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研究成果の概要（和文）： 
 iPS 細胞を用いた再生医療の実現のためには、様々な年齢及び遺伝的バックグラウンドを持
つ患者から効率よく iPS 細胞を樹立することが求められる。我々は成体マウス間葉系幹細胞
（MSCs）を細胞源として iPS細胞を作製したところ、すでに分化した骨前駆細胞（OP）や尾
線維芽細胞（TTF）を用いた場合と比較して、高効率に ES細胞と同等の性質を持つ iPS細胞
が樹立できた。以上のことから、成体組織であってもMSCsから iPS細胞を樹立すれば、質の
良い iPS細胞を効率よく作製できることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Although iPS cells could be generated from most somatic cells, the poor efficiency of 
cell reprogramming and the uneven quality of iPS cells are still important problems. Here, 
we generated iPS cells from adult mouse mesenchymal stem cells (MSCs), osteo-progenitors 
(OP cells) and Tail Tip Fibroblasts (TTFs), and compared the induction efficiency and 
quality of individual iPS clones. MSCs had a higher reprogramming efficiency compared 
with OP cells and TTFs. The iPS cells induced from MSCs appeared to be the closest 
equivalent to ES cells. Our findings suggest that a purified source of undifferentiated 
cells from adult tissue can produce high-quality iPS cells. In this context, prospectively 
enriched MSCs are a promising candidate for the efficient generation of high-quality iPS 
cells. 
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１．研究開始当初の背景 

iPS 細胞を用いた再生医療の実現のために
は、様々な年齢及び遺伝的バックグラウンド
を持つ患者から効率よく iPS細胞を樹立する
ことが求められる。これまでに様々な細胞か
ら iPS細胞が樹立されてきたが、マウス及び
ヒトにおいて高効率に iPS細胞を樹立できる
のは、胎児の細胞を用いた場合が主流であっ

た。また、iPS 細胞の樹立効率は低く、元と
なった細胞が均一でない細胞集団から樹立
されていることが多いため、実際にどのよう
な性質の細胞が iPS細胞に誘導されているか
は不明であった。 
これらのことから細胞集団中にごく少量

含まれる体性幹細胞が、遺伝子導入により優
先的に多分化能を獲得するという可能性が
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十分に考えられ、このような体性幹細胞を純
化し、そこから iPS細胞を樹立することによ
って成体から効率よく質の良い iPS細胞が樹
立できるのではないかと考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が高度に純化することに
成功したマウス骨髄間葉系幹細胞（MSCs）
を用いて iPS細胞を樹立することにより、成
体マウスから高品質な iPS細胞を高効率かつ
安全性の高い手法で樹立すること、さらに未
分化状態を維持した体性幹細胞の方が分化
した細胞より初期化しやすいという可能性
の検証を行うことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 

(1)4因子および3因子を導入した成体MSCs、
OP、TTF由来iPS細胞の樹立効率と多分化能
評価 
①iPS細胞の樹立 
実験には、細胞が多分化能を獲得した時、
GFPが発現するとともにピューロマイシンで
セレクションをかけられるNanog-GFP-IRES 
-Puro mouseを使用した。このマウス骨髄を
コラゲナーゼ処理した後、細胞を回収した。
抗体染色を行った後、フローサイトメトリー
にてCD45陰性、Ter119陰性細胞中PDGFRα
及びSca-1共陽性画分をMSCs濃縮画分（Pα
S）、共陰性画分を骨前駆細胞（OP）として分
取した。同時にマウス尾線維芽細胞も採取し
た。 
これらの細胞について、感染効率及びサイ

レンシングの指標となるDsRedと初期化因子
Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Mycの4因子あるい
はc-Mycを除いた3因子をレトロウイルスを
用いて導入し、iPS細胞を樹立した。出現し
たコロニーを解析し、初期化効率を3種の細
胞種間で比較した。 
 
②iPS細胞の多分化能評価 
樹立したiPSクローンについて、RT-PCRに
よる多分化能マーカーの発現、外来遺伝子の
サイレンシングを解析した。また、ES細胞に
おいて脱メチル化状態にあるNanogプロモー

ターのメチル化状態をBisulfite genomic 
sequence法にて解析した。作製したiPS細胞
の遺伝子発現パターンがES細胞と近いもの
であるかをDNA microarrayによって検討し
た。これらのiPSクローンをヌードマウスの
皮下に移植してテラトーマ形成試験を行い、
3胚葉系への分化能を解析、さらにiPS細胞
をマウス胚盤胞に注入することによりキメ
ラマウスを作製し、組織への寄与率、
germline transmissionを検討した。また、
キメラマウスおよびその子孫における腫瘍
化の有無も解析し、安全性の検証を行った。 
 
(2)外来遺伝子の挿入の無いiPS細胞の樹立 
ゲノムに外来遺伝子が挿入されると、内在

性の遺伝子が破壊される可能性や、外来遺伝
子が再活性化する危険性があるため、外来遺
伝子がゲノムに挿入されないセンダイウイ
ルスを用いてiPS細胞を樹立した。細胞源と
してはPαS、TTFを用い、上記方法にならっ
て樹立効率を解析し、多分化能を評価した。 
 
 
４．研究成果 
(1)4因子および3因子を導入した成体PαS、
OP、TTF由来iPS細胞の樹立効率と多分化能
評価 
①iPSの樹立 
 フローサイトメトリーを用いて成体骨髄
からPαS、OPを分取した。これらの細胞を
分化培地にて分化させたところ、PαSはMSCs
の特徴である骨、脂肪、軟骨に分化した。一
方、OPは骨のみに分化した（図2）。 

