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研究成果の概要（和文）：iPS細胞は、ES細胞と同様に個体を構成する様々な体細胞へと分化できるため、再生
医療やヒト疾患のin vitroのモデルとして期待されてきた。しかし、分化異常や造腫瘍性が問題になることがあ
り、「真に良質なヒトiPS細胞」選択のための評価法が求められてきた。本研究では、不完全なリプログラミン
グとゲノム不安定性により引き起こされるヒトiPS細胞株間の造腫瘍性（グリオーマ産生能）の違いに着目して
リプログラミング抵抗性遺伝子群「Score Card」を同定し、ヒトiPS細胞の品質評価への応用を検討した。

研究成果の概要（英文）：Induced pluripotent stem cells (iPSCs) hold great promise for regenerative 
medicine and in vitro modeling of human diseases. To overcome their abnormal differentiation and 
tumorigenicity, the method to evaluate bona fide “appropriately reprogrammed human iPSCs” has been
 expected. In this study, by focusing on the differences of the tumorigeniticy (glioma-like tumor 
formation) among human iPSC clones caused by the incomplete reprogramming and genomic instability, 
we identified reprogramming recalcitrant genes as “Score card”, and examined their applicability 
to the evaluation of human iPSCs.

研究分野： 分子神経生物学、幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
iPS 細胞は、ES 細胞と同様に個体を構成

する様々な体細胞へと分化できるため、再生
医療への応用や、発生研究や創薬における in 
vitro モデルとしての応用が期待されてきた。
我々は、これまでに、マウス・ヒト ES/iPS
細胞から神経幹細胞を誘導するシステムを
確立し（Okada et al., Stem Cells 2008, 
Miura, et al., Nat Biotech 2009）、脊髄損傷
モデルマウスの運動機能の改善における、そ
の 移 植治療 の 有効性 を 報告し て き た
（Kumagai et al., PlosOne 2009, Tsuji et 
al., PNAS 2010, Nori* and Okada* et al., 
PNAS 2011, Kobayashi* and Okada* 
PlosOne 2012）。しかし、多数のマウス iPS
細胞から神経幹細胞を誘導し、免疫不全
（NOD/SCID）マウスの脳へ移植すると、一
部の iPS 細胞株から誘導した神経幹細胞は、
未分化細胞の残存による奇形腫を形成する
こと、そのリスクは iPS 細胞樹立に用いた体
細胞の違いに依存しており、よりリプログラ
ミングされにくい成体マウス皮膚由来線維
芽細胞から樹立されたマウス iPS 細胞が、高
い奇形腫形成率を示すことを突き止めた
（Miura et al., Nat Biotech 2009）。これら
の結果は、不完全な iPS 細胞は分化異常や造
腫瘍性により、再生医療における安全性を脅
かし、また疾患解析では間違った病態解析へ
と導いてしまう可能性を示唆している。その
ため、様々な方法により、iPS 細胞株の品質
評価が行われ、「良質な iPS 細胞」の選択が
試みられてきた。しかし、「真に良質なヒト
iPS 細胞」の条件と評価方法に関するコンセ
ンサスは未だ得られていない。 
一方、我々は、「従来の評価基準」により

「良質なヒト iPS 細胞」と評価された、成人
皮膚線維芽細胞よりレトロウイルス、または
エピゾーマルベクターにより樹立されたヒ
ト iPS細胞を神経幹細胞へと分化誘導したと
ころ、一部の iPS 細胞株から誘導した神経幹
細胞は、NOD/SCID マウス脳へ移植すると脳
腫瘍の一種であるグリオーマ様の腫瘍を形
成した。どの場合も分化誘導後の未分化細胞
の残存や奇形腫の形成は認めず、またヒト
iPS 細胞樹立時の c-Myc 使用の有無は造腫瘍
性には関与しなかった。したがって、(1)「従
来の評価基準」で「良質なヒト iPS 細胞」と
評価されても分化異常や造腫瘍性を示し得
ること、(2)造腫瘍性リスクと考えられてきた、
ヒト iPS 細胞樹立時の c-Myc の使用、分化誘
導後の未分化細胞の残存、リプログラミング
因子のゲノムへの挿入等とは別の造腫瘍性
リスク因子の存在が示唆された。 
そこで前述の各株においてマイクロアレ

