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研究成果の概要（和文）：多能性幹細胞(PSC)は全成体細胞に寄与する能力を保持しつつ、無限増殖も可能な細
胞である。本研究ではin vivoにおける多能性細胞の挙動を模倣することで、ヒトPSCに見られる分化偏向性を排
した、新規培養系の確立を試みた。目的のin vivo多能性細胞は着床直後に相当するため、scRNA-seqを用いたカ
ニクイザル着床胚の形質解析とカニクイザルPSCを用いた培養条件の検討、そしてヒトPSCでの再現を目指した。
この過程において、これまで不安定であったサルPSCの新規培養系の確立に至るとともに、意外にもscRNA-seq解
析における普遍的な障壁を発見し、さらに解決策を見出した。

研究成果の概要（英文）：Pluripotent stem cells (PSCs) are cells that can proliferate indefinitely 
while retaining the ability to contribute to whole adult cells. In this study, we attempted to 
establish a new culture system that eliminates the differentiation bias seen in human PSCs by 
mimicking the environment in vivo. Since the target in vivo pluripotent cells correspond immediately
 after implantation, we aimed to analyze the traits of cynomolgus monkey implantation embryos using 
scRNA-seq, examine the culture conditions using the monkey PSC, and reproduce them in human PSC. In 
this process, we have established a new robust and stable culture system for monkey PSC, which has 
been unstable, and surprisingly discovered a universal problem in scRNA-seq analysis, and found a 
solution.

研究分野： 発生、幹細胞生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ヒトiPSCが樹立されて以来、モデル動物としての非ヒト霊長類が見直されてきている。また、霊長類に関わら
ず昨今の分子生物学ではscRNA-seqを筆頭に単一細胞レベルの研究領域に突入している。これらの状況を鑑みる
と本研究成果はこれからの時代の基礎となる知見や技術になり、学術的意義は高いと考える。今後本研究の成果
をもとに有意義な研究を展開していきたい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 胚性幹細胞(Embryonic stem cell; ESC)や人工多能性幹細胞(induced pluripotent stem cell; 

iPSC)を含む多能性幹細胞(Pluripotent stem cells; PSC)は、三胚葉への分化能を有したまま無

限に増殖する能力を持つ。初めてヒト iPSC が樹立されて以来(Takahashi et al., 2007, Cell)、

目覚ましい発展により加齢黄斑変性をはじめ臨床研究や治験が開始されるほどになった。

しかし、未だ真の応用には大きな障壁がいくつもあり、そのうちの一つが使用株の選定であ

る。ヒト PSC では、同じ遺伝的背景を持っていても株間における分化誘導時の効率に大き

な違いがみられる(Kajiwara et al., 2012, PNAS; Nishizawa et al., 2016, CellStemCell; Yokobayashi 

et al., 2017, B.O.R.)。これを分化偏向性という。この問題の回避策として、相当数の iPSC 株

を樹立後、分化誘導実験により選別を行い適切な株を使用するといった方法が考えられて

いるが、この方法では選別やその後のストック保持に莫大な労力と時間がかかる。結果とし

て、大きな能力を秘めるヒト PSC の応用範囲を狭める恐れがあった。 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、カニクイザルをモデルに in vivo の胚発生を調べるとともに、in vivo の

状況を模倣することでカニクイザル/ヒト PSC における分化偏向性を排した新規の培養法の

開発を目標とした。特に既存の培養条件では霊長類 PSC は Primed 型と呼ばれる原腸陥入

中期-後期に当たる EPI と相同な形質を有していることから、より早期、原腸陥入前の EPI

と相同な状態の再現を目指した。 

３．研究の方法 

 申請者はこれまで、申請者は非ヒト霊長類であるカニクイザル(Macaca fascicularis)の着床

前後胚を解析し、ヒト/サル PSC がサル原腸陥入中期の EPI に相当することをすでに見出し

ていた(Nakamura et al., 2016, Nature; Nakamura et al., 2017, Sci. Data)。これらを踏まえ、本研

究では具体的には以下の３つの項目について検討を進めた。 

① 既存の In vivo における scRNA-seq データを再解析するとともに、新たにより早期の着
床胚よりデータを取得し原腸陥入前 EPI の遺伝子発現状態を調べた。そして、下記に記
すレポーターPSC 作出に使う、原腸陥入期状態を示唆する最適な遺伝子を探索した。 