 
次にPαS、OP、TTFに初期化4因子あるい

は3因子をレトロウイルスを用いて導入した。
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図3 PαS由来GFP+/DsRed- iPS細胞(A)と各細胞種におけるGFP+/DsRed-コロニー数(B, C)



 

 

未分化性の指標となるNanog-GFPが発現し、
DsRedがサイレンシングを受けている、つま
り正常に初期化されたと考えられるコロニ
ーを計数した（図3A）。その結果、4因子、3
因子導入どちらの場合でもPαSで最も多く
のES細胞様コロニーが得られた（図3B、C）。 
 
②iPS細胞の多分化能評価 
 3種の細胞源由来Nanog-GFP陽性、DsRed
陰性コロニーからそれぞれ5クローンをラン
ダムに選び、多分化能の評価を行った。 
多分化能マーカー遺伝子についてRT-PCRを
行ったところ、OP由来iPS細胞とTTF由来
iPS細胞では発現が認められない遺伝子があ
ったのに対し、PαS由来iPS細胞では、全て
のクローンで、調べたマーカー遺伝子全てが
発現していた（図4）。 
次に、導入した初期化因子のサイレンシン

グを解析した。その結果、PαS-iPS細胞では
全てのトランスジーンでサイレンシングが
起こっていたのに対し、OP-、TTF-iPS細胞で
は不完全であった（図4）。4因子誘導でも3
因子誘導iPS細胞でも同様の結果であった。 
 

  
テラトーマ作製試験を行った結果、OP-、
TTF-iPS細胞は一部分化していないクローン
があったのに対し、PαS-iPS細胞は全てのク
ローンが三胚葉への分化能を示した。 
 また、Nanogプロモーター領域のメチル化
を解析したところ、PαS-iPS細胞は元細胞と
異なり脱メチル化が起こっていたのに対し、
OP-、TTF-iPS細胞では脱メチル化の程度が低
かった（図5）。 

 
DNA microarrayにより、ES細胞と各iPS

細胞間でglobal gene expressionを比較解
析した。その結果、PαS-iPS細胞はOP-、
TTF-iPS細胞に比べてよりES細胞に近い遺伝
子発現パターンであることが分かった。 
 
③キメラマウスの作製 
次にこれらのiPS細胞がキメラマウスを作

る能力があるかを解析した。その結果、OP-、
TTF-iPS細胞からはキメラマウスが生まれて
こなかった。PαS-iPS細胞では興味深いこと
に4因子導入iPS細胞より3因子導入iPS細
胞からキメラ率の高い個体が生まれてきた
（図6A）。さらにgermline transmissionも
高率で認められた（図6B）。 

 
これらの4因子及び3因子導入PαS-iPS

細胞由来キメラマウスはどちらも腫瘍化な
どが見られず、現在まで生存している。生ま
れたF1についても同様である。 
  
PαS細胞はもともとc-MycやKlf4、近年

germline transmissionに関係していること
が報告されたTbx3などをES細胞と同程度に
発現していた。対してOPやTTFでの発現は
低かった。3因子誘導PαS-iPS細胞で
germline transmissionが高率で生じたこと
は、c-Mycの発現量が内在性のものだけで初
期化に十分であった可能性がある。また、
Tbx3をc-Mycの代わりに導入しても
germline transmissonするiPS細胞が樹立で
きたという報告から、内在性のTbx3発現量

図4各iPS細胞における多能性マーカーとトランスジーンの発現

図5各iPS細胞におけるNanogプロモーター領域のメチル化

図6 PαS-iPS細胞由来キメラマウスのキメラ率(A)及びキメラマウスとF1産仔(B)



 

 

が高いことが寄与していることも考えられ
る。 
以上のことから、MSCs濃縮画分であるPα
S細胞は同系譜の分化が進んだ細胞と比較し
て、初期化されやすいことが分かった。また、
癌遺伝子c-Mycを除いた3因子で、germline 
transmissionが起こるほど十分に初期化さ
れたiPS細胞が得られた。以上のことから
MSCsはiPS細胞樹立において優れた細胞供給
源になると考えられた。 
 
(2)外来遺伝子の挿入の無いiPS細胞の樹立 
 外来遺伝子がゲノムに挿入されないセン
ダイウイルスを用いてPαS、TTFからiPS細
胞の樹立を試みた。その結果、TTFからはES
細胞様コロニーが得られず、PαSのみから
Nanog-GFP陽性ES細胞様コロニーが得られた
（図7A、B）。このことから、センダイウイル
スを用いた樹立法においてもPαS細胞がTTF
より初期化されやすいことが分かった。 

 
上記成果のうち、(1)について論文を2011
年3月PLoS One誌に発表し（PLoS One. 2011 
Mar 11;6(3):e17610）、国内外で一定の評価
を得ている。 
 
当研究室ではヒト細胞においても、FACSを
用いてのMSCs濃縮に成功している。本研究
は、ヒトMSCsを細胞供給源とした高品質な
iPS細胞作製のベースとなり、臨床応用にお
いて患者の年齢によらず効率よく高品質な
iPS細胞株を樹立することが可能になると考
えられる。また、幹細胞の供給源として骨髄
だけでなく、脂肪組織・臍帯血・胎盤からの
MSCsを用いることで、より低侵襲な細胞治療
の実現を可能にする。 
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図7センダイウイルスを用いたPαS、TTFからのiPS細胞との樹立


