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研究成果の概要：  
本研究課題では、体細胞を既知遺伝子 (Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc) によって初期化する技術
を人に応用することを目的として掲げた。 
 iPS 細胞の安全性を高める目的でいくつかの検討課題を設け、改善を試みた。結果として、
初期化に必要な遺伝子のうち癌化の可能性となりうる c-Mycを用いずに iPS細胞を作製するこ
とに成功した。また、皮膚由来の線維芽細胞よりも肝臓や胃粘膜由来の上皮細胞の方が、容易

に質の良い iPS細胞が樹立できることもわかった。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 10,300,000 3,090,000 13,390,000 

２００８年度 9,500,000 2,850,000 12,350,000 
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年度    
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総 計 19,800,000 5,940,000 25,740,000 

 
研究分野：医歯薬学  
科研費の分科・細目：基礎医学・医化学一般 
キーワード：再生医療、再プログラム化、幹細胞 
 
１．研究開始当初の背景 
胚性幹 (ES) 細胞は受精卵由来の幹細胞で
あり、体を構成するあらゆる細胞系譜へと分

化することができる分化多能性を有している。

1998年、ヒトES細胞の樹立が報告されたこと
をきっかけとして、再生医療への応用に期待

が高まっている。ES細胞を安全に医療へ応用
するためには、その分化多能性を規定する分

子メカニズムを解明することが必須である。

これまでに分化多能性にはOct3/4、Sox2、Nan

ogといった転写因子群が必須であることが明
らかになり、一方で、高い増殖能にはERas、β
-catenin、c-Mycなどの癌関連遺伝子が重要で
あることが見出されている。 

ES細胞を用いた移植治療にはいくつかの問
題点がある。第一に、移植後に生じる拒絶反

応の問題がある。これは現存するES細胞と移
植を受ける患者の遺伝情報が完全に一致しな

いことによる。第二に、ES細胞を樹立する際
に受精卵の破壊を伴うという問題である。こ
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れらの技術的および倫理的問題を解決しない

限りは、多能性幹細胞を用いた再生医療は実

現不可能である。これらの問題を克服しうる

理想的な方法として、患者自身の体細胞から

分化多能性を有する細胞を作り上げることが

考えられる。 
申請者らは ES 細胞の分化多能性および高
い増殖能に関与している遺伝子群の中に、体

細胞核を初期化し分化多能性を再獲得させ

る能力を有する因子が存在するという仮説

を立てた。 
体細胞の分化多能性再獲得を鋭敏に感知す

る系として、ES細胞や生殖細胞などの分化多
能性細胞で特異的に発現する Fbx15遺伝子の
遺伝子座にネオマイシン耐性遺伝子を挿入

したマウス (Fbx15-Neo) を利用した。分化
多能性を再獲得した場合のみ Fbx15の発現が
ONとなり、G418耐性になることを期待した
系である。 
分化多能性の再獲得を引き起こす候補因子

として、ES細胞の性質に重要な役割を果たし
ていると考えられる、ES細胞で特異的に発現
する遺伝子群および癌関連遺伝子群の中から

24遺伝子を選び出した。これらをレトロウイ
ルスベクターに組み込み、Fbx15-Neo マウス
由来の繊維芽細胞に導入した。その結果、

Oct3/4、Sox2、Klf4および c-Mycの 4遺伝子を
同時に強制発現させることで ES 様細胞を体
細胞から誘導することができた。申請者らは

この細胞を誘導多能性幹細胞  (induced 
Pluripotent Stem cell; iPS細胞) と名付けた。iPS
細胞は ES細胞と同様に、試験管内および生体
内の分化誘導系において、神経、筋肉、消化

管、軟骨などの三胚葉系細胞に分化した。ま

た、胚盤胞に注入することによりキメラマウ

スの発生に寄与したことから、分化多能性を

有していると結論付けた。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、マウスの胎児または成体由来

の線維芽細胞に、4種の既知遺伝子 (Oct3/4, 
Sox2, Klf4, c-Myc) を導入することによりES
細胞に類似した性質を有する誘導多能性幹

(induced Pluripotent Stem; iPS) 細胞を作製す
る技術を開発した。 

 本研究課題では、マウス細胞を用いた検討

結果をもとに、ヒト体細胞から iPS細胞を作
製することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
マウス細胞を用いた実験で得られた知見を

