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研究成果の概要（和文）：本研究では未分化iPS細胞表面が特異的糖鎖で被覆されていることに着目し、
Aminolysis-SALSA法を応用することで、細胞特異的GSL糖鎖解析を用いた軟骨細胞中に混入する未分化iPS細胞の
定量評価化法を確立した。
糖鎖解析による定量化法を用い、iPS細胞の特異的糖鎖を認識し細胞傷害性を有するR-17F抗体の至適使用条件を
決定した。iPS細胞と軟骨細胞の共培養にR-17F、二次抗体を添加することで、iPS細胞を検出感度以下まで除去
可能であることを明らかにし、さらに抗体処理した共培養細胞をSCID miceに移植し、teratomaが形成されない
ことを示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the fact that the surface of undifferentiated 
iPS cells were coated with specific glycoconjugates and GSL glycans, we established a method to 
detect and quantify undifferentiated iPS cells in chondrocytes using cell-specific GSL-glycan 
analysis by applying the Aminolysis-SALSA method. 
Using quantification method by glycan analysis, we could determine the optimal conditions for use of
 R-17F antibody, which recognizes specific glycans of iPS cells and has cytotoxic activity. 
Furthermore, we transplanted the antibody-treated co-cultured cells into SCID mice and showed that 
no teratoma was formed.

研究分野： 軟骨再生医療

キーワード： ヒト誘導多能性幹細胞　糖鎖解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
GSL糖鎖解析による定量化法は、フローサイトメトリー等で必要となる事前の蛍光標識等の前処置を必要とせ
ず、また心筋細胞等の組織に対する細胞解離の前処理を必要としない。本定量化法はiPS由来生成物の品質管理
に有用である可能性がある。 
未分化iPS細胞の主要な除去方法の一つは、特異的な抗体を用いたcell sortingであるが、iPS由来最終生成物の
viabilityを低下させる可能性がある。本研究では、R-17Fを添加するだけで未分化iPS細胞を除去することが可
能であり、cell sortingによって起こりうるリスクを回避することができた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
関節軟骨は組織学的には硝子軟骨と呼ばれ、自己修復能力に極めて乏しく、損傷した軟骨は

最終的に変形性関節症に至る。ヒト誘導多能性幹細胞（iPS 細胞）は未分化の状態で無期限に

増殖し、人体のあらゆる組織に分化することができる多分化能を持つ (Takahashi and 

Yamanaka, 2006)。それゆえに、iPS 由来細胞を用いた再生医療は、欠損した軟骨の修復にお

いても可能性を秘めているが、克服しなければならない障壁がある。それは iPS 細胞の持つ腫

瘍性と脱分化である。 

細胞表面は、スフィンゴ糖脂質（GSLs）や糖タンパク質などの糖質複合体で構成される緻

密なグリコカリックスで被覆されており、細胞の種類や状態によって構造が劇的に変化する糖

鎖はしばしば“細胞の顔”と呼ばれている。このように細胞特異的であり鋭敏に変化する糖鎖

解析から診断マーカーや細胞マーカーが見出されてきた。未分化 iPS 細胞もまた、幹細胞マー

カーとして知られる SSEA-3、SSEA-4、SSEA-5、Globo H や H type 1 抗原などの特異的な糖

質複合体によって被覆されている (Furukawa et al., 2017)。スフィンゴ糖脂質に焦点を置く

と、幹細胞ではグロボおよび（n）ラクト系列の GSL が高発現しており、分化に伴い急速に減

少し GM3、GM2、GD3 などのガングリオシド系列の GSL の発現が増加していく (Liang et 

al., 2010)。このように細胞表面の GSL 糖鎖は細胞に特異的であり、さらに細胞の運命を決定

づけているかのように分化と関連して大きく発現や構造が変化する。このような細胞の GSL

糖鎖を定性・定量解析するために、rhodococcal endoglycosylceramidase（EGCase）を用いた

糖鎖解析法の開発を行ってきた。EGCase は、GSL より糖鎖を切断する酵素であり、消化す

ることで細胞中の GSL より糖鎖を切断し、glycoblotting 法により精製し質量分析により細胞

中に含まれる GSL 糖鎖を網羅的に解析する方法である(Fujitani et al., 2011)。近年では、シア

ル酸結合様式特異的アミド化法（aminolysis-sialic acid linkage-specific alkylamidation: 

