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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞の腫瘍化を防止するための品質評価は重要だが、未だ確立されていない。本研
究では、従来の評価基準により良質と判定された複数のヒトiPS細胞株を神経幹細胞へと分化誘導してNOD/SCIDマウス
へ移植し、ヒトiPS細胞によるグリオーマ様腫瘍形成のリスクを示した。株間の詳細な比較解析により、不完全にリプ
ログラミングされたヒトiPS細胞は、未分化状態ではなく分化誘導後にゲノム不安定化を示し、腫瘍化すると考えられ
た。また、この不完全なリプログラミングはヒトES細胞特異的遺伝子群やDNA修復遺伝子群の発現プロファイルによる
判別が可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Human-induced pluripotent stem cells (hiPSCs) hold great promise for regenerative 
medicine. Despite the importance in evaluating their quality for future cell therapy, there are no precise
 analyses for assessing abnormal differentiation and tumorigenicity. We demonstrated that pre-evaluated hi
PSC clones, established by retroviruses or integration-free episomal vectors, may exhibit glioma-like tumo
r formation by the transplantation of hiPSC-derived neural stem/progenitor cells into NOD/SCID mice. Notab
ly, the tumorigenicities were closely associated with incomplete reprogramming of hiPSCs, revealed by the 
expressions of newly identified human embryonic stem cell signature genes or DNA repair genes. This incomp
lete reprogramming resulted in genomic instability not in an undifferentiated state, but during neural dif
ferentiation. Moreover, cluster of DNA repair genes may provide a useful "scorecard" for easy and quick ev
aluation of the incomplete reprogramming of hiPSCs.
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１．研究開始当初の背景 
ES 細胞、iPS 細胞などの多能性幹細胞は、

様々な臓器組織を構成する体細胞を in vitro
で生み出せることから、これまで再生が難し
いと考えられてきた中枢神経系における神
経再生への応用や、神経発生メカニズムの解
析、神経疾患の病態解析、新規薬剤開発など
における in vitro モデルとしての応用が期
待されてきた。しかし、不完全なiPS細胞は、
分化異常や造腫瘍性を示すことがあり、神経
再生医療においては安全性を脅かし、また疾
患解析では間違った病態解析へと導いてし
まう可能性がある。したがって、iPS 細胞と
iPS 細胞由来分化細胞の品質評価は、iPS 細
胞を用いた応用研究の根幹をなす重要な問
題だが、現在までのところ、”良い iPS 細胞”
についてのコンセンサスは得られていない。 
本研究者らのこれまでの研究で、多種類の

体細胞ソースから樹立した複数のマウス iPS
細胞から神経幹細胞を誘導し、NOD/SCID マウ
スの脳へ移植したところ、一部の iPS 細胞株
では神経幹細胞への分化誘導後にも分化抵
抗性の未分化細胞が残存し、奇形腫を形成す
ることを見出した。さらに奇形腫形成能の違
いはiPS細胞樹立時に用いた体細胞の種類に
依存し、成体マウス皮膚由来線維芽細胞を用
いて樹立したiPS細胞から誘導した神経幹細
胞は、高率に奇形腫を形成することを明らか
にした(Miura et al., Nat. Biotech 2009)。
また、山中らのグループは癌遺伝子である
c-Myc を用いて樹立したマウス iPS 細胞を用
いて作成したキメラマウスは、c-Myc を用い
ないで作成したものに比べて腫瘍化のリス
クが高いことを示した(Nakagawa et al., Nat 
Biotech 2008)。 
一方、将来的な応用研究のためには、“良

いヒト iPS 細胞”がどのようなものかを知る
必要がある。本研究者は、これまでにヒト ES
細胞からニューロスフェアとして神経幹細
胞を誘導する方法を開発しており、従来の解
析により良質とされる複数のヒトiPS細胞株
から、ヒト ES 細胞と同様に、長期間継代培
養可能なニューロスフェアを誘導可能なこ
と、また電気生理学的に機能的なニューロン
を誘導できることを確認したが、一部の株は
分化異常を示したり、NOD/SCID マウスへの移
植後に造腫瘍性を示したりすることが明ら
かになった。これらの結果は、一見良質と思
われるヒトiPS細胞でも分化能の異常や造腫
瘍性を示す可能性があり、またマウス iPS 細
胞の場合とは異なる原因による腫瘍化を示
す可能性があることを示しており、ヒト iPS
細胞の厳密な品質評価と評価基準の構築が
必要であると考えられた。そこで、本研究で
は、ヒト iPS 細胞の神経分化能と、誘導した
神経幹細胞の造腫瘍性を評価し、ヒト iPS 細
胞の品質を規定する因子について解析する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト iPS 細胞由来神経幹細胞

