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研究成果の概要（和文）：ES細胞の機能を強化し、安全なiPS細胞を効率よく調製する方法を確立するのが、本
研究の目的である。本研究では、ES細胞の機能を強化するために初期化4因子（Oct3/4、Sox2、c-Myc、Klf4）
を、マウスES細胞に導入した。その結果、マウスES細胞へ4つの初期化因子を導入しても、増殖速度や未分化の
状態、多分化能力には影響を与えないことが分かった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to establish an efficient method of preparing 
safe iPS cells by enhancing the function of ES cells. In this study, four initialization factors 
(Oct3/4, Sox2, c-Myc, and Klf4) were introduced into mouse ES cells to enhance ES cell functions. 
The results showed that introduction of the four initialization factors into mouse ES cells did not 
affect their proliferation rate, undifferentiated state, or multidifferentiation ability. 

研究分野：細胞生物工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
世界中が、安全で効率のよい人工多能性幹（iPS）細胞の調製法を開発しようとしのぎを削っている。しかし、
そのほとんどが、体細胞に導入する遺伝子の種類や数、その導入法の改良、あるいは化学物質の利用といった観
点からの研究である。本研究が提案する方法は、これまでの方法とは違って、用いる体細胞に遺伝子操作を加え
ることがなく、また、細胞核の初期化に係るような危険な化学物質も用いない。このように本研究は、iPS細胞
における安全性の問題を大きく改善する方法を、世の中の流れとは違った角度から提案できると考えられ、社会
に与えるインパクトは極めて大きく、世界の研究の流れを変える可能性をも秘めている。

※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 

ES 細胞と体細胞を細胞融合することで ES 細胞様の細胞を誘導し、ES 細胞に体細胞を初期
化する能力があることを示した。しかし、この方法では、融合後の細胞において ES細胞の核の
影響が残ることが、免疫拒絶反応を回避する上でも大きな障害となる。一方、山中らは四つの因
子（Oct3/4、Sox2、c-Myc、 Klf4）を用いれば体細胞核を初期化できることを明らかにした。
本研究代表者は、これら結果から、「ES 細胞の持つ初期化能を山中らが発見した因子を用いて
強化したらどんな細胞になるだろうか？」また、「その強化された初期化能を利用し、かつ ES細
胞の核の 影響を防ぐ方法として、ES 細胞を脱核した後に体細胞あるいは体細胞の核体と融合
すれば効 率よく体細胞由来の多能性幹細胞が調製できるのでは？」と考えるに至った。 
 
２． 研究の目的 
世界中が、安全で効率のよい人工多能性幹（iPS）細胞の調製法を開発しようとしのぎを削っ
て いる。しかし、そのほとんどが、体細胞に導入する遺伝子の種類や数、その導入法の改良、
あるいは化学物質の利用といった観点からの研究である。それらとは違った観点から、ES 細胞
の持つ機能の一つである初期化能を利用して、ES 細胞と体細胞とを細胞融合さ せることで、体
細胞由来の核を初期化して、安全な iPS 細胞を効率よく調製する方法を確立 するのが本研究の
目的である。ただ単に ES 細胞と体細胞と融合させるだけでは、ES 細胞の 核も残るため、でき
た細胞が 4倍体化することもあって、今までに、この観点に基づいた効 率的な調製法は確立さ
れていない。 そこで我々は、4倍体化を避けるためには、ES 細胞の核を取り除いて脱核させて
から用いればよいと考えたが、ES 細胞は核の占める割合が大きいこともあって、脱核法が確立
されておらず、また、核を除いた ES 細胞は初期化能が十分ではないことが想定される。そこで
本研究課題では、ES 細胞の持つ初期化能の強化を試みるとともに、効率の良い脱核法の検討を
行い、その結果得られた脱核済み ES 細胞を用いて、体細胞と融合することによって、体細胞由
来の iPS 細胞を効率的に調製する方法の開発を試みる。本研究の提案する方法は、体細胞に遺伝
子操作を加えることもなく、また、細胞の初期化に関与するような危険な化学物質を使用しなく
て済むため、従来法に比べ、安全性が極めて高いと考えられる。 
 
