外の何らかの重要な
役割を果たしていること示唆された。今後の研究によりそのメカニズムが明らかにされること
が望まれる。 
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in immortalized RPE cells and successfully identified 15 candidate marker genes, the expression of which was 20 
times higher in immortalized than in primary RPE cells. Some promising genes have been reported to be related 
to cancer. CAMK2N1 and CDH11 have been shown to encode tumor suppressors33, 34. CARD6 is significantly 
expressed in gastric, colorectal, and esophageal cancers35. Other promising genes include the pregnancy-specific 
glycoprotein family genes (PSG1, PSG4, and PSG7) and BDNF, CLDN11, GAD1, IL15, PAPSS2, PLK2, SHOX2, 
TNNT1, and TWIST1; these were previously identified without any known immortalization-associated func-
tionalities. Among the 15 candidate genes, only TNNT1 expression exhibited more than 100-fold increase in 
hiPSCs and immortalized RPE cell lines as compared to primary RPE cells. Therefore, we focused on TNNT1 as 
an immortalized RPE cell marker and developed a qRT-PCR assay for TNNT1 transcript detection. A validation 
study revealed that the TNNT1 qRT-PCR assay can detect as few as 3% of ARPE-19 cells spiked into primary RPE 
cells.

H3K27me3 but not H3K4me3 was strongly enriched in the TNNT1 gene locus in primary RPE cells than in 
ARPE-19 cells, indicating that TNNT1 expression of normal RPE cells was possibly repressed under epigenetic 
control. The loss of H3K27me3 at the TNNT1 locus could explain the marked difference in its expression between 
ARPE-19 and primary RPE cells. However, it is still unknown whether loss of the H3K27me3 mark in the TNNT1 
gene locus occurs in the process of cell immortalization.

The troponin complex forms the Ca2+-sensitive molecular switch that regulates striated muscle contraction in 
response to alterations in the intracellular calcium concentration. Troponin T binds tropomyosin to anchor the 
troponin complex to a specific location of thin filaments. In vertebrates, three homologous genes have evolved 
to encode three muscle type-specific troponin T isoforms. TNNT1 is known to be a slow skeletal muscle-specific 
troponin T36. shRNA-mediated TNNT1 knockdown did not affect the immortalization of ARPE-19 cells even if 
cultured for more than 10 passages (Kuroda et al., unpublished observation). However, in the current study, we 
found that TNNT1 overexpression increased migration and enhanced actin polymerization in ARPE-19 cells. We 
also repeated migration assay with hTERT RPE-1 transiently expressing TNNT1 and obtained the similar results 
that TNNT1 enhanced migration of its overexpressed cells. As microinjection of tropomyosin into epithelial cells 
has been reported to induce rapid cell migration37, TNNT1 likely contributes to the interaction of actin and tro-
pomyosin, which regulates cell migration and invasion38. In the context of cancer, we demonstrated substantial 
expression of TNNT1 in cancer tissues of the cervix, colon, lungs, ovaries, and testes. Similarly, Gu et al. reported 
that postoperative relapse of gallbladder carcinoma is positively related to TNNT1 expression39. According to our 
results and previous reports, TNNT1 seems to play multiple roles in cancer. TNNT1 may partly but not essentially 
function in cell immortalization, the mechanism of which remains to be uncovered.

Tumorigenicity, which is attributed to residual undifferentiated cells and transformation of cells, is one of the 
major concerns in the development of hESC/hiPSC-derived CTPs. Here, we introduced a novel in vitro assay for 
detecting immortalized RPE cells and showed its efficacy in hiPSC-derived RPE cells. Our TNNT1 qRT-PCR 
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Figure 5. Versatility of TNNT1 as a marker of immortalized cells. Expression of TNNT1 in human cancer 
tissues and normal tissues was quantified using the TissueScan Cancer Survey Panel. Data were obtained using 
the comparative CT method, with values normalized to β-actin levels. Bar graph represents fold expression 
of TNNT1 relative to the lowest detected sample in cancer tissue samples (black; cancer tissue, gray; normal 
tissue). Blank: not detected. Statistical analysis was performed using the Mann–Whitney U test.
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