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研究成果の概要（和文）： 再生医療において、iPS細胞は細胞源として期待されているが、分化誘導法も品質評価法も
いまだ確立されていない。そこで本研究では、再生を目指す組織・臓器の凍結切片上でiPS細胞を培養することで簡便
な分化誘導法および品質評価法の確立を目指した。マウスの肝臓、脳、脊髄の凍結切片上にて数種のヒト体細胞由来iP
S細胞を培養したところ、肝臓凍結切片上培養群では肝細胞関連分子の、脳・脊髄凍結切片上培養群では神経系細胞関
連分子の遺伝子およびタンパク質の発現を有意に認めた。またこれらの誘導効率には各種iPS細胞間での差が認められ
たことから、分化誘導法として有効でありかつ品質評価法にも有効であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：iPSCs themselves have some problems that need to be overcome.  Briefly, a simple a
nd efficient method has been expected for the induction the differentiation and the evaluation of quality 
of iPSCs.  In this study, we hypothesized that it is possible to induce the controlled differentiation of 
iPSCs by culturing on frozen sections of every tissue/organ which have the most suitable microenvironment 
for the induction.  As a result, iPSCs which were cultured on liver expressed mRNA and protein for hepatoc
yte related markers, and iPSCs which were cultured on brain/spinal cord expressed mRNA and protein for neu
ron related markers, respectively.  Moreover, the differentiation efficiency of iPSCs on frozen sections c
ould be different among clones of iPSCs.  Judging from these facts, the induction method of human iPSCs us
ing frozen sections could be useful as a simple and effective measure for inducing the differentiation of 
iPSCs and evaluating the potential and/or quality of iPSCs.
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１．研究開始当初の背景 
失われた組織や臓器に対する再生医療は現
在最も臨床応用が望まれる研究分野の一つ
であり、なかでも倫理的問題がなく、ES細胞
に匹敵する多能性を有するiPS細胞には大き
な期待が寄せられている。ヒト iPS 細胞樹立
の発表から約 3年、実用化へ向け世界各地で
競争的資金が多額に投入され、各国が協力・
競争し、日進月歩で研究は進んでいる。iPS
細胞は、難病の原因究明、治療法の開発を目
指した疾患研究、医薬品の安全性試験などへ
の利用、細胞製剤の開発などの創薬研究、神
経や血液、組織や臓器の機能の修復や再生を
目指した再生医療などへの応用が期待され
ているが、実用化に向けては解決すべき課題
が多数ある。これまでに、日本を含めた世界
各地で有効な分化方法の確立を目指し、その
結果が報告されている。ヒト iPS 細胞から造
血系細胞及び血管内皮細胞を分化誘導した
という報告（Chio et al. Stem Cells, 2009）、
心筋を分化誘導したという報告（Zhang et al. 
Circulation Research, 2009）、運動ニュー
ロ ン を 分 化 誘 導 し た と い う 報 告
（Karumbayaram et al. Stem Cells, 2009）、
様々な神経系細胞を分化誘導したという報
告（Chambers et al. Nat Biotechnol, 2009）、
網膜色素上皮と視細胞を分化誘導したとい
う報告（Hirami et al. Neurosci Lett, 2009）、
マウスiPS細胞から樹状細胞およびマクロフ
ァージを分化誘導したという報告（Senju et 
al. Stem Cells, 2009）、iPS 細胞から膵臓
インスリン産生細胞を分化誘導したという
報告（Zhang et al. Cell Res, 2009）など
があげられ、分化誘導法の検討についてめざ
ましい進歩が認められる。しかしながら、こ
れら分化誘導法の確立には多くの増殖・分化
因子を用いた検索が不可欠であり、複雑かつ
膨大な各種因子の相互作用により細胞から
組織・臓器が分化していく生体内環境を明ら
かにすることはきわめて困難である。さらに
分化誘導を目指す細胞によっては、未知の蛋
白質の解析が必要となる場合も考えられ、そ
の選択・同定には限界もある。また、現在ま
で、世界各地で様々な方法で様々な細胞を源
として iPS 細胞が樹立されているが、その品
質評価法に確立したものはない。同一細胞か
ら樹立した iPS 細胞でも、その樹立法や増殖
法が違うと分化誘導能に対する反応に差が
あったり、同時に樹立し、シングルコロニー
から分離培養した iPS 細胞でも、増殖の過程
で各クローン間に分化誘導能に対する反応
に差があったり、さらに、同一コロニー間で
もコロニーの中央部と辺縁部の細胞で性格
に差があることなどが分ってきている。実際
iPS 細胞は同じ性質や能力を持つわけではな
いことが明らかとなっており、同じ体細胞か

ら同じ方法で樹立したiPS細胞も個々のクロ
ーン毎にさまざまな機能細胞への分化のし
やすさに違いがある。つまり品質が安定して
おらず、これらの iPS 細胞を生体に臨床応用
するためにはその質の評価が必要であるが、
その方法はいまだ確立されていない。今後
iPS 細胞研究を加速するためには、世界中の
何処の研究室においても同等の品質を保持
するiPS細胞を効率よく作製する必要がある。
そのためには培養法、作成法、分化方法、保
存法、管理法についての世界的な標準化が必
要であり、樹立された iPS 細胞を評価する方
法と基準についても検討が必要である。 
そこで本研究では分化誘導因子を実際に

