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研究成果の概要（和文）：本研究は、移植医療に用いられる多能性幹細胞由来組織の腫瘍化をいかに低減するかを提示
するものである。我々の研究により、片親由来の単為発生胚由来ES（PgES）細胞は、正常胚由来ES細胞に比べて、分化
させて移植した後の腫瘍形成頻度が劇的に低下することが分かってきた。PgES細胞のDNAメチル化および遺伝子発現を
調べた結果、Snrpn遺伝子が腫瘍形成に関与していることが明らかとなった。今後は移植する細胞のDNAメチル化や発現
をプロファイリングすることで、より安全な移植医療を築くことができるだろう。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study is how reduce tumor formation after transplantation 
of ES/iPS-derived tissues. Our study has shown that parthenogenetic ES (PgES) cells are more suitable 
than normal diploid ES cells in the point of tumorigenesis after transplantation. Detailed analyses of 
DNA methylation and gene expression clarified that Snrpn gene causes tumor formation. Profiling of DNA 
methylation and gene expression before transplantation of ES/iPS-derived tissues will bring more safety 
transplantation therapy.

研究分野： 発生工学
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１．研究開始当初の背景 
 
多能性幹細胞を用いた移植医療は、現代の医
療において必要不可欠な技術である。しかし、
臓器移植を目的としたヒトES細胞の樹立は，
倫理面における問題が指摘される。また、iPS
細胞は倫理問題をクリアできるが、樹立には
レトロウイルスや強制発現ベクターなど外
来遺伝子が必要なことから安全面での実証
が必要である。一方，単独では個体発生でき
ない未受精卵に由来するため倫理問題が少
なく、樹立に外来遺伝子の導入も必要なく安
全な単為発生胚由来 ES(PgES)細胞はいずれ
の問題もクリアできる。申請者はこれまでに
PgES 細胞は、あらゆる組織に分化できるこ
とから（Horii et al., Stem Cells, 2008）、臓
器移植のツールとしての可能性を示唆して
きた (Horii & Hatada, 2011 Review)。また、
ES 細胞、iPS 細胞を利用した移植医療では、
分化させた細胞から高頻度に腫瘍が形成さ
れることが問題となっているのに対し、PgES
細胞は、腫瘍を形成しにくいという決定的利
点をもつことがわかってきた。これは、PgES
細胞が単為発生胚由来なのでインプリント
遺伝子のエピゲノムが ES 細胞、iPS 細胞な
どと比較して異なることが原因である。イン
プリント遺伝子は配偶子特異的に遺伝子修
飾され、精子由来アレルと卵子由来アレルと
では遺伝子の発現パターンが異なる。卵子由
来アレルにはもともと胎子の成長を暴走さ
せないようブレーキをかける役割があるた
め（Hernandez et al., PNAS, 2003）、単為発
生胚では腫瘍化という暴走が起きにくいの
だと考えられる。 
 

 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、PgES 細胞の腫瘍形成頻度の高い
株（高腫瘍形成株）と低い株（低腫瘍形成株）
とを比較することで腫瘍形成の原因となる
インプリント遺伝子を明らかにする。強制発
現もしくは抑制実験により本当にその遺伝
子が腫瘍の原因となるのか確認する。さらに、
その遺伝子のエピゲノムを事前に検査ある
いは制御することにより、分化させて移植し
ても腫瘍化しにくい安全な多能性幹細胞を

開発することを目的とする。特に、腫瘍形成
遺伝子の正体を明らかにすることにより、
PgES 細胞を使った移植医療の安全性を一層
高めたいと考えている。 
 
３．研究の方法 
 
PgES 細胞の樹立と分化後の腫瘍形成 

マウス未受精卵を人為的に活性化させるこ
とにより、単為発生胚を作製する。具体的に
は、PMSG および hCG 投与により過排卵処
理を行った雌マウスの卵管膨大部より未受
精卵を回収し、塩化ストロンチウムと極体放
出抑制のためサイトカラシン B を含んだ
M16 培地で６時間処理を行い人為的に活性
化させる。胚盤胞期まで培養を行った後、常
法によりES細胞を樹立する（Horii et al., Stem 
Cells, 2008）。これまでの研究から、ほとんど
の単為発生胚由来 ES(PgES)細胞は通常の
ES 細胞、iPS 細胞と比較して腫瘍を形成し
にくいが（低腫瘍形成株）、樹立時のエピゲ
ノムの変化により ES 細胞、iPS 細胞なみに
腫瘍を形成する細胞株（高腫瘍形成株）も得
られると考えられる。そこで複数樹立した
PgES 細胞を LIF 不含 ES 細胞用培地で十分
に（１２日間を予定）分化誘導させた後、ES
細胞と同系統のマウスの皮下に 1×106 細胞
ずつ注入し腫瘍形成能を検定する。 
 