② 安定な Primed 型カニクイザル PSC の培養系確立と、レポーターカニクイザル PSC の
作出を目指した。これまでのカニクイザル PSC 培養系は最適化が不十分であり不安定
であり、細胞株のクローン化が難しくレポーター作成が非常に困難であった。これを解
決するため、まず Primed 型カニクイザル PSC の培養系改良を行い、そののちに原腸陥
入期 EPI の状態を示すレポーターPSC の確立を目指した。 

③ In vivo の情報とレポーターPSC を用いて、原腸陥入前と相同なカニクイザル/ヒト PSC

の培養系確立を目指した。In vivo において関連するサイトカインや成長因子を中心に
条件を検討した。その際、独自で開発した低コストな RNA-seq 法 SC3-seq(Nakamura et 

al., 2015, N.A.R.)を用いた transcriptome レベルでの検証を行った。  

４．研究成果 

 まず現状の Primed 型カニクイザルの培養条件改良の検討を行い、新たな安定培養培地



AITS(AlbuMax, Insuline-Transferrin-Serenite)の開発に成功した。これによりクローン化が容易

になっただけでなく、従来法では維持困難であった株も安定的に培養可能になり、さらに

100 倍以上に増殖が可能になった(図１A, B、Sakai*, Nakamura* et al., 2019, B.O.R.)。そしてこ

の方法を用いて、原腸陥入前期特異的なレポーターPSC の樹立に成功した（Nakamura et al, 

未発表）。またヒトではより安定な glutamine 二量体(GlutaMax, Thermo Scientific)の代謝が可

能だが、カニクイザル PSC は不可能であることも見出した(Sakai*, Nakamura* et al., 2019, 

B.O.R.)。さらにこの培養系を使うことで、サル始原生殖細胞様細胞(Primordial germ cell-like 

cells: PGCLCs)の誘導系も樹立し、ヒト PGCLCs や in vivo における PGC と相同な細胞が得

られることを報告した(図１C, D、Sakai*, Nakamura* et al., 2019, B.O.R.)。分化偏向性の影響に

よりヒト PGCLC 誘導においても誘導効率に株間の大きな差がみられることが知られてお

り、カニクイザル PGCLC 誘導においても全く誘導できない株が見られたが、AITS 培養法

の確立により様々な PSC 株の検討が可能になり、適切なカニクイザル PGCLC 誘導に至る

ことができた(図１、Sakai*, Nakamura* et al., 2019, B.O.R.)。 

  

In vivo における遺伝子発現状態を調べるにあたり、まず既存のデータを用いた再解析を

行った。その際、いくつかの主要マーカーの発現から期待される形に、細胞がクラスタリン

グされない事象が見られた。原腸陥入前状態の正しい情報を得るにはこれらの問題を解決

する必要があるため、純粋数学者らと数学的なメカニズムから共同研究を行ったところ、

scRNA-seq には“次元の呪い”という数理解析上の問題が生じていることを見出した(Imoto*, 

Nakamura* et al, 投稿中)。次元の呪いとは、様々な観測ノイズが高次元空間において蓄積さ

れることで、サンプル間の関係性を正しく描写することができなくなる現象であり、これに

より大きなサンプリングノイズを包含する scRNA-seq ではクラスタリングに支障をきたす。



この問題に対し我々は、新たな数理解析的ノイズ除去法である RECODE (Resolution of curse 

of dimensionality)を開発した(図 2、Imoto*, Nakamura* et al, 投稿中)。これにより、scRNA-seq

に内包されるノイズが除去され、各遺伝子の真の値を抽出できるようになった(図 2A, B)。

さらにクラスタリングにおける問題も解消され真のデータ構造抽出が可能になり、数千細

胞の中から数個しかない希少細胞種の同定も可能になることを示すとともに、これまで

transcriptome 情報が同定できていなかったマウス胚の種々の細胞種を同定することに成功

した(図 2C、Imoto*, Nakamura* et al, 投稿中)。 

 

ヒト iPSC が樹立されて以来、モデル動物としての非ヒト霊長類が見直されてきた。また、

霊長類に関わらず昨今の分子生物学では scRNA-seq を筆頭に単一細胞レベルの研究領域に

突入している。これらの状況を鑑みると本研究成果はこれからの時代の基盤となる知見や

技術になり、学術的意義は高いと考える。現在まで、本研究の当初の目標である分化配向性

の解消までは残念ながら至っていないが、サル PGCLC 誘導法の確立やノイズ削減法

RECODE の開発など付随して得られたこれまでの成果をもとに、さらなる検討を重ね目標

達成を目指す。 
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