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研究成果の概要（和文）：ヒト多能性幹細胞(iPS/ES 細胞)の可能性を最大限発揮するためには、
各種分化において高効率かつ高品質に目的細胞を作製することが欠かせない。しかし、分化効率
には細胞株差や株ごとの分化指向性が認められ、個別に最適化が必要となり、効率的な研究また
はヒト多能性幹細胞の使用において障壁となる。本研究では、内胚葉分化、特に胚性内胚葉分化
に着目し、CRISPR スクリーニング法を用いて関連遺伝子を同定した。このうち、細胞分化を阻
害する因子の機能を抑制することで、幅広い多能性幹細胞株において分化誘導が大幅に上昇す
る結果を得た。さらに開発を継続することで、新たな分化法の開発に結びつく成果である。 
 
 
研究成果の学術的意義や社会的意義 
 これまでに複数の大型プロジェクトによって正常および患者由来ヒト iPS 細胞が作製されて
いる。またヒト ES 細胞株も多数存在する。このようなヒト多能性幹細胞の応用例として、培養
容器上で細胞分化を行って病気を再現し、メカニズム解明や治療法探索があげられる。しかし、
提供者が異なる iPS 細胞は分化効率の差が大きく、応用研究の障壁となっている。本研究は、こ
の障壁の原因となる候補因子をゲノム編集技術を用いた遺伝子スクリーニングによって同定し
た。より効率が良く高品質な分化細胞を得るための分化法の開発につながり、今後のヒト多能性
幹細胞を用いた研究への応用が期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：It has been known that there is substantial heterogeneity of 
differentiation preference among human pluripotent stem cell (hPSC) lines. Highly 
efficient differentiation is prerequisite for the usage of hPSCs in various 
applications such as in vitro disease modeling and cell-based therapy; however, the 
heterogeneity can limit the potential of hPSC lines. The current study aimed to address 
this issue by identifying factors that affect hPSC differentiation, particularly into 
definitive endoderm (DE). We conducted CRISPR screening and identified several 
differentiation blocker candidates. Genetic inactivation of these factors increased DE 
differentiation in multiple hPSC lines. The molecular basis of this effect remains 
elusive, but our findings may generate an efficient differentiation protocol applicable 
for a wide range of hPSC lines. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト ES/iPS 細胞はこれまで様々なプロジェクトの元で、研究用または臨床グレードの細胞が
作製され、世界中でバンク化され供給されている。これらのヒト ES/iPS 細胞は臨床応用が考え
られている細胞治療における移植用細胞の供給源としてだけでなく、in vitro 病態モデルとして
その分子メカニズムの解析また治療薬の網羅的スクリーニングプラットフォームとして、また
ゲノム改変を通してヒト発生等の基礎研究に幅広く用いられている。ヒト ES/iPS 細胞の応用に
は細胞を標的細胞種へと分化させる必要があり、主にマウス発生学から得られた知見を元にサ
イトカインや阻害剤を組み合わせた様々な分化プロトコールが作成されてきた。詳細に各因子
の処理濃度、時間、タイミングを検討することでより分化効率の改善が行われ、新しい分化プロ
トコールが作成されている。しかし、様々なドナーより作製されるヒト ES/iPS 細胞は遺伝的背
景が異なるため、細胞分化の効率が株間で著しく異なることが知られており、特に内胚葉系細胞
の分化で顕著に見られる。低い分化効率は、細胞治療製品の質の不安定性や製造コストの上昇、
そして細胞バンクの有用性の低下を招くため、ES/iPS 細胞バンクの再生医療分野での幅広い運
用に向けた課題の一つである。細胞株間の分化効率の差を生む分子基盤の理解とその解決によ
り、多くのヒト ES/iPS 細胞株に適用できる普遍的な分化プロトコールを作成することが、これ
らの課題克服に必須である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ヒト ES/iPS 細胞の細胞株間の分化効率の差あるいは分化指向性の分子メカニズ
ムを解明し、様々なヒト ES/iPS 細胞に適用できる分化プロトコールの作成を目指す。これによ
り、ヒト ES/iPS 細胞バンクの細胞株をより有効に利用することができ、研究あるいは臨床応用
に貢献するものと期待される。 
 
３．研究の方法 
 研究代表者は、ほ乳類培養細胞における網羅的遺伝子探索法として 2014 年にゲノム編集技術
CRISPR-Cas9 システムを応用した CRISPR スクリーニング法を開発し、培養細胞における効
率的な順遺伝学的手法を世界に先駆けて確立した（文献１）。さらに独自に技術改良を実施し作
製した CRISPR ライブラリーは、がん細胞における治療標的や治療耐性機構の解明、またマウ
ス ES 細胞の分化機構の解明に応用し成果を上げてきた（文献２-４）。 
 本研究においては、ヒト iPS 細胞の内胚葉分化に影響を及ぼす因子を CRISPR スクリーニン
グ法を用いて同定する。まず、ヒト iPS 細胞プロジェクトで作製された複数の細胞株の胚性内
胚葉 (Definitive endoderm, DE) への分化効率を CXCR4 の発現をマーカーに調べ、効率の低
い細胞株をスクリーニングの対象として選別する。次に Cas9 を構成的発現させ、CRISPR ライ
ブラリーを導入、DE に分化誘導後、CXCR4-high と-low の分画をセルソーターで分取し、NGS
および統計解析により候補遺伝子を見出す。候補遺伝子を標的としたガイド RNA を個別に作製
し、DE 分化に及ぼす影響をそれぞれ解析し、より分化効率に与える影響の大きい因子を選択し、
阻害剤が利用可能な場合はその効果も検証する。これらの因子が得られれば、その分子メカニズ
ムの解明を目指し、新規分化プロトコールとして応用する。 
 
