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研究成果の概要（和文）：再生医療はこれまで治すことの出来なかった病気を治せる新しい治療方法として期待
されている。再生医療の中でも山中伸弥教授によって発明されたiPS細胞を用いた再生医療は全身の多くの病気
に対して治療が出来ると期待されている。しかし、 iPS細胞には体の中で腫瘍を作る危険性があった。その危険
性は、治療用の細胞からiPS細胞をほとんど除去することで防ぐことが出来る。この研究では、治療用細胞から
iPS細胞をほとんど除去できる薬剤を発見する成果が得られた。そして、その薬剤は体の細胞には毒性が無いこ
とも分かった。この研究成果を世の中に役立てることで、iPS細胞を使った新しい治療を安全に行うことが出来
る様になる。

研究成果の概要（英文）：Regenerative medicine is expected as a new treatment method that can cure 
disease that could not be cured so far. Regenerative medicine using iPS cells invented by Professor 
Shinya Yamanaka in regenerative medicine is expected to be able to treat many diseases of the whole 
body. However, iPS cells had a risk of developing tumors in the body. The risk can be prevented by 
removing most of the iPS cells from the therapeutic cells. In this study, we were able to discover 
drugs that can almost remove iPS cells from therapeutic cells. And it was also found that the drug 
is not toxic to body cells. By using this research result to the world, it becomes possible to 
safely perform new treatments using iPS cells.

研究分野：再生医学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
①	 研究の学術的背景・着想にいたった経緯 
ヒト iPS細胞から各種の臓器細胞を分化誘導
する技術開発が進み、現在、iPS 細胞を用い
た臨床応用の準備が進められている。その一
方で、iPS 細胞樹立の当初から懸念されてい
た腫瘍形成のリスクに関する研究は、画期的
な技術革新が無いままである。iPS 細胞を
100%分化誘導させることは極めて難しいこ
とから、iPS 細胞を用いた再生医療を今後、
実現させる上で、腫瘍化の可能性を持つ未分
化ヒト iPS細胞を分化誘導済みの組織内から
確実に除去できる手法の開発が必要である。 
 
これまでに報告されているヒト iPS細胞の除
去技術	 （代表的な国際特許３件を示す） 
１、糖質を用いた高浸透圧培地を用いること
で心筋細胞以外の細胞を細胞死へ導く方法
(国際特許 WO2010114136A1) 
    	 	 	 	 	                                      
２、特異的な抗体を用いて未分化細胞をフロ
ーサイトメトリーで除去する方法 (国際特許 
WO2013128914A1) 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	    
３、細胞表面の糖鎖に特異的に結合する毒性
を持つタンパク質を使いヒト iPS細胞を殺す
方法 (国際特許 WO2014126146A1) 
  	  	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  
申請者はこれまでに、ヒト iPS細胞の培養培
地開発に携わり、培地の成分や足場材料の成
分がヒト iPS細胞の生存へどのような影響を
与えるのかを、細胞内シグナル伝達に着目し
て研究を進めて来た（Nakashima et al. 
BioResearch Open Access. 2016. 5(1). 
84-93）。そして、ヒト iPS細胞の培養に古く
から用いられてきたマトリゲルと呼ばれる
マウス由来の細胞外基底膜に由来する足場
材料を用いた環境下においても、ヒト iPS細
胞を除去できる技術を開発した（Molecular 
Therapy [IF 6.8]、 in press）。 
その一方で、ヒト iPS細胞は足場材料や培地
成分により細胞内に分岐するシグナル伝達
経路のアクティビティーが大きく変わる。特
に、増殖因子受容体、細胞接着因子はホスフ
ァ チ ジ ル イ ノシ ト ール 3 キ ナ ーゼ
(PI3K)/AKT 経路を活性化させるが、
PI3K/AKT経路はヒト iPS細胞の生存維持に
必須のシグナルである。 
申請者は、内分泌ホルモンやそのリガンドが
組織に特異的な発現を示すことを明らかと
してきたことから（Nakashima et al. Ann N 
Y Acad Sci. 2010. 1200. 104）、ヒト iPS細胞
も分化誘導を受けることによって、各目的の
組織特異的な成分の分泌を開始し、組織構造
にも特異的な結合組織構成を形成すると考
えている。このことは、未分化 iPS細胞のみ
を培養している条件と、分化組織の混在した
未分化 iPS細胞の培養条件とでは、iPS細胞
に関するレスポンスが培地成分、並びに足場
材料の違いにより影響を受け、大きく異なる