原因遺伝子の同定 

PgES 細胞の高腫瘍形成株と低腫瘍形成株の
違いは腫瘍形成能を支配するインプリント
遺伝子のエピゲノムが ES 細胞、iPS 細胞と
異なるか同じであるかによると考えられる。
そこで COBRA および Bisulfite sequencing に
より高腫瘍形成株において共通したエピゲ
ノム変化を明らかにする。また、メチル化の
違いは遺伝子発現に影響を与えていると考
えられるので、定量的に遺伝子発現量を測定
する（qReal-time RT-PCR）。 
 

原因遺伝子の発現制御による腫瘍形成確認 

網羅的エピゲノム解析により明らかとなっ
たインプリント遺伝子を腫瘍形成の見られ
なかった ES 細胞株に強制発現あるいは
siRNA の導入により腫瘍形成能が変化する
か検討する。強制発現については、発現ベク
ター（pCAG vector）により行う。発現阻害
については、正常２倍体 ES 細胞を用いて
CRISPR/Cas 法により KO 株を樹立する。
KO細胞株自体およびKO細胞株由来のMEF
を作製し、増殖速度を調べる。また、ES 細
胞株を１２日間の分化誘導の後、1×106細胞
ずつマウスの皮下に注入する。１ヶ月後、腫
瘍形成頻度の違い、および腫瘍の良性／悪性
の有無を確認する。 
 
４．研究成果 
 



PgES 細胞の樹立と分化後の腫瘍形成 
PgES細胞の樹立と分化後の腫瘍形成実験を行
った。マウス未受精卵を人為的に活性化させ
ることにより、単為発生胚よりES細胞（PgES）
を複数樹立した。樹立したPgES細胞をLIF不含
ES細胞用培地で十分に（１２日間）分化誘導
させた後、ES細胞と同系統のマウスの皮下に1
×10の６乗細胞ずつ注入し、一ヶ月後に腫瘍
形成能を検定した。コントロールとして、正
常胚由来のES細胞でも腫瘍形成実験を行った
が、多くのPgES細胞由来組織では腫瘍が出来
にくいことが分かった。 

 

原因遺伝子の同定 

次に、PgES細胞の高腫瘍形成株と低腫瘍形成
株を用いてインプリント遺伝子のDNAメチル
化および発現解析を行った。メチル化解析を
COBRA およびBisulfite sequencingにより行
ったところ、高腫瘍形成株ではSnrpn, Peg1, 
p57kip2などの母方アレルで高メチル化され
る遺伝子において脱メチル化が見られた。ま
た、遺伝子発現をreal-time RT-PCRにより調
べたところ、本来ほとんど発現していないこ
れらの遺伝子の発現が高腫瘍形成株では上昇
していた。特にSnrpnの相関が高かったため、
本遺伝子について詳しく解析することにした。 
 
原因遺伝子の発現制御による腫瘍形成確認 
まず、pCAG vectorを用いたSnrpn強制発現細
胞株の樹立を試みた。PgES細胞２ライン
（PgES#1およびPgES#2）を用いてSnrpn強制発
現細胞株を樹立した。これらを分化誘導後、
マウス皮下に移植し、一ヶ月後に腫瘍形成を
確認した。PGES#1では、コントロールと有為
な差はみられなかったが、PgES#2ではSnrpn
を発現させることで腫瘍形成率が約３倍に増
加した。 
次に、CRISPR/Cas法によりSnrpn-KO ES細胞株
を樹立した。未分化状態ではコントロールと
KO間で増殖速度の差は見られなかったが、こ
れらのES細胞を用いてキメラ個体を作製し、
それらから樹立したマウス胎仔繊維芽細胞
（MEF）では、Snrpn-KO細胞で顕著な増殖速度
の減少が見られた。腫瘍形成実験では、
Snrpn-KO由来細胞で腫瘍形成の低下が見られ
るが、まだ試行回数が少ないため、現在さら
なる追試実験を行っている。 
 
以上より、Snrpn遺伝子はES/iPS細胞移植後の
腫瘍形成に関与していることが示唆された。
また、Snrpnを始めとするインプリント遺伝子
の脱メチル化があまり生じていない細胞株を
スクリーニングすることで、移植しても腫瘍
形成しにくい細胞株を得られることが示唆さ
れた。 
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