４．研究成果 
 Human Pluripotent Cell Initiative (HipSci) の元で作製された 711 iPS 細胞株は、各々の細
胞株で三胚葉への分化効率が解析されている（文献５）。この中から DE への分化効率が高い株
と低い株を１１株選び、個別に再検定して、３株を分化効率の低い株としてスクリーニング対象
株とした。Cas9 発現は、それまでに実施したヒト iPS 細胞での未分化能に関するスクリーニン
グで使用したターゲティングベクターを用い、対象のヒト iPS 細胞株へ導入した。こうして導
入した Cas9 は DE より先に細胞分化を進めると発現抑制することが見出されたため、将来の分
化後の細胞を用いた遺伝子スクリーニングを見据え、Cas9 安定発現のために GAPDH と T2A
を介して融合させる手法を確立した。ここでは同時に CRISPR-i システムの構築も行い、既報の
dCas9-KRAB-MeCP2 をさらに改良した dCas9 コンストラクトを GAPDH に組み込んだ。樹立
した CRISPR-i ヒト iPS 細胞は非常に高い遺伝子発現効率を示し、single-cell CRISPR スクリ
ーニングに応用中である。 
 選択した３ iPS 細胞株を用いて CRISPR ライブラリーの導入効率を検定した結果、１細胞株
においてのみスクリーニング実施要件を満たしたため、スクリーニングはこの１株で実施する
こととした。分化プロトコールのスケールアップを検討し、スクリーニングを実施した。 
 統計解析の結果、DE 分化に対し、正にあるいは負に働く複数の遺伝子を見出した。正に働く
因子、つまり分化必須遺伝子には Activin のレセプターおよび下流因子 (ACVR1B, SMAD2, 
SMAD3, FOXH1) や内胚葉分化に必須あるいは関与が報告された転写因子 (SOX17, FOXA2) 
があり、DE 分化スクリーニングが機能していることが示された。この他にも多くのエピジェネ
ティクス関連因子も見られた。次に、負に働く因子、つまり分化抑制遺伝子には、最近同様の DE
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スクリーニングを SOX17 の
発現を指標に実施した論文
（文献６）で報告された
ARID1A, CCDC6 や JNK 経
路因子（MAP3K1, MAP2K4, 
MAP2K7）が見出された。こ
の他、TGFベータ伝達系分子
（ ACVR1, ACVR2A, 
SMAD1, SMAD5）や転写因
子（SOX4, SOX11）、また複
数のエピジェネティクス関
連因子も見出された。 
 これらヒット遺伝子のう
ち、分化抑制遺伝子は機能抑
制することで、分化効率の改善が期待できる非常に有用な遺伝子である。実際、文献６において
JNK の阻害剤を DE 分化プロトコールに加えることで DE への分化効率が改善し、その後の膵
臓や肺の前駆細胞への分化効率も上昇することが示されている。今回、新たに同定された遺伝子
を CRISPR システムを用いて個別にノックアウトし DE 分化へ与える影響を解析したところ、
ほぼ全ての候補遺伝子で程度に差はあるものの分化改善が見られた (図 1)。 
 今回得られた分化抑制遺伝子には、すでに高品質の阻害剤が利用できる遺伝子もあり、今後、
既存の分化プロトコールと複数の阻害剤を組み合わせることで、分化効率を飛躍的に向上する
ことができると期待される。現在のところ、DE 分化にのみ焦点を当てていることから、さらに
内胚葉系細胞（膵臓、肝臓、肺、腸）へ分化させ、各々の機能を検証することも必要であると考
える。これらが検証されれば、効率の高い内胚葉分化プロトコールとして幅広く利用されると期
待される。また、今回、iPSC から DE への一段階分化におけるスクリーニングで複数の遺伝子
を同定することができたことから、DE に続く分化段階に CRISPR スクリーニングを適用する
ことで各段階における正および負に作用する遺伝子を同定できると考えらる。これらの機能制
御を通して最終分化に至る各段階の改善を行うことが可能であると期待される。 
 今後、候補遺伝子の中から、複数のヒト多能性幹細胞に同様に効果のある遺伝子を絞り込む必
要がある。その遺伝子が分化に関わる分子メカニズムを明らかとし、論文発表を行う予定である。 
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図 1. ヒット遺伝子の破壊細胞における DE 分化の分化効率上昇 
コントロールに比べ、ACVR1 や SMAD1/5 破壊細胞では CXCR4 陽性/TRA1-
60 陰性をマーカーとした DE 分化解析において２倍以上の分化効率改善が確認

された。 
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