ことを意味する。 
 
②	 研究期間内の取り組み 
本研究では、分化組織に混在する未分化 iPS
細胞の除去を目的とした。始めに、未分化 iPS
細胞のみで培養を行い iPS細胞の除去効果を
確認した手法と同じ方法を用いて、分化組織
に混在する未分化 iPS 細胞の除去を試みた。
除去効果が低下したため、分化組織の分泌す
る成分を分析し、除去効果に対する阻害作用
の有無を調べた。 
 
③	 本研究の目的と有用性 
ヒト iPS細胞の生存維持に関わるシグナル伝
達経路に関して、分化組織由来成分の与える
影響を調べた。本研究では、未分化ヒト iPS
細胞の腫瘍化能に特異的な阻害剤を開発し
分化組織に含まれる未分化 iPS細胞を除去す
ることを目的とした。最適な除去方法によっ
て、分化組織に障害を与えること無く、未分
化ヒト iPS細胞の除去が可能となる。 
 
 
２．研究の目的 

ヒト iPS 細胞に由来する細胞医薬品を患者
へ投与した場合、併発症として腫瘍の発症が
予測されるが、そのリスクを回避する為には、
分化細胞からの未分化細胞の確実な除去が
必要となる。申請者は、ヒト iPS細胞の生存
にタンパク質 Xの働きが必要不可欠であり、
タンパク質 X の阻害剤が未分化ヒト iPS 細
胞 を 除 去 す る こ と を 明 ら か と し た
（Molecular Therapy [IF 6.8]、in press）。
しかし、分化細胞からの未分化細胞の確実な
除去を行うためには、心筋細胞や、神経細胞、
肝臓細胞、脂肪細胞、膵臓細胞などの分化細
胞中に含まれる未分化ヒト iPS細胞の除去に
ついて調べる必要があるため、本研究では、
分化細胞と未分化細胞の混在する環境下に
おいて、未分化ヒト iPS細胞を除去できる技
術の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
分化誘導は再現性を必要とするため、市販の
キットを用いる。分化組織に残存する未分化
iPS 細胞の含有量を評価するために、本研究
計画では以下の研究項目を検討した。	
1)	 分化組織に含まれる未分化マーカー遺
伝子の発現量をリアルタイムPCR法を用いて
調べる。	
2)	 分化細胞へタンパク質 X 阻害剤を投与
し、未分化マーカー発現量の変化を調べる。	
3)	 LC/MS/MS	を用いて分化細胞の分泌物を



網羅的にリストアップする。	
4)	 分泌物とタンパク質 X阻害剤を投与し、
未分化ヒト iPS 細胞の生存率の変化を調べ、
阻害物質を検討する。	
	
＜平成 28年度計画＞	
1)	 分化組織に含まれる未分化マーカー遺
伝子の発現量をリアルタイムPCR法を用いて
調べる	
	 iPS 細胞はすでに当研究室にて、理化学研
究所セルバンクを通して購入した京都大学
iPS細胞研究所	山中伸弥教授樹立ヒトiPS細
胞(201B7 株)を使用する。細胞の分化誘導に
は、心筋細胞(PSdif-Cardio	Cardiomyocyte	
Differentiation	Kit:	StemRD)、神経細胞
(DOPA	KIT:VERITAS)、肝臓細胞(Cellartis	
Hepatocyte	Differentiation	Kit:	Takara)、
脂 肪 細 胞 (PSdif-BA	 Brown	 Adipocyte	
Differentiation	Kit:	StemRD)、膵臓細胞
(Cellartis	 Definitive	 Endoderm	
Differentiation	Kit:	Takara)を用いる。
RT-PCR 法では、ISOGEN(ニッポンジーン)を用
いて mRNA 抽出後、RT	kit	for	qPCR（TOYOBO）
を用いて cDNAを合成。Quick	Taq	HS	DyeMix
（TOYOBO）を用いて、リアルタイム PCR 法で
測定する。未分化マーカーとして、Oct3/4、
Nanog、Sox2、KLf4 を用いる。分化細胞の評
価には組織特異的発現マーカー遺伝子(各２
種類)を用いる。内部標準にはβ-actin を用
いる。	
	
