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研究成果の概要（和文）：人工多能性幹細胞（iPSCs）はあらゆる臓器の細胞に分化できるという観点から医療
の分野で期待されている。しかし、分化させた後で残存する未分化なiPSCsがガン化する可能性がある。今回、
Na+/H+交換輸送体（NHE1）という膜蛋白質をiPSCsで高発現すると、細胞内pH上昇が引き金になってrhoキナーゼ
の異常な活性化が起こり、細胞死が起こることが判明した。また、同様な機能を持つ低分子であるNa+イオノフ
ォア（モネンシン）もiPSCsを特異的に死滅させることができることが判明し、未分化なiPSCsを簡単な操作で死
滅除去できると期待される。

研究成果の概要（英文）：Induced pluripotent stem cells (iPSCs) are expected in the field of the 
regenerative medicine from the point of view which can differentiate into cells of all organs. 
However, after making them differentiate, there is a serious possibility that undifferentiated 
remaining iPSCs become cancer. In this research, we found that overexpression of the plasma membrane
 Na+/H+ exchanger (NHE1) induces the cell death of iPSCs. We found that cell death occurs through 
strong activation of rho kinase ROCK caused by a local intracellular pH rise triggered by NHE1. 
Analogy to this, we also found that Na+-ionophore monensin which is a small compound with similar 
function as NHE1, specifically killed iPSCs. This study provides a new simple procedure through 
which to eliminate the iPSCs that remain after differentiation.

研究分野：分子細胞生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、学術的には大変意義のある研究である。①細胞骨格の維持や細胞の収縮に関与するとして知られ
るrhoキナーゼ、ROCKが従来考えられていなかった”細胞内pHの上昇”という新しいシグナルによって活性化さ
れること、②また、その現象が未分化なiPSCsでのみ起こり、その細胞死をもたらすことが明らかになった。社
会的には、iPSCsを再生医療へ応用する際、分化せずに残ってしまうiPSCsがガン化してしまうという危険性があ
った。本研究で、NHE1と同様な機能を持つ低分子モネンシンはiPSCs特異的に死滅させることが判明し、簡単な
操作でiPSCsを死滅除去できる方法論へと応用可能である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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研究成果（2017 年 4月～2020 年 3 月） 
 
１．研究開始当初の背景 
心筋細胞の収縮・弛緩は興奮収縮連関（E-C カップリング）と呼ばれる筋小胞体を中心とした
Ca2+サイクルによって起こる。Ca2+はまた心肥大・心不全の病態に決定的に重要な役割をするこ
とが判明している。しかし、心筋の拍動・収縮および疾患に関連する多くの遺伝子の機能が研究
されずに放置されている。本研究では、ゲノム編集（CRISPR/Cas9）技術を用いて、機能未知の
遺伝子（既知の遺伝子も含む）を人工多能性幹細胞（iPSCs）でノックアウトしたのちに心筋細
胞に分化誘導し、機能解析を行う。この解析によって、これまで研究されていなかった心臓の拍
動・収縮・病態に関与する重要な遺伝子を見出し、遺伝子の新しい機能を発見することを目的と
する。 
 
２．研究の目的 
 
当初の目的としては、ゲノム編集（CRISPR/Cas9）技術を用いて、機能未知の遺伝子（既知の
遺伝子も含む）を人工多能性幹細胞（iPSCs）でノックアウトしたのちに心筋細胞に分化誘導し、
機能解析を行い、心臓の拍動・収縮・病態に関与する重要な遺伝子を見出し、遺伝子の新しい機
能を発見することであった。ところが、第 1年目の研究において、iPSCs に細胞内 pH、Na+濃度
調節に重要な膜蛋白質である Na+/H+交換輸送体（NHE1）を高発現したところ、予想に反して、
iPSCs 細胞だけが死滅してしまうことが判明した。そこで、この予期しない興味深い現象につい
て、そのメカニズムを明らかにすることを新たな目標とした。iPSCs から分化した細胞あるいは
組織を再生医療の分野で利用する場合、分化せずに残る iPSCs がガン化する可能性があり、本研
究はそのような iPSCs を簡単に除去できる方法論の開発につながることが期待される。 
 
３．研究の方法 
 
細胞外ドメインに抗体検出用のHAタグを持つNHE1の遺伝子を組み込んだベクターをヒトiPSCs
にトランスフェクトし、薬剤を用いて NHE1 を過剰発現する安定株を作成した。NHE1 の過剰発現
は、Doxcycline（Dox）による誘導によって起こるようにした。細胞生存率は Cell count kit (同
仁)、細胞死は Realtime-Glo kit (Promega)によって測定した。細胞内 pH測定は carboxy-SNARF1
の蛍光 Ratio 測光によって行った。ウエスタンブロット、免疫染色、定量 PCR は常法に従って、
行った。 
 
４．研究成果 
 

安定発現 iPSCs 株を樹立したうえで Doxycycline 
により NHE1 過剰発現を行うと、細胞増殖は停止
し、72 時間以内に細胞はネクロ―シスにより死滅
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
NHE1 過剰発現を行うと、コロニー辺縁部におい
て細胞の異常な伸長・膨張およびストレスファイ
バーの著明な形成が起こり、コロニー辺縁部にお
いて優先的な細胞死が起こった。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 
 
NHE1過剰発現によってRho下流のキナーゼ ROCK の
持続的活性化をもたらし、細胞死は ROCK 阻害剤 
Y27632 によって阻害された。従って、NHE1 による
細胞死は ROCK の異常な活性化によって起こること
を示唆する。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
一連の現象は、活性を持たない NHE1 変異体では起き
なかった。従って、NHE1 による ROCK の活性化と細
胞死には、NHE1 活性が必要であることを示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
NHE1 による ROCK の活性化は NHE1 阻害剤で抑制
され、NHE1 がない場合でも、ROCK は人工的な細
胞質アルカリ化によっても活性化されるので、
NHE1 による ROCK の活性化は、NHE1 活性に基づく
細胞内 pH の増加によって起こることが示唆され
た。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
ROCK とその基質であるリン酸化
MYPT1はNHE1過剰発現に伴い細胞膜
に集積したので、ROCK の活性化は
NHE1 が発現する膜近傍で起こるこ
とがわかった。おそらく NHE1 付近の
膜近傍の局所 pHの増加により ROCK 
の持続的活性化とそれに伴う著しい
細胞運動が起こると思われる。 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
一連の現象は iPSCs から分化した中内胚葉細胞では起
こらず、iPSCs 選択的であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上のことから、(1)NHE1 による H+の細胞外への汲み出
しによって起こる細胞膜近傍の局所pHの増加が、ROCKの
上流のシグナル伝達系および ROCK のキナーゼ活性その
ものを活性化すること、(2)その結果として、異常な細胞
運動、ストレスファイバー形成・細胞収縮の亢進、細胞
膨潤による破裂が生じ、ネクロ―シスによる細胞死が起
こるものと考えられる。この結果は pH の上昇が ROCK の
活性化をもたらすという、新たなシグナル伝達系が存在
することを示唆する。 
 
 
 
 
 

 
 
また、Na+/H+交換活性を持つモネンシンが分化した細胞に
はほとんど影響せず、iPSCs だけを選択的に死滅させるこ
とも見出した。 
これは、ガン化する危険性のある分化後に残る iPSCs を効
率的に除去する再生医療における新しい手段となりうる可
能性が示している。今回の成果は、J.Biol.Chem.（2019） 
294：19577-19588 に発表した。 
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