もとに、実験系の改良を行い、ヒト体細胞集

団中にES細胞特異的遺伝子群を発現する細胞
を出現させることを目的とする。 
本研究課題の目的は、マウスの実験系で成

功したiPS細胞の作製をヒト細胞において実
現することである。この目的を達成するため

に、まずマウス細胞とヒト細胞の違いに焦点

を当てて実験を行う。 
近年、幹細胞の増殖や自己複製において、

原癌遺伝子産物が重要な役割を果たしている

ケースがいくつも明らかになっており、幹細

胞と癌細胞の共通点が示唆されている。マウ

ス細胞は培養下において、一定の頻度で自発

的に不死化することからヒト細胞と比較して

明らかに腫瘍化しやすいと考えられている。E
S細胞においても類似した現象が見られる。マ
ウスES細胞は1日に2回ほど分裂し、非常に速
い速度で増殖する。一方で、ヒトES細胞は3~
4日に1回程度の非常に低い速度でしか増殖で
きない。 
分化した体細胞が未熟な (未分化な) 状態
に戻るという観点からすると、細胞の腫瘍化

とiPS細胞の作製は類似したメカニズムによ
って引き起こされている可能性が考えられる。 
そこで、ヒト体細胞からiPS細胞を作製する
に当たり、まず細胞を不死化させることによ

りある程度腫瘍化しやすい状態 (マウス細胞
に近い状態) にすることが重要であると考え
ている。ヒト細胞を不死化する方法としては、

ヒトパピローマウイルス16型のE7による癌抑
制遺伝子Rbの不活性化とテロメラーゼによる
テロメア長の維持が必要である。その他にも、

SV40ウイルスのラージT抗原によるRbおよび
p53の不活性化も有効である。これらの方法を
組み合わせて、ヒト細胞を不死化して実験に

用いる。 
 iPS細胞を作製するために用いるヒト体細
胞として、皮膚細胞であるHDFおよびBJを候
補に考えている。HDFは胎児、新生児および



 

 

