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研究成果の概要（和文）： マウス繊維芽細胞に初期化因子を発現させiPS細胞を誘導する早期で発現する表面マーカー
としてSca1とCD34が同定された。興味深いことにSca1, CD34二重陽性細胞群は、iPS細胞へ初期化されることはほとん
どなく、無血清条件で増殖因子添加により10回程度まで継代可能でありスフィア形成能を維持していた。このスフィア
は、接着培養により自己拍動する心筋細胞へ効率的に分化した。さらに、免疫不全マウスへの移植実験と光イメージン
グにより腫瘍性増殖能に乏しいことも確認された。このように、Sca1, CD34二重陽性細胞群は、安全かつ効率的な心筋
再生のための新たな細胞ソースになると期待される。

研究成果の概要（英文）：Although induced pluripotent stem (iPS) cell-based cardiac regeneration therapy 
has been expected, safety, costs, and duration of iPS cell derivation are considered as barriers against 
the clinical application. To overcome these problems, we tried to modify the reprograming process, in 
order to create cardiac myocytes directly from fibroblasts rapidly and efficiently with few risks of 
tumorigenesis. Sca1+/CD34+ cells appeared in the early phase of four factor-mediated reprogramming of 
mouse embryonic fibroblasts. While these cells are not susceptible to iPS cell formation, they can be 
maintained during over 10 passages under a certain culture condition, and possess the ability to 
differentiate into cardiac myocytes. In addition, using bioluminescent imaging, these cells did not 
develop the teratoma formation after implantation into immune-deficient mice. Taken together, these cells 
could be a novel cell source for safe and efficient cardiac regeneration therapy.

研究分野： 幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 食生活の欧米化により肥満・糖尿病が急増
している。その最大の合併症は冠動脈硬化に
よる虚血性心不全で、重症化すると従来の薬
物療法に抵抗性を示し予後不良である。故に、
喪失した心筋細胞の再生は根本的な治療と
期待され、その一刻も早い臨床応用の実現は
社会的急務である。 
 これまで、無限の自己複製能と多分化能を
持つ多能性幹細胞が注目され、これらを増殖、
分化させ心筋細胞を作製し移植する方法が、
申請者を含む多くの研究者により試みられ
てきた。特に、人工多能性幹 (iPS) 細胞は、
樹立に伴う倫理的問題や免疫拒絶による移
植不全を解決し、再生療法の強力なツールと
して期待されている。しかし、低い樹立効率、
株間の質の不均一性、移植後腫瘍形成など実
用化にむけて克服すべき課題も多い。一方、
iPS 細胞を用いない新たな方法として、複数
の細胞特異的転写因子を繊維芽細胞に発現
させて、直接的に機能的な神経細胞や心筋細
胞を作成する報告がなされた。この方法では、
腫瘍形成の危険性は軽減されるが、転換効率
と増殖能が十分でないため、移植治療に必要
な細胞数の確保は容易でない。 
 
２．研究の目的 
先述のような背景のもと、申請者は、iPS

細胞の持つ弱点を克服し、多量の心筋細胞を
生み出す特定の細胞集団を初期化誘導過程
の中から同定する試みを着想し、これを可能
とする有用な表面マーカーを独自に見出し
た。本研究では、この細胞集団の特性解析を
通じて誘導条件を改良し、未分化 iPS 細胞を
樹立せずに十分量の安全な心筋細胞を効率
的かつ俊敏に作製する。その効果と安全性の
確認のため、光イメージング技術を利用して
心臓内移植細胞の挙動を生体で時空間的に
追跡し、次世代心臓再生療法の基盤構築を目
指す。 
 
３．研究の方法 
マウスおよびヒト繊維芽細胞に初期化因

子をウイルスベクターを用いて遺伝子導入
する。初期化誘導過程で出現する心筋細胞誘
導候補となる細胞群をセルソーターを用い
て選別し研究を施行した。 
(1) 細胞培養 

13.5 日マウス胎児から繊維芽細胞（MEFs）
を採取した。Oct4、Sox2、Klf4、cMyc の 4
因子をレトロウイルスを用いた遺伝子導入
により発現させ、導入２日目から ES 細胞の
培養条件にて iPS 細胞形成を誘導した。光イ
メージングの実験に用いた細胞は、全身にル
シフェラーゼを発現する 13.5 日マウス胎児
から採取した。 
(2) 遺伝子導入 
Package 細胞にレトロウイルス発現用のベ
クターを lipofection にて発現させ培養上清
を採取し、ポリブレン（8ug/ml, final）と共