SALSA 法）を開発し、glycoblotting 法と併用することで GSL 糖鎖上のシアリル化糖鎖の構造

異性体の識別が可能となった (Hanamatsu et al., 2018)。 

我々は、このような GSL 糖鎖の解析手法を用いることで、細胞固有の糖鎖構造を定量化す

ることが可能となり、NANOG などの従来の未分化マーカーの検出法と同様に GSL 糖鎖の定

量解析が細胞の評価法に利用できるのではないかと考えた。さらに iPS 細胞に特異的に結合

し、濃度依存的な細胞毒性を示す R-17F 抗体に着目し (Matsumoto et al., 2015)、GSL 糖鎖

の定量解析が R-17F の細胞傷害活性を評価できるのではないかとの仮説を立て研究遂行した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、（１）GSL 糖鎖解析の手法を用いて、未分化 iPS 細胞の新規定量評価法を確立
し、さらに同手法を用いて R-17F の未分化 iPS 細胞に対する細胞傷害活性を評価すること、 
（２） GSL 糖鎖による定量評価法を用い、R-17F の至適使用条件を確立することである。 
 
３．研究の方法 
（1） ヒト iPS 細胞株（606A1）とヒト軟骨細胞株（C28/I2）それぞれの特異的 GSL 糖鎖を

glycoblotting 法を用いて検出した。   
続いて、軟骨細胞に様々な比率で未分化 iPS 細胞を混入させ、GSL-糖鎖解析を行った。 
R-17F の効果を評価するために、軟骨細胞に iPS 細胞を 10%の割合で混入させた状態で共
培養し、R-17F を 200, 300, 500 μg/mL の濃度で添加し、36 時間後に細胞を回収して GSL
糖鎖解析を行った。 
最後に、軟骨細胞への分化過程で、未分化 iPS 細胞を検出できるか評価した。分化の方法は
Guzzo らが報告した間葉系幹細胞様細胞（iPS-MSC）を介して軟骨まで分化させる方法を



基に行った。まず iPS-MSC P6 が MSC 様の性質を有しているかを Flow cytometry を用い
て確認し、次に iPS 細胞を iPS-MSC P2、4 まで分化させ、GSL 糖鎖分析を行った。 

（2） R-17F の未分化 iPS 細胞に対する細胞傷害性は、R-17F の二次抗体を併用することで
増強するという報告のもとに (Matsumoto et al., 2015)、R-17F の至適使用条件を検討し
た。 
まず始めに、２次抗体を添加するタイミングについて検討した。iPS 細胞（606A1）と軟骨
細胞（C28/I2）を共培養し（iPS 細胞播種濃度＝5%）、共培養１日目で R-17F を 50μg/mL
の濃度で添加した。２次抗体は 5μg/mL の濃度で R-17F と同時に添加する群と、R-17F 添
加後 24 時間後に添加する群で検討した。共培養４日目にすべての細胞を回収し、GSL 糖鎖
解析を行った。 
次に、２次抗体の添加する至適濃度について検討した。iPS 細胞（606A1）と軟骨細胞（C28/I2）
を共培養し（iPS 細胞播種濃度＝5%）、共培養１日目で R-17F を 100μg/mL の濃度で添加
した。R-17F を加えて 24 h 後に２次抗体を 0-100μg/mL の濃度で添加し、経時的顕微鏡観
察を行った。共培養４日目にすべての細胞を回収し、前述のように糖鎖解析を行った。 
最後に、事前に R-17F 処理することで、生体内移植後にテラトーマ形成を防ぐことが可能
かを検討した。iPS 細胞（606A1）と軟骨細胞（C28/I2）を共培養し（播種細胞数＝0.375×
104、0.7125×105、iPS 細胞の比率＝5％）、共培養 1 日目に R-17F を 100μg/mL の濃度で
iPS 培地に添加した。24 時間後に二次抗体を至適濃度で添加した。共培養 4 日目に全細胞
を回収し、6 週齢の scid マウスの精巣に移植した。コントロールとして、抗体処理を加えて
いない共培養細胞を移植した。観察期間を１２週間とし、組織学的にテラトーマ形成を評価
した。抗体処理後にマウスに注入した共培養細胞と同一サンプルについて、GSL 糖鎖解析
を行った。 