３． 研究の方法 
（１）マウス ES細胞 
 マウス ES細胞については 129・/Ola系統の E14tg2a株（RIKEN BRC, AES0135）を用い
た。ES細胞はゼラチンコートディッシュで、37°Cの CO2インキュベーター（5%CO2、95%Air）
で培養した。 
（２）マウス ES細胞の培養 
 35 mm培養ディッシュ（Greiner）に 0.1%ゼラチン溶液を添加し、37°Cの CO2インキュベ
ーターで 30 min 静置しコーティング。マウス ES 細胞はゼラチンコートしたディッシュ上で
15%の FBS (Gibco)、1%の NEAA（Gibco）、1%の Glutamine（Sigma）、1%の Penicillin-
Streptomycin（ナカライ）および 500 U/ml のマウス LIF (Leukemia Inhibitory Factor, 
Millipore)を添加した DMEM（Gibco）を用いて培養した。35 mm培養ディッシュ 1枚あたり
の播種細胞数はおおよそ 4×105 cellsで、培地交換は毎日行い、2-3日おきに継代を行った。 
（３）遺伝子導入法 
 マウス ES細胞に addgeneから入手した初期化 4因子（pMX-Oct3/4, pMX-Klf-4, pMX-Sox2, 
pMX-c-Myc）を導入するために、293FT 細胞を用いてレトロウィルスベクターを作成した。
293FT 細胞は 10%の FBS を添加した DMEM を用いて培養し、上記 4 因子に加えてウィルス
エンベロープをコードする pLP-VSV-G、ウィルス粒子形成および逆転写活性酵素などをコード
する pcDNA4/gag-polを Lipofectamine2000（Invitrogen）を用いて導入し、オーバーナイトに
より培地中にレトロウィルスベクターを産生させた。翌日培地を回収し、8 μg/mlのポリブレン
（ナカライ）を添加し、マウス ES 細胞培養容器へ添加することによって遺伝子導入を行った。 
（４）細胞増殖測定 
 初期化因子導入マウス ES細胞の増殖を定量するために、導入の有無の 2種類のマウス ES細
胞をゼラチンコートした 6ウェルプレートの 3ウェルずつへ播種し、3日後にトリプシン/EDTA
溶液（ナカライ）を用いて剥離し、オートセルカウンター（CountessⅡFL, Invitrogen）を用い
て生細胞数をカウントした。生死判定にはトリパンブルー色素排除法を用いた。 
（５）RT-PCR法、リアルタイム PCR法 
 培養したマウス ES細胞を、RNAiso Plus（タカラバイオ）を用いて細胞内のmRNAを抽出
し、First Strand cDNA Synthesis Kit（東洋紡）を用いて逆転写反応させた。RT-PCR法にお
ける DNA 増幅は G-taq（北海道システム・サイエンス）と遺伝子特異的プライマーを用いて、
T100サーマルサイクラー（バイオラッド）を用いて行い、アガロースゲル電気泳動法によって
発現を評価した。一方、リアルタイム PCR法における DNA増幅は、SYBR Green Master Mix
（Applied Biosystems）と遺伝子特異的プライマーを用いて、StepOne Real-Time PCR system



