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研究成果の概要（和文）： 体細胞を多能性幹細胞に変換する再プログラム化技術の発展を目的
に、体細胞と胚性幹（ES）細胞との細胞融合による体細胞核の再プログラム化を応用した。そ
の結果、１）ヒト ES 細胞はヒト体細胞核の再プログラム化能をもつ、２）ヒト融合細胞からの
染色体除去が可能、３）染色体除去により ES 細胞では相同染色体組換による正常２倍体細胞の
出現、が明らかになった。これらの成果は、人工多能性幹(iPS)細胞への応用が期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： To develop technology of nuclear reprogramming of somatic cells 
into pluripotent stem cells, human somatic cells were cell-fused with human embryonic 
stem (ES) cells. We got the following results; 1) human ES cells had potential of 
reprogramming of human somatic cells into pluripotent stem cells, 2) selected 
chromosome(s) were eliminated from ES-somatic hybrid cells, and 3) karyotypically normal 
ES cells were generated by duplication of an eliminated chromosome. These developed 
techniques could be applied to induced pluripotent stem (iPS) cells.  
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１．研究開始当初の背景 
 体細胞の再プログラム化による多能性幹細
胞への変換は、テーラーメイドの幹細胞の作
製技術として世界の注目を集めている。我々
の細胞融合系は、倫理問題が少なく応用範囲
の広いシステムとして注目されている。また、
米国ハーバード大学の研究グループからヒト
ES細胞を用いた体細胞の多能性幹細胞化は、
新たな胚材料を用いない体細胞の幹細胞化シ
ステムとして世界の注目を集めている。細胞

融合を用いた体細胞の幹細胞化技術の完成に
は、核から標的となる染色体を自在に取り除
く技術の開発が必要である。 
 
２．研究の目的 
（1）細胞融合による体細胞の幹細胞化技術   
     の改良 
（2）余分な染色体を取り除く技術の開発 
（3）余分な染色体を取り除くツールである 
     一分子の開発と改良 
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３．研究の方法 
(1) 染色体除去カセットの考案と作製 
    ①単純染色体除去カセット分子を構築 
      する 
(2) ES 細胞への染色体除去カセットの導入 
    ①染色体除去カセットは Hprt遺伝子を 
      欠損した雄 ES 細胞株、HM-1 にラン 
      ダムに導入する 
   ②ES 細胞への遺伝子導入はエレクトロ 
   ポレーション法により行う 
   ③サザンハイプリダイゼーション法に 
   より導入染色体除去カセットのコピ 
   ー数を解析する 
   ④染色体除去カセットの導入部位を 
   遺伝子マッピング法により解析する 
(3)改変 ES 細胞と体細胞との細胞融合 
   ①染色体除去カセット導入 ES 細胞と 
   胸腺細胞を電気的に融合する 
   ②融合細胞での GFP の発現、核型を解析 
     する 
(4) 染色体除去カセットの活性化 
   ①融合細胞への一過的なCre 酵素遺伝子 
   導入により染色体除去を誘導する 
   ②染色体除去後 7-10 日間の継代培養を 
      行う 
(5)染色体除去融合細胞の選別 
    ①セルソーターを用いてGFP 陰性細胞を 
      分取する 
    ②GFP 陰性細胞の染色体核型をG-バンド 
      解析する 
(6)染色体除去の確認 
    ①染色体ペインティング法による除去 
      染色体の確認 
 
４．研究成果 
(1) 染色体除去カセット（CEC）の作製に成功 

① 染色体除去に必要な向かい合わせの 
   LoxP 配列に蛍光マーカー遺伝子である 
   GFP や DsRed、加えて薬剤選択耐性遺伝 
   子 Neo や Hygro を導入して、単純で小 
   型の染色体除去カセットの作製に成功 
   した。 

(2) マウス ES 細胞における染色体除去カセ
ット導入ライブラリーの作製 

① マウスの 20 対の常染色体上にそれぞれ   
   1 個染色体除去カセットが導入された 
   ES 細胞クローンからなる染色体除去カ 
   セットライブラリーを作製に成功した。 

