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研究成果の概要（和文）：体細胞がiPS細胞を含む多能性幹細胞に変化する現象が再プログラム化である。本研究では
、iPS細胞誘導とES細胞と体細胞の細胞融合技術により再プログラム化分子機構の解明を目指した。その結果、再プロ
グラム化における、Sox2,Nanog,Tet1,Tet2遺伝子の機能、X染色体の再活性化機構、iPS細胞のゲノム編集応用、グラン
ドステート培養条件におけるヒト／マウスiPS細胞の違いなどを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Reprogramming generates conversion of somatic cell into pluripotent stem cell. 
Molecular mechanisms of somatic reprogramming is explored by iPS cell induction and cell fusion between 
somatic and ES cells. Here, we demonstrated function of the Sox2, Nanog, Tet1, and Tet2 genes in 
reprogramming mechanisms, molecular events in X-chromosome reactivation in reprogramming of female 
somatic cells, applications of the technique of genome editing in iPS cells, differential response 
between human and mouse iPS cells to culture under the ground state.

研究分野：再生医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 平成 24年（2012年）当初、ヒト iPS細胞

樹立が報告されてから 5年経過し、様々な樹

立方法が報告されていた。一方で、体細胞が

iPS 細胞に再プログラム化される頻度が

1/100-1/1000と低い事から、再プログラム化

分子機構の解明は困難を極めていた。 

 マウス体細胞の再プログラム化では、再プ

ログラム化の各段階で発現するマーカー遺

伝子を目印に、再プログラム化途中の細胞を

FACSソーティングにより抽出して、遺伝子

発現解析が行われてきていた。 

 ヒトとマウス iPS細胞では、ヒト iPS細胞

がPrimed状態にあるのに対して、マウス iPS

細胞は Naïve状態にある。マウスはヒト iPS

細胞に比べて多能性が高く、より未分化な状

態にある。 

 ヒト体細胞の iPS細胞化の効率は、マウス

と比較して、10倍以上低いため分子機構の解

明は進んでいない。 

 
２．研究の目的 
 ヒト体細胞からiPS細胞へ一方通行の道筋

をたどる細胞株を樹立し、その結果を他の再

プログラム化誘導法である細胞融合と比較す

ることで共通のメカニズムを浮き彫りにする 

I)ヒト体細胞がiPS細胞に再プログラム化す

る過程をヒストン修飾の側面から明らかにす

る 

II)ヒト体細胞がiPS細胞に再プログラム化す

る過程を網羅的遺伝子発現から明らかにする 

III)再プログラム化分子機構の相違点を細

胞融合と iPS 細胞実験系で比較する。 

 
３．研究の方法 
I) ヒト体細胞から iPS 細胞への再プログラ

ム化中間状態にある間葉系幹細胞、iRS ( 

intermediately Reprogrammed Stem)細胞の

樹立 

① Oct4,Sox2,Klf4,c-Myc(OSKM)およびDsRed

遺伝子を導入し、iPS 細胞樹立過程でのコ

ロニーをクローニングする。DeRed(OSKM

活性状態)の間葉系細胞の細胞株（iRS 細

胞株）の樹立。 

 

②ヒト iRS細胞の高密度培養による iPS細胞

への（iRS-iPS 細胞）再プログラム化の再

開。iRS 細胞由来 iPS 細胞の特性解析 

II) ヒト iRS 細胞から iPS細胞への再プログ

ラム化に伴う遺伝子発現およびエピジェネ

ティクスの解析 

① iRS-iPS細胞への再プログラム化の各段階

の細胞の 1個の細胞から cDNA ライブラリ

ーを作製して、網羅的遺伝子発現を解析 

② iRS-iPS細胞への再プログラム化の各段階

の細胞をヒストン修飾特異的な抗体を用

いて免疫染色して、エピジェネティクス変

化を解析。 

 



III) ヒト iRS 細胞のゲノムエディティング

による、遺伝子改変 iPS 細胞の作製 

① CRISPR/Cas9 システムを応用して,ヒト

iRS 細胞の内在性 OCT4 の活性をレポータ

ー遺伝の GFP で可視化。 

②iRS-iPS 細胞への再プログラム化過程にお

ける内在性 OCT4 遺伝子の発現を解析。 

IV) iPS 細胞化と細胞融合による体細胞再プ

ログラム化の比較検討 

① 体細胞の iPS 細胞化と細胞融合再プログ

ラム化でのメチル化 DNA 関連遺伝子の機

能を解析。 

②体細胞のiPS細胞化と細胞融合再プログラ

ム化での不活性 X 染色体の再活性化を解

析。 

 
４．研究成果 

I) iRS 細胞株の樹立に成功 

① 低密密度細胞培養により、40 継代以上安

定に維持可能な細胞株を樹立。 

② iRS 細胞は高密度細胞培養により、iPS 細

胞への再プログラム化を再開する。iPS 細

胞化には MET (Mesenchyme-Epitherial- 

Transition)を経る。 

③ iRS-iPS 細胞再プログラム化では OSKM の

発現抑制、内在性 OCT4 の活性化が起こる。

iRS細胞由来iPS細胞は通常のiPS細胞と

同様の遺伝子発現および多能性特性をも

つ。 

II)iRS-iPS 細胞の再プログラム化における

遺伝子発現およびエピジェネティクス解析 

① 再プログラム化過程の単一細胞由来の

cDNA ライブラリーを作製し、遺伝子発現

チップ解析により、経日的遺伝子発現の変

化を明らかにした。 

② ほぼ同時に再プログラム化を再開する

iRS 細胞のヒストン修飾抗体により追跡

し、変化を明らかにした。 

 

III) ヒト iRS 細胞を用いたゲノムエディテ

ィング 

① iRS 細胞の内在性 OCT4 遺伝子の 5‘末端

に、CRISPR/Cas9 システムを用いて 2A-GFP

遺伝子を導入することに成功した。内在性

OCT4 の活性が生きた細胞で GFP 観察が可

能になった。 

② iRS-MET-iPS細胞再プログラム化の過程で、

内在性 OCT4 の活性化が MET に先んじて起

きることが明らかになった。MET 後のコロ

ニーで OCT4 の発現が一時的に不安定であ

ることが明らかになった。 

IV) iPS 細胞化と細胞融合での再プログラム

化の比較 

① 再プログラム化の DNA 脱メチル化におけ

る脱メチル化酵素Tet1及びTet2の機能を

明らかにした。 

② 再プログラム化における不活性 X 染色体

の再活性化の仕組みを明らかにした。 
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