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研究成果の概要（和文）：iPS細胞誘導の4因子とヒトあるいはラット由来の細胞表面抗原を2A配列でつないだレトロウ
イルスベクターの作成を作成した。このベクターを用いてiPS細胞の誘導効率と外来因子の量比の問題を検討したとこ
ろ、Sox2の発現が低いこととOct3/4の高発現が多能性誘導に深くかかわることが明らかとなった。遺伝子発現解析から
細胞外環境に対する反応性の違いが示唆され、ケモカインのCCL2を用いることでiPS細胞の樹立効率を上昇させること
を見出した。また、核内因子に着目しWhsc1l1 variant1に3因子によるiPS細胞誘導の際に樹立効率を上昇させる活性が
あることを見出した。

研究成果の概要（英文）：A tagging system was developed to sort induced pluripotent stem (iPS) cells accord
ing to the expression levels of each of the four reprogramming factors. Using this system, the effective r
atio (Oct3/4-high, Sox2-low, Klf4-high, c-Myc-high) was. To investigate the molecular basis, microarray an
alysis was performed. Pathway analysis revealed that the G protein-coupled receptor (GPCR) pathway was up-
regulated significantly under the high efficiency condition and treatment with the chemokine, C-C motif li
gand 2, a member of the GPCR family, enhanced somatic cell reprogramming. Furthermore, the genetic modifie
r, Whsc1l1 (variant 1), also improved the efficiency of somatic cell reprogramming.
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１． 研究開始当初の背景 
 
体細胞に特定の因子を導入することにより
多能性幹細胞を誘導できることが示された。
このiPS細胞作製の技術は倫理的な問題と免
疫拒絶の問題をともに回避することができ
臨床応用への期待が非常に高い。実際に各種
のモデルを用いて移植の実験が試みられて
いる。その結果、iPS 細胞由来の細胞を移植
した際に腫瘍化してしまう危険性が示唆さ
れていた。そのメカニズムについては不明な
点が多いものの、分化に際して抵抗性を示す
細胞が存在し、そのような未分化状態を保っ
ている細胞が腫瘍の原因となることが示唆
されていた。同様のモデル系において ES 細
胞を用いた際は腫瘍化の割合が非常に少な
いことからこの現象はiPS細胞特有のものと
とらえることができる。 
iPS 細胞由来の分化抵抗性を示す細胞の分子
基盤の解明から iPS 細胞と ES 細胞の差異を
明らかにすることはiPS細胞を用いた再生医
療へとの応用を考える際に安全性の確保の
面で意義深いものと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
iPS 細胞由来の細胞による腫瘍化の問題を解
決するために分化抵抗性を示す細胞に着目
し、その分子基盤の解明から iPS 細胞と ES
細胞の差異を明らかにすることを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
 
iPS細胞およびにES細胞をフィーダー細胞非
存在下で無血清かつサイトカイン無添加（こ
の条件を分化誘導条件とする）で培養したと
ころ ES 細胞は維持することができないのに
対して iPS 細胞は増殖・維持される (図１上
段)。Nanog-GFP の発現を指標に分化誘導条件
下で培養したiPS細胞は陽性の細胞と陰性の
細胞が混在していた（図 1 下段）。これらの
ことは ES 細胞と異なり、iPS 細胞には分化誘
導条件下において分化抵抗性を示す細胞が
現れることを示している。 

 
iPS細胞とES細胞の最も大きな違いは外来因
子を導入したことである。そのため外来因子
の挙動は iPS 細胞と ES 細胞の差異を生み出
す原因の有力な手掛かりとなることが考え
られる。そこで外来因子の発現状態を生細胞
においてシングルセルレベルでモニターす
るシステムを構築した。具体的には各因子と
細胞表面抗原を 2A 配列でつないだレトロウ
イルスベクターの作成により、それぞれの因
子の発現を細胞表面抗原に対する抗体とフ
ローサイトメーターにより生細胞でモニタ
ーすることが可能となった（図２）。これを
用いて外来因子の不活性化の均一性や再活
性化の有無そしてそれらと分化抵抗性との
関係を解析した。 

 
４．研究成果 
 
構築した外来因子の挙動を生細胞において
シングルセルレベルでモニターするシステ
ムを用いて外来因子の不活性化の均一性や
再活性化の有無そしてそれらと分化抵抗性
との関係を解析した。しかしながら外来因子
の再活性化と分化抵抗性に関しては当初の
予想に反して直接の関係を示唆するような
結果は得られなかった。一方で構築したシス
テムを用いてiPS細胞の誘導効率と外来因子
の量比の問題を検討したところ、Sox2 の発現
が低いことと Oct3/4 の高発現が多能性誘導
に深くかかわることが明らかとなった
（Nagamatsu G et. al. J Biol Chem 2012）。
さらに、Sox2-high, Oct3/4-low の細胞集団
（低効率）と Sox2-low, Oct3/4-high の細胞
集団（高効率）を遺伝子導入後 2日において
分取しマイクロアレイをもちいて遺伝子発
現を解析した。両者の比較から細胞外環境に
対する反応性の違いが示唆され、特に GPCR
のパスウェイが変動していることから GPCR
ファミリーの一つであるケモカインに着目
し、iPS 細胞の樹立効率を上昇させる因子と
して CCL2 の同定に成功した。さらに転写因



子とエピジェネティックモディファイヤー
に着目して、高効率の細胞手段で発現の高い
Whsc1l1 variant1 に 3因子による iPS細胞誘
導の際に樹立効率を上昇させる活性がある
ことを見出した。 
このように外来因子のモニターシステムに
よりリプログラミング効率を上昇させる新
たな因子の同定に成功した。 
一方で腫瘍化に関しては、始原生殖細胞と体
細胞リプログラミングの関係に着目し、始原
生殖細胞からはリプログラミング因子のい
ずれの1因子でも多能性が誘導されることを
明らかにした（Nagamatsu G et. al. Stem 
Cells 2012）。この培養系を用いてマイクロ
アレイによる遺伝子発現解析を行い、c-Myc
と L-Mycの違いを生み出す分子の候補遺伝子
を同定した。 
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