（Applied Biosystems）を用いて行った。 
（６）胚様体（EB）形成培養法 
 EB 形成培養を行うために、マウス ES 細胞をトリプシン/ EDTA(Gibco)を用いてディッシュ
から剥離させ、15%の FBS、1 mM sodium pyruvate (Gibco)，0. l mM NEAA，0.1 mM 2-メル
カプトエタノール（Millipore）、1%の Penicillin-Streptomycin を添加した Iscove’s modified 
Dulbecco’s medium (IMDM; Gibco)で細胞濃度を 2×104 cells/mlに調製した。EB形成を行う
ために、96ウェル V-ボトムプレート(SUMILON)を使用した。各 wellに 50 μlのドロップ（1000
個の ES 細胞を含む）を作製し，37°Cの CO2インキュベーターで 14日間培養し、RT-PCR法
を用いて多能性を評価した。  
（７）テラトーマ形成法 
 テラトーマを形成させるために、SCIDマウス（清水実験材料）大腿部皮下に 1×106 cellsを
注入し、約 8週間後に形成したテラトーマを単離し、4%パラフォルムアルデヒド（和光純薬）
で固定した。固定したテラトーマをパラフィンに包埋し、薄切片（4 μm）を作成し、ヘマトキ
シリン・エオジン（H&E）で染色した。染色した切片を顕微鏡（オリンパス）で観察し、多能
性を評価した。 
 
４． 研究成果 
マウス ES細胞と初代細胞を融合することによって、初代細胞が初期化される現象はよく知ら
れている。本研究では初期化能力を向上させたマウス ES細胞を脱核し、細胞質を融合すること
によって、遺伝的なリスクを排除して初期化するというコンセプトであるため、まず初めに上述
の 4因子を未分化マウス ES細胞へレトロウィルスベクターを用いて遺伝子導入し、その性質を
評価した。まず初期化因子を導入したマウス ES細胞の増殖を評価したところ、未導入コントロ
ールと比較して変化が無いことを確認した（図 1）。 
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図1 初期化因子導入マウスES細胞の増殖
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図2初期化因子導入有無によるマウスES細胞未分化マーカー発現



 また未分化状態をマーカー遺伝子発現に対するプライマーとリアルタイムPCR法を用いて評
価したところ、面白いことに未導入コントロールと比較して未分化性に違いは見られないこと
が明らかになった（図 2）。初期化因子を導入することでマウス ES 細胞の初期化能力が増強さ
れることを期待したが、少なくとも初期化因子を導入した場合において未分化性が向上するこ
とはなく、細胞全体として適正な発現量に制御されていることが示唆された。もし、制御機構が
存在するのであれば非常に興味深い。 
 

 
 

 さらに初期化因子を導入したマウス ES 細胞の多分化能力に変化が見られるかどうかの評価
も行った。まず胚様体（Embryoid body）を作成し、in vitroにおいて分化誘導を行い RT-PCR
法を用いて三胚様マーカー遺伝子の発現を評価した。その結果、外胚葉（OTX1, SOX1）、中胚
葉（CDH5, FOXF1）、内胚葉（GATA6, SOX7）全ての分化マーカーの発現が認められた（図 3A）。
さらに、初期化因子を導入したマウス ES細胞を SCIDマウス大腿部皮下に注入し、テラトーマ
を形成させることによって in vivoにおける分化能力を評価した。形成したテラトーマを単離し、
パラフィン包埋したサンプルから切片を作成し、ヘマトキシリン・エオジン染色（HE染色）を
行い評価した。その結果、外胚葉（腸上皮）、中胚葉（軟骨）、内胚葉（神経上皮）という三胚葉
を形成する全ての組織が認められ、in vivoにおいても多分化能を有していることが明らかとな
った（図 3B）。以上の結果から、未導入コントロールおよび初期化因子導入の双方において未分
化能力および多分化能力は保持されており、違いはないことが明らかとなった。よって細胞質の
初期化能力を増強するためにマウス ES細胞へ 4つの初期化因子を導入した場合において、細胞
自体の未分化性や多分化能力には影響を与えないことを見出した。一方、細胞自身の未分化状態
や多分化能力と細胞質を融合した際の初期化能力は必ずしも相関するとは限らないため、引き
続き脱核と融合を行なっていく予定である。 
 また細胞融合することによる細胞機能が増強されることを確認するため、テストとしてマウ
ス肝細胞癌由来細胞株（Hepa1-6）とマウス間葉系幹細胞株（KUSA-A1）を融合し、肝機能が
向上するかどうかを評価することとした。しかし、装置の不具合によって実施することは叶わな
かった。 
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