成人由来の細胞が入手可能であり、増殖能も

高いが腫瘍化に対する応答性は低い。一方で、

BJ細胞は成人由来であり増殖はやや遅いもの
の、腫瘍化刺激に対する応答性が比較的高い。

これら、性質の異なる皮膚細胞を並行して用

いることにより比較検討を行う。また、皮膚

細胞に特化するのではなく、他の細胞種の使

用も考えている。より未熟な細胞である、間

葉系間質細胞、脂肪組織由来の成体幹細胞お

よび滑膜由来細胞などを候補として考えてい

る。マウスとは異なり、ヒトにおいては分化

の進行した皮膚細胞等を未分化状態に引き戻

し、iPS細胞を作製することは不可能かもしれ
ない。しかし、将来的な医療への応用を考慮

した場合、完全に分化した細胞に分化多能性

を再獲得させることにこだわる必要はない。

これらの比較的未分化度の高い細胞に分化多

能性を獲得させることが可能になれば、患者

自身から採取した細胞でiPS細胞を作製し、移
植することは十分可能である。 
また、ヒト細胞を用いた実験を行うにあた

り、遺伝子導入法に関する問題が生じると考

えられる。マウス細胞に遺伝子を導入するた

めに用いたレトロウイルスは非常に高力価な

ものである。これまでの研究により、マウスi
PS細胞を作製するためには導入遺伝子の高発
現が必要であることが示唆されており、ヒト

細胞を用いた実験においても同様であると考

えられる。これまで用いたレトロウイルスは

エコトロピックウイルスであり、げっ歯類の

細胞に対してのみ感染が可能である。そこで、

これまでにエコトロピックウイルスレセプタ

ーであるSlc7a1遺伝子をヒト細胞に強制発現
させることにより、エコトロピックウイルス

に感受性であるヒト細胞を現在準備している。

これらの細胞を利用することにより、マウス 
細胞で行ったものと同等の遺伝子導入が可能

になると考えられる。この系を利用して、ヒ

ト細胞に遺伝子を導入しiPS細胞の作製を試
みる。 
初年度で作製したiPS細胞を他の細胞から
分離、純化しその性質を詳細に検討すること

を目的とする。また、iPS細胞を実用化するた
めに克服すべき問題点について検討を行う。 
マウス細胞を用いたiPS細胞の作製におい

て重要なポイントであるのが、ES細胞特異的
遺伝子座に薬剤選択マーカーを導入したマウ

ス由来の細胞を用いたことである。分化多能

性の再獲得によりES細胞特異的遺伝子が発現
することを利用し、薬剤選択によるiPS細胞の
単離を行った。しかし、ヒト細胞においてこ

のような遺伝子改変は不可能であるため、代

替法を用いてiPS細胞を分離する必要がある。 
薬剤選択に代わる細胞分離法として、多能

性幹細胞特異的表面抗原を利用した分離方法

が考えられる。マウスES細胞はその細胞表面
に SSEA-1やアルカリフォスファターゼ 
(APase) 等を発現している。分化誘導後に発
現が消失することから、未分化細胞マーカー

として広く用いられている。これまでの研究

により、マウスiPS細胞においてもSSEA-1およ
びAPaseが発現していることを確認した。 
一方、ヒトES細胞ではSSEA-3、SSEA-4お
よびAPaseが未分化特異的な細胞表面マーカ
ーとして知られている。また、造血幹細胞等

多くの幹細胞および癌幹細胞において発現が

確認されているABCG-2も幹細胞特異的な表
面抗原として用いることができる。これらの

分子に対する抗体を用いて、分化多能性を獲

得した細胞のみを分離することが目標である。 
8 x 105個のマウス初代胎児由来繊維芽細胞

に対して、iPS細胞誘導に必要であるOct3/4、
Sox2、Klf4およびc-Mycをレトロウイルスで導
入した場合、形成されるiPSコロニーの数は
200~300個程度である。レトロウイルスの感染
効率が70%程度であることを考慮して計算す
ると、約0.05%の確率でiPS細胞が出現するこ
とがわかる。この非常に微小な細胞集団を分

離する場合、いくつかの問題点が想定される。 
蛍光標識した抗体と細胞を反応させ、フロ

ーサイトメーターを用いてソーティングを行

う方法が一般的であるが、このような微量な

細胞集団を分離するためには非常に時間がか

かることが考えられる。そのため、細胞に対

するダメージも大きくなることが懸念される。

そこで、申請者らは磁気ビーズ標識した抗体

と専用カラムによる分離を行う方法である

Magnetic Activated Cell Separation (MACS) を
用いることを考えている。磁気ビーズで標識

した抗体と細胞を反応させ、磁場中に置いた



 

 

カラムに通す。抗体と結合した細胞のみがカ

ラム中に残り、結合しない細胞は洗い流され

る。この方法を用いることにより、極微量の

細胞集団でも短時間でダメージを与えること

なく分離できると考えている。 
さらに、陽性細胞に対して陰性細胞の割合

が圧倒的に多い場合、どのような分離法を用

いても陰性細胞の混入が増加すると考えられ

る。マウスiPS細胞は、もととなる繊維芽細胞
よりも非常に増殖能が高いため、繊維芽細胞

が多少混入した場合でも影響は少ない。しか

し、ヒト細胞を考えた場合、ヒトES細胞の分
裂が3~4日に一回であることから繊維芽細胞
の混入は分離後における細胞集団の性質を変

化させるほどの威力を持ちうると考えられる。

そこで、上述の幹細胞特異的表面抗原である

SSEA-3、SSEA-4、APaseおよびABCG-2に対
する抗体を組み合わせて、複数回のMACSを
行いiPS細胞の分離および純化を行う。iPS細
胞がある程度の高い割合に達した時点で、フ

