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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、ヒトiPS細胞を用いた心臓再生治療において生じうる腫瘍に対する
網羅的蛋白質分析法により腫瘍に特異的な表面抗原を同定し、その表面抗原を検出しうる新規MRI用造影剤を開
発することで、早期に腫瘍を検出することにある。本研究ではヒトiPS細胞由来腫瘍組織の免疫不全ラット体内
での作製に成功し、網羅的ペプチド解析により特異的蛋白発現パターンを同定した。さらに未分化iPS細胞に特
異的な細胞表面マーカーであるCD30, TRA-1-60およびTRA-1-81抗体を導入したGd-MRI用造影剤を作製し、in 
vitroでの造影能の検討により未分化細胞の分布に従い造影されることを確認した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to identify tumor-specific surface antigens by 
comprehensive protein analysis of tumors that may arise in cardiac regenerative therapy using human 
iPS cells, and to develop a novel MRI contrast agent that can detect these surface antigens for 
early tumor detection. In this study, we succeeded in generating human iPS cell-derived tumor tissue
 in immunodeficient rats, and identified specific protein expression patterns by comprehensive 
peptide analysis. Furthermore, we prepared a Gd-MRI contrast agent containing CD30, TRA-1-60, and 
TRA-1-81 antibodies, which are cell surface markers specific for undifferentiated iPS cells, and 
confirmed that the contrast is obtained according to the distribution of undifferentiated cells by 
examining the contrast ability in vitro.

研究分野：心臓血管外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
iPS細胞から作製した細胞医薬品の安全性に関して特に懸念されるのは、移植後の腫瘍形成である。iPS細胞は無
限の自己複製能と多彩な分化能のため、わずかに混入する可能性のある未分化状態のiPS細胞により、移植後に
目的と異なる組織を腫瘍性に生じる可能性が否定できない。この腫瘍形成に対しては早期に診断し、適切な治療
を行うことで対処しうると考えられるが、現状では画像診断的にiPS細胞から生じた腫瘍を検出する手段は確立
されておらず、早期診断のための鋭敏な方法の開発が求められている。本研究成果は、iPS細胞由来心血管細胞
移植による再生医療における腫瘍性合併症低減に向けた基礎研究的基盤になるものと考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

末期心不全患者に対する細胞移植などの再生医療が近年注目を集めている。なかでも iPS 細胞
は、生体を構成するあらゆる細胞群を分化誘導しうる特性から、再生医療において大きな期待を
集めている。本邦では加齢黄斑変性症・パーキンソン病に対する臨床研究あるいは治験が実施さ
れ、既存の治療法では治療困難な多様な難治性疾患への iPS 細胞を用いた再生医療に対する国
民的期待は一層高まっている。 

iPS 細胞から作製した細胞医薬品の安全性に関して特に懸念されるのは、移植後の腫瘍形成であ
る。iPS 細胞は無限の自己複製能と多彩な分化能のため、わずかに混入する可能性のある未分化
状態の iPS 細胞により、移植後に目的と異なる組織を腫瘍性に生じる可能性が否定できない。
この腫瘍形成に対しては早期に診断し、適切な治療を行うことで対処しうると考えられるが、現
状では画像診断的に iPS 細胞から生じた腫瘍を検出する手段は確立されておらず、早期診断の
ための鋭敏な方法の開発が求められる。 

研究分担者の近藤および木村はこれまで、酸化ガドリニウムあるいはリン酸ガドリニウムナノ
粒子を母体とし，生体適合性被覆を行うことで，高感度陽性 MRI 造影剤として腫瘍組織の造影
に有効であることを明らかにしている。このナノ粒子型 MRI 造影剤は、被覆剤の末端官能基を
利用して種々の修飾が可能であり、各種抗体の結合により、細胞表面抗原特異的な標的指向化
（ターゲティング）が可能なことも併せて明らかにした。このナノ粒子型 MRI 造影剤を利用す
れば、iPS 細胞移植後に生じうる表面抗原特異的腫瘍細胞を非侵襲的に造影することが可能にな
ると考えられ、早期診断の有用なツールになると考えられる。またこのシステムでは複数の抗体
をナノ粒子に結合しうるため、複数の候補抗原を認識する抗体を結合させることで、より腫瘍の
検出感度を高めることが可能となる。さらに、動物実験を行う前に原子吸光光度計を用いた in 

vitro での細胞表面へのガドリニウム結合能評価実験が可能であるため、候補となる抗体の組み
合わせの同定を迅速に行うことができる。 

この際に重要となるのは、どのような細胞表面抗原が心臓への iPS 細胞治療後に生じた腫瘍に
特異的に発現しているかを知ることである。研究分担者の池川は、近年加速的に進歩している網
羅的蛋白質解析とイメージング質量分析法を組み合わせることで、腫瘍組織および血中に特異
的に発現している蛋白質・ペプチドを同定し、かつその蛋白質特異的な抗体を作製する技術を有
している。本技術と上述のナノ粒子型 MRI 造影剤を作製する技術を融合することにより、ヒト
iPS 細胞を用いた心臓再生治療において生じうる腫瘍に特異的な MRI 造影剤の作製が可能と考
えられる。 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目的は、①残存ヒト iPS 細胞から生じる腫瘍を実験的に作製し、②作製された腫瘍に
特異的に発現する表面抗原蛋白質を同定し、③その表面抗原を検出しうる新規 MRI 用造影剤を
開発することで、ヒト iPS 細胞由来心臓組織グラフトの移植医療における安全性を高めること
である。 