イによる網羅的遺伝子発現解析を行ったと
ころ、全プローブを用いた解析では、分化誘
導の前後において、ヒト ES 細胞も含め株間
の明確な違いは検出されなかった。そこで、
独自にヒト ES 細胞特異的遺伝子群を同定し、
その発現プロファイルを比較したところ、造

腫瘍性を示すヒト iPS細胞株は線維芽細胞に
近い発現プロファイルを残しており、「不完
全なリプログラミング」が示唆された。さら
に aCGH （ array comparative genomic 
hybridization：Agilent 180K CGH アレイ）
によるゲノムコピー数解析を行ったところ、
造腫瘍性を示す株は、分化誘導後にゲノム不
安定性が観察され、腫瘍化の原因となってい
る可能性が示唆された。したがって、「従来
の評価基準」では見いだすことのできない、
「分化誘導後のゲノム不安定性」や「不完全
なリプログラミング」をも検出できる、新た
なヒト iPS細胞の品質評価システムが必要で
あると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、複数のヒト iPS 細胞株間の神

経分化能と造腫瘍性（グリオーマ産生能）の
違いに着目し、ヒト iPS 細胞のリプログラミ
ング評価、ヒト iPS 細胞の品質を規定するリ
プログラミング抵抗性遺伝子群「Score 
Card」の同定により、「真に良質なヒト iPS
細胞」の条件を明らかにし、その品質評価法
を開発する。 
 
３．研究の方法 
(1)遺伝子発現とエピジェネティックスによ
るヒト iPS 細胞のリプログラミング評価 
 神経分化能と造腫瘍性を詳細に解析した 6
株のヒト iPS 細胞（レトロウイルスにより樹
立されたヒト iPS 細胞 4株、エピゾーマルベ
クターにより樹立されたヒト iPS 細胞 2株）
と 3 株のヒト ES 細、および iPS 細胞の作製
に用いた線維芽細胞を用いて、遺伝子発現と
エピジェネティクスの観点から、各ヒト iPS
細胞株のリプログラミング状態を評価する。 
(2)様々な細胞種への分化誘導における分化
異常・造腫瘍性評価 
未分化ヒト iPS 細胞を免疫不全（NOD/SCID）
マウス精巣へ移植して奇形腫を形成し、その
組織像から複数の細胞種における分化能と
造腫瘍性を同時に検討する。 
(3)ヒト iPS 細胞の品質を規定する遺伝子群
「Score Card」の同定と「真に良質なヒト iPS
細胞」の品質評価法の開発 
ヒト iPS細胞の不完全なリプログラミング

を検出し得る最小限のリプログラミング抵
抗性遺伝子群「Score Card」を同定し、未分
化状態におけるリプログラミングの評価を
検討する。 
また、これまでに様々な線維芽細胞から樹

立した約 10-20 株のヒト iPS細胞を用いて神
経分化誘導を行い、未分化状態における
「Score Card」遺伝子群の発現プロファイル
解析、分化誘導前後における CGH アレイによ
るゲノム安定性解析、分化誘導した神経幹細
胞の NOD/SCID マウス精巣への移植により、
造腫瘍性評価を行い「Score Card」として用
いたヒトiPS細胞の品質評価法の妥当性を検
討する。 



(4)異なる分化誘導法や中枢神経系以外での
造腫瘍性の検討 
 ヒト iPS細胞から異なる方法で分化誘導し
た神経系前駆細胞を坐骨神経損傷モデルへ
移植し、造腫瘍性を検討する。 
（５）「Score Card」遺伝子群によるゲノム
不安定性と造腫瘍性のレスキュー 
  「Score Card」の中で特に顕著に発現変
化が見られた遺伝子を、造腫瘍性を示したヒ
ト iPS 細胞株に薬剤（Doxycycline）誘導性
PiggyBac vector により強制発現し、ゲノム
不安定性と造腫瘍性をレスキューし得るか
を解析する。 
 