に、目的の遺伝子に対するウイルス上清を混
ぜたものを繊維芽細胞に添加した。 
(3) 免疫染色 
セルソーティングしてから7日前後に、iPS

細胞の最も特異的なマーカー遺伝子である
Nanog に対する抗体を用いて ABC 法にて染
色を行った。Nanog 陽性細胞で形成されるコ
ロニーの数をカウントすることにより iPS細
胞形成効率（＝初期化効率）を評価した。誘
導 し た 心 筋 細 胞 に 対 し て は 、
alpha-sarcomeric actinin などに対する抗体
を用いた蛍光免疫染色により形態とマーカ
ー蛋白質の発現を評価した。 
(4) 遺伝子発現解析 

iPS 細胞誘導後、各時系列毎に RNA を採
取し遺伝子の発現を QPCR 法あるいは、
Microarray 法により解析した。 
(5) セルソーティング 

Sca1(Ly6A/E)、CD34 に対する抗体をそれ
ぞれ用いて 4 因子導入後 5 日目 に FACS 
Aria (BD biosciences)を用いて細胞選別を行
った。 
(6) 光イメージング 

IVIS imaging system を用いてルシフェラ
ーゼ陽性の移植細胞の増殖能を継時的に評
価した。ルシフェリンをマウス腹腔内へ投与
後、気化麻酔下にて発光を観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 初期化誘導過程における iPS 細胞形成効
率の高い細胞集団の解析 
初期化誘導過程で発現が変化する種々の

表面マーカーを検索した。この中から２つの
マーカーSca1 と CD34 を見いだし、その組み
合わせにより、初期化効率の高い群と低い群
を誘導早期で予測することに成功した。誘導
5 日目に、セルソーターで細胞選別を行い培
養を継続した。Nanog 陽性 iPS 細胞コロニー
数により初期化効率を評価したところ、Sca1, 
CD34 二重陰性細胞郡が最も高く、Sca1, CD34
二重陽性細胞郡が最も低かった。Sca1, CD34
二重陰性細胞群から樹立した iPS 細胞は多分
化能を示し、胚盤胞へ移植することでキメラ
マウスを形成した。 
 
(2) 初期化誘導過程における iPS 細胞形成効
率が低いが心筋細胞誘導能を示す細胞集団
の同定 
初期化誘導 5 日目に、セルソーターにより

細胞を選別し培養を継続したところ、Nanog
陽性 iPS 細胞コロニー出現効率が極めて低い
Sca1, CD34 二重陽性郡は、特定の培養条件下
で 10 回程度まで継代可能であり心筋前駆細
胞様のスフィア形成能を維持し、接着培養に
より自己拍動する心筋細胞へ分化すること
が確認された。さらに、自己拍動率や心筋前
駆細胞マーカー遺伝子発現により評価した
ところ、Sca1, CD34 二重陽性群が最も心筋分
化効率の高い前駆様細胞集団であることが
判明した。 



 
(3) 初期化誘導過程で出現する各細胞集団に
おける腫瘍形成能の評価。 
初期化誘導 5 日目に、セルソーターにより

細胞を選別し、免疫不全マウスへの移植実験
を行ったところ、Sca1, CD34 二重陰性群では、
高頻度に奇形腫が発症し、その腫瘍サイズも
他の細胞群と比べ有意に大きいことが判明
した。Sca1, CD34 二重陽性群由来の細胞は奇
形腫瘍の形成能に乏しい安全性の高い細胞
集団であることが示唆された。 
 
(4) 光イメージングを用いた安全性の検証 
最後に、生体リアルタイムイメージングに

より、移植細胞の運命を同一個体で時空間的
に追跡する目的で、全身にホタル発光酵素ル
シフェラーゼを発現するマウスから繊維芽
細胞を採取して初期化誘導を行った。Sca1, 
CD34 二重陽性群由来の細胞は Sca1, CD34 二
重陰性群と比べ、腫瘍性増殖を示さないこと
が確認された。 

 
以上の結果から、iPS 細胞誘導過程で出現

する、Sca1, CD34 二重陽性細胞群は、安全か
つ効率的な心筋再生のための新たな細胞ソ
ースになると期待される。 
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