ローサイトメーターを用いたソーティングも

併用することを考えている。 
 得られたヒトiPS細胞の性質を解析する。ES
細胞特異的遺伝子の発現をRT-PCR法で確認
する。また、半永久的に安定して増殖できる

ことがES細胞の特徴であるため、ヒトiPS細胞
も同様の増殖能を有するかどうかを検討する。

そして、最大の特徴である分化多能性を確認

する試験として、胚様体形成によるin vitro分
化誘導を行う。三胚葉系の細胞に分化してい

ることを免疫抗体染色およびRT-PCRで確認
する。さらに、免疫不全マウスに対して、iPS
細胞を皮下注射することにより奇形腫を形成

させる。奇形腫の組織切片を作製、観察する

ことにより、in vivoにおいても分化多能性を有
していることを確認する。 
 本研究の主な目的はヒト体細胞から多能性

幹細胞を作り上げることである。これまでに

マウス細胞を用いた研究を通して、iPS細胞を
医療への実用化に近づけるために改良すべき

点が見つかっている。 
第一に、レトロウイルスを用いた遺伝子導

入である。レトロウイルスの挿入部位によっ

ては細胞の形質転換を引き起こすことも考え

られる。また、導入する遺伝子に癌遺伝子

c-Mycが含まれていることも不安材料である。
これらの問題を解決するために、アデノウイ

ルスやタンパク質導入による一過性発現系を

用いたiPS細胞の作製を検討する。また、c-Myc
に代わる遺伝子をcDNAライブラリーを用い
たスクリーニングで探索する。 
第二に、遺伝子が導入された細胞に対する

iPS 細胞の形成効率が非常に低いことである。
これまでの研究により、遺伝子導入細胞のう

ち、約 0.05%が分化多能性を獲得すると考え
られる。サイトカイン刺激、フィーダー細胞、

培地の組成等を改善し、確率を上昇させる条

件を検討する予定である。 
 

４．研究成果 

我々は、ヒトの皮膚由来線維芽細胞にマウ

スの場合と同様の 4遺伝子を導入することに
より、ヒト iPS細胞を作製することに成功し
た。ヒト iPS 細胞はマウス ES 細胞と比較し
て扁平なコロニーを形成するヒト ES 細胞と
よく似た形態を示した。ヒト iPS 細胞は
SSEAs や TRAs といったヒト ES 細胞の表面
抗原だけでなく、様々なマーカー遺伝子を発

現しており、マイクロアレイの結果からも ES
細胞と類似した発現様式を示した。 
多能性細胞特異的遺伝子群のプロモータ

ー領域において CpG 配列は脱メチル化状態
にあり、抗ヒストン抗体を用いたクロマチン

免疫沈降の結果、ヒストン H3 の 4番目のリ
ジン残基が高度にメチル化を受けていた。ま

た、GATA6、MSX2、HAND1など発生に関与
する遺伝子群のプロモーター領域では、4 番
目および 27 番目のリジンが共にメチル化を
受けたバイバレントな状態であった。 
胚様体形成による分化誘導の結果、ヒト

iPS 細胞は内胚葉、中胚葉、外胚葉を含む細
胞へと分化することができた。免疫不全マウ

スに注射して作製した奇形腫においても同

様の分化多能性を確認することができた。さ

らに、これまでに ES 細胞を用いて開発され
た分化誘導法をヒト iPS細胞に適用すること
で、高効率にドーパミン産生ニューロンや心

筋細胞を作製することにも成功した。 
染色体解析の結果、ヒト iPS細胞は正常な
核型を保持しており、マウス ES 細胞の培養



 

 

条件では樹立および維持ができないが、ヒト

ES 細胞の培養条件下では少なくとも半年以
上は増殖を続けている。このことから、ヒト

iPS細胞はヒトES細胞に良く似た性質を備え
ていると考えられる。我々は、36 歳の女性、
69歳の男性、胎児および新生児の線維芽細胞
でヒト iPS細胞の作製に成功している。この
結果は年齢や性別に関係なく、線維芽細胞が

初期化され多能性細胞になりうることを示

している。 
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