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研究成果の概要（和文）：本研究ではノックインiPS細胞を作製するためのiPS細胞培養のフィーダーフリー化、トラン
スフェクション条件の検討を実施し、最適な条件を決定した。次にヒトiPS細胞で恒常的に蛍光タンパク質を発現するi
PS細胞を複数樹立し、分化誘導後も発現が維持されることを確認した。さらに、分化マーカーに対するノックイン細胞
を樹立し、当初予定していた肝分化状態を可視化可能なノックインiPS細胞の樹立に成功した。今後作製した細胞を用
いてiPSC肝芽のより最適な作製時期の評価などに使用出来ると期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluated feeder-free iPS cell culture condition for producing 
a knock- iPS cells, and evaluated optimal transfection conditions.Next, we established the knock-in iPS 
cells constitutively express a fluorescent protein. It was confirmed that the knock-in iPS cell clone 
expressed fluorescent protein even after differentiation induction. Furthermore, we succeeded to 
establish a knock-in iPS cells targeted for the hepatic differentiation marker gene. The established iPS 
cell could be useful to determine the optimal timing of hepatic cells for producing IPSC-liver bud toward 
clinical applications.

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： 再生医療　細胞・組織
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来、再生医療応用へ向けた期待が高まってい
る。こうした背景から、
な細胞へ分化誘導するための研究は世界的
に競争が激化している。
ヒト iPS
と、内皮細胞、間葉系細胞を最適な比率で混
ぜ合わせることで、肝臓の基となる
織(ヒト
創出することに成功した
のことから立体臓器創出に最適なヒト
来細胞の機能検証を実施できるのは応募者
のみであり、ノックイン
体臓器創出に最適なヒト
かにすることは再生医療実現化へ向けた次
のブレイクスルーのために必須の研究課題
である。しかしながら、ノックイン
を作製
ム編集は、チャレンジングな試みである。
 
２．研究の目的
 本研究では効率よい
目指し、ノックイン
よる肝内胚葉細胞マーカーの特定を試みる。
 ヒト細胞、特にヒト
ンは極めて効率が悪いことが知られている。
ヒト iPS
現する
胞特異的なマーカー遺伝子に蛍光レポータ
ータンパク質を発現する、蛍光遺伝子ノック
インヒト
胞をより分けるための強力なツールとなり
得る独創性が高く挑戦的な研究課題である。
 
３．研
 複数のヒト
よる蛍光タンパク質発現遺伝子のノックイ
ンを実施した。また、
た組み換え効率と
の比較も行った。組み
iPS 細胞から分化誘導した細胞まで恒常的に
遺伝子発現が可能な
み換えの
遺伝子発現解析などによって抽出した分化
マーカー遺伝子を対象とした。組み換え体の
選別はピューロマイシン耐性遺伝子をベク
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取得した
蛍光タンパク質の発現を確認したところ、
の前後より発現が見られ、成熟肝細胞
分化するにつれ発現強度が増すと共に、発現
細胞が増加した。この結果は
伝子発現を適確に反映している。
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上、本研究では当初予定していた肝分化状
態を可視化可能なノックイン
に成功した。今後作製した細胞を用いて
肝芽のより最適な
用出来ると期待される。また、
については世界的に様々な改良が施されて
おり、今後ノックイン
には今一度
検討することが望ましいと考えられる。
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