４．研究成果 
(1)遺伝子発現とエピジェネティックスによ
るヒト iPS 細胞のリプログラミング評価 
神経分化能と造腫瘍性を詳細に解析した 6

株のヒト iPS 細胞と 3 株のヒト ES 細、およ
びiPS細胞の作製に用いた線維芽細胞を用い
て、独自に同定したヒト ES 細胞特異的遺伝
子群とそこから絞り込んだ遺伝子群の発現
プロファイル解析を行った。その結果、分化
誘導後にゲノム不安定性が観察されたヒト
iPS 細胞株（造腫瘍性を示した株）は、どち
らの場合も線維芽細胞に近い発現プロファ
イルを示し、不完全なリプログラミングが示
唆された。さらに、エピジェネティクスの観
点から不完全なリプログラミングを評価す
るために、同じ株を用いて網羅的 DNA メチル
化解析（ Illumina Infinium methylation 
assay: 450k）を行った。 
(2)様々な細胞種における造腫瘍性評価 
造腫瘍性解析に用いた 6株のヒト iPS細胞

と 1株のヒト ES細胞を NOD/SCID マウス精巣
へ移植して奇形腫を形成したところ、造腫瘍
性を示すヒトiPS細胞から作成した奇形腫で
は未成熟な神経上皮組織が多数みられ、また
幼若で増殖性の高い間葉系の前駆細胞が観
察された。一方、造腫瘍性を示さないヒト iPS
細胞やヒト ES 細胞ではこのような組織像は
見られなかった。ヒト卵巣腫瘍における未熟
奇形腫の悪性度分類（Norris et al., 1990）
では、未熟神経上皮成分の割合が悪性度と相
関することが示されており、奇形腫の組織像
は、分化誘導後の神経幹細胞の造腫瘍性とよ
く関連していると考えられた。また、iPS 細
胞の造腫瘍性評価において、奇形腫の組織像
が有用であると考えられた。 
(3)ヒト iPS 細胞の品質を規定する遺伝子群
「Score Card」の同定と「真に良質なヒト iPS
細胞」の品質評価法の開発 
レトロウイルスで作成したヒトiPS細胞の

中で造腫瘍性を示す株では、ヒト ES 細胞特
異的な 17 遺伝子に着目すると、線維芽細胞
と同様の発現プロファイルを示した。そこで、
エピゾーマルベクターで樹立したヒトiPS細
胞においても比較解析したところ、造腫瘍性
を示した株においては、やはり同じ 17 遺伝
子の発現プロファイルが線維芽細胞に類似

していた。したがって、この 17 遺伝子が線
維芽細胞における「リプログラミング抵抗性
遺伝子」であり、iPS 細胞由来神経幹細胞の
ゲノム不安定性や造腫瘍性への関与が示唆
された。さらに、その発現プロファイルはヒ
トiPS細胞のリプログラミング状態を反映し、
品質評価における「Score Card」になり得る
と考えられた。そこで、さらに多くのヒト iPS
細胞を用いて、未分化状態における 17 遺伝
子の発現プロファイル解析を行ったところ、
ヒト iPS 細胞のリプログラミング状態が、ヒ
ト ES 細胞とほぼ同様のパターンを示すもの
(A)、一部が線維芽細胞様のプロファイルを
示すもの(B)、ほぼ線維芽細胞のプロファイ
ルに近いもの(C)の 3段階に分類され、（B)と
(C)においては、高頻度に分化誘導後のゲノ
ム不安定性と造腫瘍性が観察された。したが
って、17 遺伝子の「Score Card」は、ヒト
iPS 細胞の品質評価に有用であると考えられ
た。 
(5) 異なる分化誘導法や中枢神経系以外で
の造腫瘍性の検討 
 これまでの解析で造腫瘍性を示さなかっ
たヒト iPS 細胞株を、これまでとは異なる方
法で神経系前駆細胞へと分化誘導し、坐骨神
経切断モデルへと移植したところ、いくつか
の個体で造腫瘍性が観察された。組織学的解
析により、奇形腫様組織像が観察されたこと
から、本解析で注目している造腫瘍性メカニ
ズムとは異なると考えられるが、異なる分化
誘導法、異なる移植標的の場合は、個別に造
腫瘍性を検討する必要性が示唆された。 
(6)「Score Card」遺伝子群によるゲノム不
安定性と造腫瘍性のレスキュー 
「Score Card」の中で特に顕著に発現変化

がみられるものを 4個同定した。これらの遺
伝子を薬剤（Doxycycline）誘導性 PiggyBac 
vector へクローニングしており、今後、造腫
瘍性を示したヒト iPS 細胞株に導入し、ゲノ
ム不安定性と造腫瘍性をレスキューし得る
かを検討する予定である。 
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