の分化能や造腫瘍性の違い、グリオーマ産生
能に着目し、“良いヒト iPS 細胞”と“良さ
そうだが良くないヒト iPS 細胞”との違いか
ら“真に良いヒト iPS 細胞”の条件を明らか
にし、またヒト iPS 細胞由来神経幹細胞の腫
瘍化メカニズムに迫る。最終的には、“良い
ヒト iPS 細胞”の効率的な選択のための指標
を構築する。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト ES/iPS細胞から誘導した神経幹細胞
における残存未分化細胞の解析 
従来の解析により良質なヒトiPS細胞とし

て評価されている、レトロウイルスを用いて
樹立したヒト iPS 細胞 4 株(201B6, 201B7, 
253G1, 253G4)を用いて、これまでに開発し
た方法を用いて、ヒト ES 細胞から神経幹細
胞をニューロスフェアとして分化誘導する。
特にこれまでの解析において、神経幹細胞へ
の分化誘導効率の高いヒト iPS 細胞 3 株
(201B7, 253G1, 253G4)、およびヒト ES 細胞
(KhES1)から誘導した神経幹細胞において、
移植後の奇形腫形成の原因となり得る未分
化細胞の残存(Tra-1-60/Tra-1-81)について、
フローサイトメトリーにより検討する。併せ
て、神経系前駆細胞への分化誘導効率
(NCAM[CD56])についても解析する。 
(2)ヒト iPS 細胞の神経分化過程おけるレト
ロウイルス由来外来遺伝子の再活性化 
 iPS 細胞樹立時に用いたレトロウイルス由
来外来遺伝子の再活性化は、分化異常や造腫
瘍性に寄与し得る。そこで、各ヒト iPS 細胞
株の分化誘導に伴うレトロウイルス由来外
来遺伝子の発現変化を、定量的 RT-PCR 法を
用いて解析する。 
(3)NOD/SCID マウス脳への移植による分化能
および造腫瘍性評価 
 各ヒト ES/iPS 細胞由来神経幹細胞を
NOD/SCID マウス脳へ移植し、1，3，6ヶ月後
に、HE 染色、神経分化マーカー(Hu, GFAP, 
GST-, Nestin)、増殖マーカー(Ki67)、外来
遺伝子の発現(Oct4)について免疫染色を行
う。 
(4)NOD/SCID マウス精巣への移植による検討 
ヒト ES/iPS 細胞株由来神経幹細胞を、奇

形腫形成に感度の高い NOD/SCID マウス精巣
へ移植し、長期(3 ヶ月後)での残存未分化細
胞による奇形腫形成や、レトロウイルス由来
外来遺伝子の発現を解析する。 
(5)ヒト iPS 細胞由来神経幹細胞と患者由来
グリオーマ幹細胞(GDC： Glioma-derived 
cells)の比較 
各ヒト iPS細胞から誘導した神経幹細胞と

患者由来グリオーマ幹細胞(GDC, 3株)におけ
る遺伝子発現をマイクロアレイや定量的
RT-PCR などにより比較解析し、その異同につ
いて検討する。 
(6)各ヒト ES/iPS細胞間の遺伝子発現プロフ
ァイル解析 
 形態や未分化マーカーの発現などから良



質とされるヒト iPS 細胞では、マイクロアレ
イによる全遺伝子発現解析を行ってもヒト
ES 細胞と極めて類似しており、それによる正
確な品質評価は困難である。そこで、マイク
ロアレイによる遺伝子発現解析の結果をも
とに、腫瘍化するヒト iPS 細胞株としないヒ
トiPS細胞株の違いを検出するための遺伝子
群を同定する。またヒト ES 細胞の発現プロ
ファイルと比較することで、リプログラミン
グの完全性についても検討する。 
(7)ゲノム変異(Genome aberration)の解析 
 腫瘍の発生には、がん抑制遺伝子である
p53 などのゲノム異常の関与が知られている。
これまでの解析ではいずれのヒト ES/iPS 細
胞由来神経幹細胞でもp53の変異は認めなか
った。そこで、Agilent 180K CGH(comparative 
genomic hybridization)アレイを用いて、未
分化ヒト ES/iPS 細胞と分化誘導後の神経幹
細胞におけるゲノムコピー数異常を、ゲノム
ワイドに解析する。 
(8) integration-free iPS 細胞を用いた解析 
ゲノムに挿入されるレトロウイルスを用

