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研究成果の概要（和文）：樹立過程でクローニングを行わず、最終分化させた時点で望まれる

細胞種に分化した iPS 細胞だけを取り出し、これを再度リプログラミングする手法を開発する
ことを目標に研究を行った。このような iPS細胞システムに必要な遺伝子ベクターの作成と、
血球分化系の整備を行った。ヒト iPS細胞から効率よく血球系前駆細胞と成熟血球細胞を分化
誘導する分化系を開発した。また、開発したベクターを iPS 細胞に導入し、相同組み替えクロ
ーンを回収中である。 
 
研究成果の概要（英文）：I set out to develop a novel technology that enables to derivate 
iPS cells which can differentiate into desired differentiated cell types without cell 
cloning during reprograming. I constructed gene vectors that is required for this system, 
and developed a novel hematopoietic cell differentiation system which can efficiently 
derivate immature hematopoietic precursors and mature hematopoietic cells. I introduced 
constructed vectors into iPS cells and recovering clones which have modified allele in 
AAVS1 site by homologous recombination. 
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１．研究開始当初の背景 
周知のように、疾患特異的 iPS 細胞は細胞

レベルで患者の病態を再現することが可能
なツールであり、創薬・病態解析への応用が
期待されている。特に、既知の遺伝性疾患に
対しては、その威力が最大限に発揮されるだ
ろう。 
疾患 iPS 細胞の応用として、病態解析や創

薬、がよくあげられるが、いずれにせよ、患
者さんの表現型を in vitro で忠実に再現す
ることが、まず肝要なことである。今後、疾
患 iPS 細胞の研究が進むと、数十人～数百人
規模の大きなコホートの患者群から iPS 細
胞を作り、対照群と比較するといった研究も

行われることが考えられる。しかしそれに要
する労力は膨大である。従来のように iPS 細
胞を樹立し、クローニングして、良い iPS 細
胞を選択し、その中から数クローン適切な分
化特性を持つものを選択するという実験を
多数の患者さんを対象に行うことは人的・時
間的資源を考慮すれば困難な場合があると
思われる。また、明確な遺伝子変異が存在し
ない患者さんから iPS 細胞を作り、病因解析
をする場合や、がん細胞から iPS 細胞を作成
する場合など、数百万～数千万個の細胞から
3 クローンだけを抽出して検討を行うと、
（例えば未知の体細胞モザイクがある場合
やがん幹細胞からの iPS 細胞作製を狙う場
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合など）重要な遺伝的・生物学的な特質をも
ったわずかな割合の細胞を見逃すことにな
る可能性がある。 
これらを解決し、クローニングを行う前に

適切な分化能をもった機能的なクローンを
取りもらしなく選ぶことができれば、iPS 細
胞を用いた疾患研究の対象が大幅に拡大で
きるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
樹立過程でクローニングを行わず、最終分

化させた時点で望まれる細胞種に分化した
iPS 細胞だけを取り出し、これを再度リプロ
グラミングする手法を開発する。 
 
３．研究の方法 
① ヒト ES/iPS 細胞を用いた、セカンダリ
iPS システムを確立する。 
② セカンダリ iPS システムを用いて、クロ
ーニングなしで iPS 細胞の培養を行う。 
③ 培養細胞を血球系細胞に分化させる。 
④ 血球系前駆細胞に分化した細胞だけをソ
ートして、そこから iPS 細胞を誘導する。 
⑤ 誘導した iPS 細胞の血球分化能を調べる。 
 
４．研究成果 
 
まず、血球分化系の整備を行った。血球分

化系の分化段階を詳細に解析する必要があ
るため、モデルとして、ヒト iPS細胞からヘ
マンギオブラスト、血球系前駆細胞を経て単
球、マクロファージ、樹状細胞へと分化する
系を新規に開発した。ベクターを導入した
iPS細胞をこの系で分化させ、セカンダリ iPS
細胞を各分化段階で作成していくこととし
た。 
また、セカンダリ iPS細胞システムに必要

なベクターの作成を行った。ヒトで薬剤誘導
性に山中 4因子を発現するベクターを作成し
た。続いて、このベクタを TALEN システムを
用いて AAVS1サイトへ導入すべく、新規 TALEN
ペアと相同組み替え用のコンストラクトを
作製した。TALEN ペアが良好に目的の部位を
切断することを確認した。現在このベクタを
iPSCに導入し、相同組み替えクローンを回収
中である。すでに幾つか同様の概念で iPS 細
胞を樹立している報告があるが、全てプライ
マリ細胞からの樹立に留まっているため、引
き続き相同組み替え iPS細胞をこの系で分化
させ、セカンダリ iPS細胞を各分化段階で作
成していく予定である。 
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