 
４．研究成果 
（1）  細胞型特異的 GSL 糖鎖解析によるヒト軟骨細胞中の残存 iPS 細胞の評価 

様々な比率で混合した iPS 細胞および軟骨細胞由来の GSL 糖鎖の MALDI-TOF MS スペクト

ルを検証した。iPS 細胞特異的な GSL 糖鎖（Gb3、LNFP I および Gb5）は、0.25％までは検出

可能であったが、それ以下では検出が困難であった。galactosyl LNFP I は 10 ％ 、SSEA-4 に

ついては 2.5 %以下では検出できなかった。また、iPS 細胞濃度と iPS 細胞特異的な糖鎖の発現

量（Gb3、LNFP I、Gb5、galactosyl LNFP I、および SSEA-4）を使用して検量線を取得した。

Gb3、LNFP I および Gb5 の 3 つの検量線は、iPS 細胞濃度と糖鎖発現量の間に強い相関（R2 

> 0.97）を示した。また〜1000 細胞相当の GSL 糖鎖が良好に検出することができた。 

（2）  GSL 糖鎖解析による、共培養条件下での R-17F 抗体の細胞傷害性の評価 

経時的顕微鏡観察では、R-17F 抗体を添加後 36 時間でほぼすべての iPS コロニーの壊死を確認

した。一方、GSL 糖鎖解析による、R-17F 抗体処理後の残存未分化 iPS 細胞の評価では、残存

iPS 細胞特異的糖鎖の相対量は 10％から約 4％まで減少した。 

検量線は、iPSC 特異的 GSL 糖鎖である LNFP I または（Hex）3（HexNAc）1 に対するシグ

ナルと、軟骨細胞由来のエチルアミド化 GSL 糖鎖 GM2 の比率を用いて作成した。 

（3） GSL 糖鎖解析を用いた、iPS-MSC における幹細胞特異的糖鎖の検出 

iPS-MSC （P2、P4）の GSL-糖鎖解析では、iPSC-MSC の継代を繰り返すと、未分化 iPS 細胞

特異的 GSL 糖鎖である LNFP I の発現が徐々に低下していることが明らかになった。 

（4） 共培養細胞に対し、２次抗体を添加する至適濃度の検討 

GSL 糖鎖解析による定量評価では、5%濃度で播種した iPS 細胞は回収時には約 23%まで増殖

していることが明らかとなり、また 2 次抗体濃度依存性に残存する iPS 細胞の減少を認めた。

抗体未処理群と比較し、残存する iPS 細胞は R-17F 抗体単独では 75％、2 次抗体併用 10μg/mL

では 50％、40μg/mL では 17％、80μg/mL では 9％まで減少した。2 次抗体 100μg/mL との

併用で iPS 細胞の完全消失が観察された。 

（5） ２次抗体併用した場合の R-17F 抗体処理による teratoma の発生抑制効果の検討 

抗体処理後（R-17F 100μg/mL, 2 次抗体 100μg/mL）にマウスに移植した共培養細胞と同一サ

ンプルの糖鎖解析を行ったところ、iPS 特異的な糖鎖は完全に認められなかった（Figure 1）。



マウスに移植した共培養細胞の数は、マウス１匹あたり 8x105個であった。抗体未処理の共培養

細胞を移植した群では、5/6（83％）で腫瘍の発生を認めた（Figure 2B）。一方、R-17F 、2 次

抗体で処理した共培養細胞を移植した群では、腫瘍の発生は認められなかった（0/6）。組織学的

評価では、抗体未処理群に発生した腫瘍は、外胚葉、中胚葉、内胚葉由来組織を認め、腫瘍が

teratoma であることを確認した（Figure 2A）。 

 

 
Figure 1. マウスに移植した、抗体処理後の共培養細胞と同一検体における GSL-糖鎖解析 

 

 

 

Figure 2.  A, マウスに移植後に形成された腫瘍の外観、組織像（Hematoxylin-Eosin 染色）

Scale bar = 100 μm  B, control では 5/6 で腫瘍形成を認めたのに対し、抗体処理群では腫瘍

の発生は認めなかった（0/6）。 
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