いて樹立したヒト iPS 細胞では、外来遺伝子
の再活性化が造腫瘍性や分化異常の原因と
なることがある。そこで、そのようなリスク
がないと考えられる、ゲノムに挿入されない
エピゾーマルベクターを用いて樹立したヒ
トiPS細胞(epi-hiPSC)を用いた解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト ES/iPS細胞から誘導した神経幹細胞
における残存未分化細胞の解析 
どのヒト ES/iPS 細胞から誘導した神経幹

細胞においても、Tra-1-60 や Tra-1-81 陽性
の未分化細胞の残存は 0.1%以下であり、90%
以上が NCAM(CD56)陽性の神経系前駆細胞に
分化していたことから、本解析で用いたヒト
ES/iPS 細胞から誘導した神経幹細胞は、奇形
腫形成のリスクは低いと考えられた。 
 

(2)ヒト iPS 細胞の神経分化過程おけるレト
ロウイルス由来外来遺伝子の再活性化 
各ヒト iPS 細胞の未分化状態、および神経

幹細胞への分化誘導過程において定量的
RT-PCR 法を用いてレトロウイルス由来外来
遺伝子の発現を解析したところ、正常に分化
できなかった 201B6 と 253G4 では分化誘導と
ともに外来遺伝子の発現上昇(特に OCT4, 
KLF4)が見られた。一方、201B7、253G1 では
外来遺伝子の著しい再活性化は見られなか
った。神経幹細胞へと分化誘導後に著しい外
来遺伝子の発現上昇がみられた 253G4 は、腫
瘍化のリスクが高いと考えられた。 
 

(3)NOD/SCID マウス脳への移植による分化能
および造腫瘍性評価 
 高効率に神経幹細胞へと分化誘導可能

であった 3株のヒト iPS 細胞、およびヒト ES
細胞から誘導した神経幹細胞を免疫不全マ
ウス（NOD/SCID マウス）の脳に移植し、1,3,6

ヶ月後に組織学的解析を行ったところ、どの
株由来の神経幹細胞も in vivoにおいて神経
系の 3系統の細胞に分化した。しかし、移植
6ヶ月後には、253G4 由来および一部の 253G1
由来神経幹細胞は異常な増殖を示し、低悪性
度のグリオーマに類似した組織像を示した。
一方、201B7 由来神経幹細胞はそのような造
腫瘍性は示さなかった。どの株においても、
奇形腫の形成はみられなかった。また、253G4
由来神経幹細胞を移植したものでは高頻度
に、253G1 由来神経幹細胞を移植したもので
もごく一部の細胞においてレトロウイルス
由来 OCT4 の発現を認めた。また、それに相
応する形で Ki67 陽性の増殖性細胞がみられ
た。 
この解析結果から、今回解析したヒト iPS

細胞株では、分化誘導後の未分化細胞の残存
による奇形腫形成はみられず、異なるメカニ
ズムで腫瘍化するリスクがあること、レトロ
ウイルス由来外来遺伝子の再活性化は、グリ
オーマ様腫瘍の形成に寄与し得るが、特に
253G1 由来の腫瘍では、ごく一部の細胞のみ
においてレトロウイルス由来 OCT4 の発現を
認めたことから、レトロウイルス由来外来遺
伝子の発現だけでは全ての腫瘍化を説明し
得ないと考えられた。 
 

(4)NOD/SCID マウス精巣への移植による検討 
残存未分化細胞による奇形腫形成をより

高感度に検出するために、ヒト ES/iPS 細胞
由来神経幹細胞を免疫不全マウス(NOD/SCID
マウス)の精巣へ移植し、3ヶ月後に、組織学
的解析及び定量的 RT-PCR による解析を行っ
た。その結果、外来遺伝子が再活性化される
253G4 由来の神経幹細胞を移植した精巣は、
他の精巣に比べて有意に腫大し、また OCT4
を含むレトロウイルス由来外来遺伝子の発
現が約 30 倍に上昇した。253G1 由来神経幹細
胞を移植したものにおいても外来遺伝子の
発現上昇がみられたが、軽度であった。組織
学的解析では、253G4 由来のものも含めて、
どの株から誘導した神経幹細胞も奇形腫の
形成を示さなかったが、253G4 由来、および
253G1 由来神経幹細胞は、低悪性度のグリオ
ーマに類似した組織像を示した。これらの結
果は、脳へ移植したものとよく合致する結果
であった。 
 