(3) マウス ES 細胞への多コピー染色体除去
カセットの導入 

① マウスの 20 対の常染色体すべてに染色
体除去カセットが導入された ES 細胞の
作製を目指して、レンチウイルスを用い
て染色体除去カセットを遺伝子導入す
ることに成功した。 

② マウス ES 細胞に 40 コピー以上の染色 
  体除去カセットを導入したクローンの 

   作製に成功しコピー数をサザンハイブ 
   リダイゼーション解析により確認した。 

(4) CEC-ES 細胞と体細胞の融合細胞の作製 
  ① 1 または多コピーの染色体除去カセッ

トを導入した ES 細胞と体細胞を電気的
に細胞融合して、融合細胞株を樹立する
ことに成功した 

  ② 融合細胞に LoxP 配列を標的にして DNA
組み換えを引き起こすCre組み換え酵素
遺伝子を、一過性発現の状態で導入する
ことに成功した。 

(5) 融合細胞からの ES 細胞ゲノム除去 
 ① DNA 組み換え処理後の融合細胞から 
    FACS ソーティングにより、GFP または 
    DsRed 陰性クローンを選別し、染色体 
    除去カセットを欠損した融合細胞クロ 
    ーン株の作製に成功した。 
 ② DNA 組み換え処理後の融合細胞をG418 
   またはハイグロマイシンを含む培地 
      で培養することで、細胞致死が誘導さ 
      れることから染色体除去カセットの 
      欠損を確認した。 

③ 除去染色体を染色体ペインティング 
  で確認した。 

(6) ヒト ES 細胞への染色体除去カセットの 
    導入 

① ヒト ES 細胞に染色体除去カセットを 
   一般的電気遺伝子導入法および新しく 
   開発された核遺伝子導入法により遺伝 
   子導入することに成功した。 
② 融合細胞を G418 またはハイグロマイシ 
   ン耐性細胞株として樹立することに 
   成功した (図参照) 

 
  ③ 染色体除去カセット挿入部位を PCR 法 

   の応用により同定することに成功した。 
 

(7) ヒト ES 細胞と体細胞の融合細胞の作製 
① ヒト体細胞株 TIG1 および TIG3 と 
  CEC-ES 細胞を電気的に細胞融合し 
   た。薬剤選択により融合細胞株を 
   樹立することに成功した(図参照)。 



② 融合細胞に LoxP 配列を標的にして 
  DNA組み換えを引き起こすCre組み換  
  え酵素遺伝子を、一過性発現の状態で 
  導入することに成功した。 

     ③ DNA 組み換え処理後の融合細胞から 
     FACS ソーティングにより、GFP 
     または DsRed 陰性クローンを選別し、 
     染色体除去カセットを欠損した融合 
     細胞クローン株の作製に成功した。 

④ DNA 組み換え処理後の融合細胞を 
   G418 またはハイグロマイシンを 
   含む培地で培養することで、細胞致 
   死が誘導されることから染色体除去 
   カセットの欠損を確認した。 

(8) ヒト融合細胞からの染色体除去の解析 
① 除去染色体を染色体ペインティン 
  グで確認した。 
② 核型解析により、染色体除去を確認 
  した。 

(9) マウスおよびヒト２倍体 ES 細胞からの 
  染色体除去 

① ヒトおよびマウス CEC-ES 細胞を DNA 
   組み換え酵素で処理した結果、染色 
   体除去が成功下にもかかわらず、正  
   常核型を維持している細胞株のある 
   ことを確認した。 
② 正常核型染色体除去 ES 細胞株では、 
  欠損した染色体が対になる染色体の 
  重複により正常化していることを 
  発見した。 
 

  ES 細胞との細胞融合による体細胞の再プ
ログラム化と融合細胞からの染色体除去技
術は、その後に出現した人工多能性幹（iPS）
細胞作製技術の発見により有用性が低下し
た。一方、染色体除去により発見された、２
倍体細胞での自然に起きる相同組み換えに
よる異常（染色体欠損）の正常化は、iPS 細
胞技術の応用に新たな可能性を示している。 
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http://www.frontier.kyoto-u.ac.jp/es03/
index.html 
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