再生を目指す組織・臓器に求めることで、iPS
細胞の効率的な分化誘導を目指すとともに、
その評価法を確立し、さらに困難な因子の同
定を効率的かつ簡便に行えるのではないか
というまったく新たな方法の確立を試みた。  
 

２．研究の目的 
現在めざましい進歩を続けるiPS細胞研究

であるが、効率的で確実な分化誘導法の確立
と樹立された iPS 細胞の質の評価法の確立
は最も解決が待たれる問題点である。そこで
本研究では、実際に再生を目指す組織・臓器
の凍結切片上で iPS 細胞を培養することで、
それぞれの組織・臓器の機能細胞に最適な細
胞外基質と分化因子を効率的かつ確実に iPS
細胞に作用させることができる新たなiPS細
胞の分化誘導法を確立するとともに、この方
法を用いて、iPS 細胞クローン毎の分化能の
違いを明らかにし、さまざまな組織・臓器の
再生に利用できる最適なクローンの選別を
検証することにより、新たな iPS 細胞の質の
評価法の確立を目指す研究である。 
 

３．研究の方法 
本研究では年齢・性別を問わず、外観を損

ねることなく簡単に採取可能で、採取部位の
創傷治癒が早く瘢痕がのこらず、何度でも採
取可能であるというメリットのある口腔粘
膜より iPS 細胞を作製、使用した。 
(1)ヒト口腔粘膜由来 iPS 細胞を再生を目

指す組織・臓器の上で培養し、直接的に各種
増殖・分化因子を作用させ、効率的かつ確実
に分化させるという新たな分化誘導法の確
立の検討、(2)誘導後 iPS 細胞に対する分化
誘導効率の検討とその分子細胞生物学的検
討、(3)分化誘導に対する iPS 細胞それぞれ
のコロニー間での差を比較検討し、その性格
を分子細胞生物学的に詳細に検討すること
により新たなiPS細胞評価法の確立の検討を
おこなうことで、新たな評価法が確立できる
か検討する。 
 



４．研究成果 
雄性 6 週齢 ICR マウスより摘出した肝臓、

脳、脊髄の凍結切片上にてヒト体細胞由来
iPS 細胞を 9日間培養した。 
 
 
 

 
 
その結果、培養期間中に細胞形態の変化が

認められた。コントロール群では拡がった
iPS 細胞が、様々な形態を呈し統一性が認め
られないのに対し、肝臓群では比較的大型で
多角形の形態を呈する細胞が認められ、脳群、
脊髄群では複数の細長い突起を有する神経
細胞様形態を呈する細胞を多数認めた。 
 

 
そこで これらの細胞の遺伝子発現を RT－

PCR 法を用いて検討したところ、コントロー
ル群では、未分化細胞マーカーといくつかの
肝細胞、神経系細胞マーカーの発現が認めら
た。 肝臓群では未分化細胞マーカーは消失
し、神経系細胞への分化が抑制され、 一方
肝細胞への分化は維持されていた。 脳群、
脊髄群では肝臓群の場合と同様に、未分化細
胞マーカーの発現が消失し、肝臓群の場合と
は逆に肝細胞への分化が抑制され、神経系細
胞への分化は維持されていた。  
 

さらに免疫細胞化学的手法を用いて、肝細
胞、神経系細胞マーカーのタンパク質発現を
確認した。また、その結果より全有核細胞数
に対する陽性細胞数を測定し、分化誘導効率
の差を評価した。その結果、コントロール群
では肝細胞、神経系細胞マーカーともに陽性
細胞率が低いのに対し、肝臓群では、肝細胞
マーカーの陽性細胞率が有意に高く、また脳
群、脊髄群では神経系細胞マーカーの陽性細
胞率が有意に高く認められた。  
 

 

 
以上の結果より、本法による iPS 細胞の肝

細胞、神経細胞への分化誘導が可能であるこ
とが示唆された。 
さらに、異なる体細胞由来の iPS 細胞や異

なる樹立方法のiPS細胞を用いて本誘導法を
行い、同様に陽性細胞数の割合について検討
した。その結果、全てのiPS細胞株において、 
肝臓群では肝細胞マーカーの陽性細胞率が
有意に高く、 また脳群、脊髄群では神経系
細胞マーカーの陽性細胞率が有意に高く認 
められた。  

 
このことから、本誘導法により普遍的に

iPS 細胞を高率に分化誘導できることが示唆
された。また、それぞれの iPS 細胞株におい
て陽性細胞率に差を認めたことから、iPS 細
胞の品質評価法としても有用である可能性
が示唆された。本誘導法は、新たな視点に立
った簡便なiPS細胞の分化誘導法であると考



えられる。さらに本誘導法を応用することに
よりiPS細胞の未分化状態や分化誘導刺激に
対する反応性の差を評価することも可能で
あると考えられた。 
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