(5)ヒト iPS 細胞由来神経幹細胞と患者由来
グリオーマ幹細胞(GDC： Glioma-derived 
cells)の比較 
 造腫瘍性を示したヒトiPS細胞由来神経幹
細胞と患者グリオーマ由来細胞から採取し
たRNAを用いてマイクロアレイによる比較解
析を行ったところ、発現プロファイル上の明
らかな相関関係はみられなかったが、いくつ
かの癌関連遺伝子において、共通の発現上昇、
あるいは発現低下がみられた。 
 
(6)各ヒト ES/iPS細胞間の遺伝子発現プロフ



ァイル解析 
通常のマイクロアレイ解析では、造腫瘍性

を示したヒト iPS 細胞と、示さないヒト iPS
細胞において、明らかな遺伝子発現プロファ
イルの違いを検出できなかったことから、ヒ
トES細胞(KhES1-3)と他の分化細胞の遺伝子
発現プロファイルを比較し、ヒト ES 細胞に
特異的に発現する遺伝子 1340 個を同定し、
これらの遺伝子について、各株間の発現プロ
ファイルの比較解析を行った。その結果、分
化も正常で腫瘍化も示さない201B7はヒトES
細胞の発現プロファイルとよく類似してい
たが、神経分化または腫瘍化の観点から異常
を示した 201B6、253G1、253G4 は、リプログ
ラミング前のヒト成人皮膚由来線維芽細胞
(HDF)の遺伝子発現パターンを多く残し、不
完全なリプログラミングが示唆された。また、
1340個ヒトES細胞特異的遺伝子群のなかで、
分化異常や造腫瘍性を示したヒトiPS細胞と、
造腫瘍性を示さないヒト iPS 細胞やヒト ES
細胞との間で発現量が有意に異なる遺伝子
を 169 個同定した。これらの遺伝子において
パスウェイ解析を行ったところ、癌関連遺伝
子やゲノム安定性に関わる遺伝子群の発現
が有意に異なることが明らかになった。さら
に、ゲノム修復に関わる 60 ないしは 17 遺伝
子の発現プロファイルにより、これら二つの
グループの細胞の違いを検出できることが
明らかになった。 
 

(7)ゲノム変異(Genome aberration)の解析 
グリオーマの発生には、ゲノム変異の影響

が知られている。さらに、上記発現プロファ
イル解析でゲノム安定性に関わる遺伝子群
の発現が有意に異なっていたことから、用い
たヒト ES/iPS 細胞の神経幹細胞への分化誘
導前後において、aCGH を用いたゲノムコピー
数異常についての解析を行った。その結果、
グリオーマ様腫瘍を形成した 253G1、253G4
では、未分化状態ではゲノム異常は見られな
いが、分化誘導によりゲノム変異が有意に増
加していた。一方、腫瘍化しない201B7では、
分化誘導の前後においてゲノム異常の増加
は見られなかった。 
これらの結果から、不完全にリプログラミ

ングされたヒト iPS 細胞は、分化誘導に伴う
ゲノム不安定化により、造腫瘍性を示す可能
性が示唆された(図)。 

(8) integration-free iPS 細胞を用いた解析 
ゲノムに挿入されないエピゾーマルベク

ターを用いて樹立したヒト iPS 細胞
(epi-hiPS 細胞:409B2, 414C2)から神経幹細
胞を誘導し、神経分化能と、精巣への移植に
よる造腫瘍性の解析を行ったところ、どちら
の株も高効率に神経幹細胞へと分化誘導で
きるものの、integration-free ヒト iPS 細
胞であっても、グリオーマ様の腫瘍を形成し
得ることが明らかになった。また、aCGH によ
るゲノム安定性評価では、どちらの epi-hiPS
細胞も、造腫瘍性を示したレトロウイルスに
より樹立されたヒトiPS細胞よりはごく軽度
であるものの、分化誘導に伴うゲノム不安定
化が検出された。さらに、先に述べた 60 な
いし 17 遺伝子の発現プロファイルから、こ
れらの epi-hiPS 細胞は、レトロウイルスに
より樹立されたヒトiPS細胞の解析において、
造腫瘍性を示したものと示さなかったもの
の中間に位置したことから、中等度のリプロ
グラミング状態であると考えられた。また、
この 60 ないし 17 遺伝子群は、リプログラミ
ング抵抗性遺伝子である可能性が、またその
遺伝子の発現プロファイル解析により、不完
全なリプログラミングを検出できる可能性
が示唆された。 
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