 

３．研究の方法 

 
① ヒト iPS 細胞由来腫瘍組織の作製 

(ア) ヒト iPS 細胞から我々の既報に沿って心臓構成細胞への分化誘導を行い、心臓組織シ
ートを作製する（Masumoto, Scientific Reports 2014）。この心臓組織シート内に未
分化 iPS 細胞を 1:1 の割合になるように混合し、腫瘍形成用シートを作製する。ゼラ
チンハイドロゲル微粒子を用いてこの細胞シートを 5 層に積層化する（Matsuo, 
Scientific Reports 2015）。 

(イ) Sprague-Dawley ラットへのタクロリムス持続投与（浸透圧ポンプ使用）により免疫抑
制ラットモデルを作製する。血中濃度 10ng/mL を目安に投与量を調整する。 

(ウ) この免疫抑制ラットに上記の積層化腫瘍形成用シートを左開胸により移植する。 
(エ) 4 週間後に犠牲死させ、形成された腫瘍を摘出する。組織学的・生化学的および以下の

蛋白質解析用にサンプルを調整する。 
② 蛋白質解析による腫瘍特異的表面抗原の同定 

(ア) 上記で調整された蛋白解析用サンプルに、LC-MS/MS 法により iPS 細胞由来腫瘍におけ
る網羅的ペプチド解析を行うことで、プロテオームライブラリを構築する。 

(イ) 同サンプルに対する MALDI-TOF/IMS 法（Bruker 社；rapifleX）などによるイメージン
グ質量分析により、iPS 細胞由来腫瘍に特異的な質量電荷比のシングルピークを同定
する。 

(ウ) 同定されたシングルピークに対応するペプチドあるいは蛋白質を、上記で構築された



プロテオームライブラリと対応させることにより、またショットガン解析を組み合わ
せることにより、iPS 細胞由来腫瘍において発現量が上位となる蛋白・ペプチドのリ
ストを作成する。 

(エ) 同定された表面抗原に対する免疫染色法により、iPS 細胞由来腫瘍に同定抗原が発現
していることを確認する。 

③ iPS 細胞由来腫瘍を検出しうる MRI 用造影剤の作製 
(ア) 抗体結合ナノ粒子型ガドリニウム(Gd)-MRI 造影剤の合成と物性評価：上記により同定

された iPS 細胞由来腫瘍へのターゲティングが可能な抗体数種類について、ナノ粒子
型 Gd-MRI 造影剤への結合反応を試み、物性や安定性などの評価を行う。必要に応じ
て，粒径の最適化を実施する。 

(イ) 抗体結合ナノ粒子型 Gd-MRI 造影剤の MRI を用いた機能評価：抗体を導入したナノ粒子
型 Gd-MRI 造影剤について、MRI における造影能の検討および標的となる iPS 細胞由来
腫瘍細胞を用いた結合能評価を in vitro にて実施する。 

(ウ) 抗体結合ナノ粒子型 Gd-MRI 造影剤の大量合成と最適化：造影剤表面物性の最適化によ
り高感度かつ低投与量で造影可能なナノ粒子型 Gd-MRI 造影剤を合成する。 

 
４．研究成果 
 

まず我々はヒト iPS 細胞由来心臓組織シートに未分化 iPS 細胞を混入し、さらにゼラチンハ

イドロゲル微粒子を用いて多層化し、その多層体をタクロリムス投与ラットに対して移植す

ることにより、ラット体内においてヒト iPS 細胞由来腫瘍を形成することを、直視下及び MRI

撮影により確認した。さらに組織学的検討により腫瘍が多様かつ不均一な細胞群により形成

されていることを確認し、iPS 細胞由来の奇形種であることを確認した。（下図）。 

 

  
 

次に我々はこの iPS 細胞由来腫瘍を用いた網羅的蛋白解析を実施した。腫瘍組織を用いて蛋

白質解析用にサンプルを調整し、イメージング質量分析を主とした網羅的ペプチド解析を行

うことで、特に低分子化合物において腫瘍に対する特異的な発現パターンおよびシングルピ

ークを得ることができた（下図）。 

 
 



 

次に我々は、上記の網羅的蛋白解析の結果を受けて、未分化 iPS 細胞に特異的な細胞表面

抗原である CD30、TRA-1-60 および TRA-1-81 に対する抗体を導入したナノ粒子型 Gd-MRI 造

影剤を作製し、in vitroでの MRI における造影能の検討を行った結果、未分化細胞の分布

に従い造影されることが確認できた（下図）。 

 

 

 
 

 
 

これらの研究成果は、今後予定されている腫瘍形成ラットを用いた in vivo の MRI 撮影

による評価を経て、iPS 細胞由来心血管細胞移植による再生医療における腫瘍性合併症

低減に向けた基礎研究的基盤になるものと考える。 
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