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研究成果の概要（和文）：多能性幹細胞の性質に影響を与える要素として男女差がある。女性由来多能性幹細胞
のX染色体では不活性化が起きているが、長期継代によりX染色体の不活性化が不完全になることが知られてい
る。その不完全なX染色体の不活性化によりX染色体上の遺伝子の発現量に男女差が生じ、女性由来多能性幹細胞
は分化抵抗性を示す。長期継代を行なった女性由来多能性幹細胞によるRNAseq解析により、ある遺伝子の発現量
が継代と共に上昇していた。この遺伝子は神経分化抑制に関与することが知られていることから、分化抵抗性を
示す分子マーカーの可能性がある。

研究成果の概要（英文）：The sex difference influences the properties of pluripotent stem cells. X 
chromosome is inactivated in female pluripotent stem cells, but long-term passaging results in 
incomplete inactivation of the X chromosome. The incomplete inactivation induces sex differences in 
gene expression on the X chromosome, and female-derived pluripotent stem cells are resistant to 
differentiation. RNAseq analysis of long-term passage of female-derived pluripotent stem cells 
revealed that the expression level of a gene increased with passage. This gene is known to be 
involved in the inhibition of neuronal differentiation and may be a molecular marker for 
differentiation resistance.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 多能性幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
再生医療等製品では迅速かつ安全な治療のため、品質の高い様々な種類の多能性幹細胞(iPS/ES細胞)をバンク化
し、他家移植することが進められている。その際、治療目的に沿う細胞の性質(分化効率の良さなど)を持つ細胞
の選定が必要である。X染色体の不活性化が不完全になった女性由来多能性幹細胞は分化抵抗性を示す。この分
化抵抗性を示す分子マーカーを探索することは、再生医療等製品の各製造プロセスにおける品質管理技術におい
て重要である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
再生医療等製品では迅速かつ安全な治療のため、品質の高い様々な種類の多能性幹細胞

(iPS/ES 細胞)をバンク化し、他家移植することが進められている。その際、治療目的に沿う細胞

の性質(分化効率の良さなど)を持つ細胞の選定が必要であり、申請者は多能性幹細胞の性質(品
質)に影響を与える要素として男女差に注目している。女性の X 染色体では、Xist RNA により

X 染色体の不活性化が起きているが、その Xist RNA の発現が低い多能性幹細胞は分化抵抗性

(三胚葉分化がしにくい)であることが知られている。多能性幹細胞が分化抵抗性を獲得すると、

成長因子による分化誘導に必要量が増える、あるいは誘導時間が長くかかるといった再生医療

等製品製造における問題となる。今後、再生医療等製品が普及するために各製造プロセスにおけ

る多能性幹細胞の品質管理技術は重要である。 

 
２．研究の目的 
女性由来の多能性幹細胞は長期継代によりX染色体の不活性化が不完全になり一部の遺伝子が

発現するようになる。そのため多能性幹細胞の男女において、X 染色体に座位する遺伝子の発現

量に差が生じ、分化効率に違いが生じる。本研究の目的は、多能性幹細胞の男女で発現量が異な

る遺伝子に着目し、バンク化で治療目的に沿う細胞を選定できる分子マーカーを探索すること

を目的とし、細胞生物学・分子生物学的手法を用いて検討した。 

 
３．研究の方法 
(1)既知の X 染色体の不活性化が不完全である女性由来多能性幹細胞の RNAseq データを解析す

ることで、不活性化が不完全である際に、より優先的に発現量が上昇しやすい X 染色体に座位

する遺伝子群を同定した。それらの遺伝子群を用いることで、女性由来多能性幹細胞のどれくら

いで X 染色体の不活性化が不完全になっているのかを検討した。 

 
(2)女性由来の多能性幹細胞は長期継代により X 染色体の不活性化が不完全になる。そこで女性

由来多能性幹細胞の長期継代を行なった。その長期継代した多能性幹細胞の性情や形態観察、

RNAseq による網羅的発現解析を行なった。特に長期継代により X 染色体に座位する遺伝子の

発現量の変化を検討した。 

 
(3)女性由来多能性幹細胞で長期継代により発現量が上昇した X 染色体上の遺伝子の免疫染色や

siRNA を用いたノックダウンによる機能解析を行なった。長期継代によって分化抵抗性を獲得

するメカニズムの解明を行い、治療目的に沿う細胞を選定できる分子マーカーの探索を行なっ

た。 
 

４．研究成果 

(1)既知の X 染色体の不活性化が不完全である RNAseq データによる網羅的発現解析により、

Xist 発現と連動する遺伝子群や X 染色体の不活性化から逸脱しやすい遺伝子群のスクリーニン

グを行った。Xist が低発現で高発現となる遺伝子群は Gene ontology解析から転写、翻訳、小

胞体、代謝の制御に関与することがわかった。また常染色体と X 染色体の遺伝子発現比である



X/A ratioを用いることで、X染色体の不活性化から逸脱しやすい遺伝子群(122個)を同定した。

Xist 遺伝子は X 染色体の中間部位に座位している。X 染色体の不活性化から逸脱しやすい遺伝

子群が X 染色体上のどこに位置するかを調べたところ、Xist 遺伝子から離れた染色体両端に多

く集まっていることがわかった。このことは Xist 遺伝子から距離が離れている遺伝子の方が、

不活性化から逸脱しやすいことを示唆している。また、この遺伝子群を用いて、無作為に集めた

300 以上の公開登録されている多能性幹細胞の RNAseqデータを解析した。その結果、30%以上の

女性由来多能性幹細胞で X 染色体の不活性化から逸脱が起きていることがわかった。このこと

から研究で用いられている女性由来多能性幹細胞では分化抵抗性を示すものが含まれている可

能性が示唆された。 

 

(2)多能性幹細胞の長期継代を行なった。長期継代した多能性幹細胞の見た目などは大きく変化

しておらず正常に継代できたと考えられた。その一方で、分裂速度が亢進していた(図 1)。その

長期継代を行った多能性幹細胞で RNAseq 解析を行なったところ、X 染色体上の遺伝子ではが

ん細胞などで細胞分裂に関与すると知られている遺伝子 A が継代により発現量の変動が一番大

きかった。また継代とともに、遺伝子 A が発現上昇していることが判明した(図 2)。このことか

ら、X 染色体の不活性化が不完全で分化抵抗性を示す多能性幹細胞は分裂速度が亢進している

ため、より品質の悪い細胞が広がることが推測された。 

 
(3)X 染色体上に座位する遺伝子 A は継代とともにその発現量を増加させていた。この遺伝子 A
を siRNA でノックダウンしたところ、有意に細胞数が減少した。このことから遺伝子 A は多能

製幹細胞の細胞分裂速度の亢進に関与していることが示唆された。また遺伝子 A は発生過程に

おいて神経に特異的な遺伝子の発現を負に制御する。そのため、X 染色体の不活性化が不完全な

分化抵抗性の多能性幹細胞においては遺伝子 A が発現量を増すことによって外胚葉へ分化抵抗

性を示している可能性がある。現在、多能性幹細胞の外胚葉分化における遺伝子 A の機能の解

析をしている。 
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図1. 継代毎のiPS細胞の数
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図2. 遺伝子Aの発現量
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図3. iPS細胞での遺伝子Aのノックダウン
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