2)	 分化細胞へタンパク質 X 阻害剤を投与
し、未分化マーカー発現量の変化を調べる	
	 ヒト iPS 細胞を 96well プレートへ播種後、
各種分化誘導試薬を用いて、目的の分化細胞
を得る。タンパク質 X阻害剤を10-40μM含
む培地を用いて 2-4 日間培養する。培地交換
は１回/２日行う。２-４日目に、上記の方法
によりリアルタイム PCR 法を行い、薬剤の影
響を調べるために未分化マーカー遺伝子の
発現量の変化を測定する。また、分化細胞を
評価するために、組織特異的発現マーカー遺
伝子(各 2種類)についても定量を行う。分化
細胞に対するタンパク質 X 阻害剤の影響を
調べるために、セルカウンティングキット８
(同仁化学)、MTT 細胞数測定キット（ナカラ
イ）、生細胞数測定試薬 SF（ナカライ）を用
いて生細胞の活性を調べる。また、サイトト
キシティ LDH アッセイキット WST(同仁化学)
を用いて死細胞の増減率を調べる。	
	
＜平成 29年度計画＞	
3)	 LC/MS/MS	を用いて分化細胞の分泌物を
網羅的にリストアップする	
	 ヒト iPS 細胞を 6well プレートへ播種後、
各種分化誘導試薬を用いて、目的の分化細胞
を得る。分化細胞の培養上清は測定結果への
アーティファクトを除くためタンパク質不
含有の DMEM を用いる。次に、アミコンウル
トラ(ミリポア)等のタンパク質濃縮メッシ

ュを用いタンパク質を濃縮した後に ZipTip	
μ-C18	処理によりタンパク質を精製し、
LC/MS/MS	によるショットガン分析を行う。
分化組織より分泌された全てのタンパク質
がリストアップされるのでリストを作成す
る。	
	
4)	 分泌物とタンパク質 X阻害剤を投与し、
未分化ヒトiPS細胞の生存率の変化を調べる	
	 ヒト iPS 細胞を 96well プレートへ播種後、
分化細胞の培養上清と共に、タンパク質 X
阻害剤を 10-40μM 含む培地を用いて 2-4 日
間培養する。培地交換は１回/２日行う。２-
４日目に、上記の方法によりリアルタイム
PCR 法を行い、薬剤の影響を調べるために未
分化マーカー遺伝子の発現量の変化を測定
する。ヒト iPS 細胞に対するタンパク質 X
阻害剤の影響を調べるために、セルカウンテ
ィングキット８(同仁化学)、MTT 細胞数測定
キット（ナカライ）、生細胞数測定試薬 SF（ナ
カライ）を用いて生細胞の活性を調べる。ま
た、サイトトキシティ LDH アッセイキット
WST(同仁化学)を用いて死細胞の増減率を調
べる。	
	
	 以上、本研究では未分化ヒト iPS 細胞を用
いた臨床応用に関わる抗腫瘍効果について
調べる。様々な種類の分化組織に含まれる未
分化 iPS 細胞を除去することが出来れば、研
究成果は幅広い臨床分野にて応用が可能で
ある。	
	
４．研究成果	
本研究では、分化組織に混在するヒト未分化
iPS 細胞の除去を目的とした。始めに、未分
化 iPS 細胞のみで培養を行いiPS 細胞の除去
効果を確認した手法と同じ方法を用いて、分
化組織に混在する未分化iPS細胞の除去を試
みた。	
(1)	 タンパク質 X阻害剤の効果を調べた。
タンパク質 X阻害剤は、ヒト iPS 細胞の除去
効果を持つ。ヒト iPS 細胞専用培地へタンパ
ク質 X阻害剤を添加４８時間後に未分化iPS
細胞のコロニー面積は有意に減少した。ヒト
iPS 細胞に対する除去効果を持つ化合物(タ
ンパク質 X阻害剤)を発見した。	
(2)	 タンパク質 X阻害剤の作用を分化細胞
に最適な培養条件下に調べた。ヒト角膜上皮
細胞とヒト iPS 細胞を混ぜて培養し、タンパ
ク質 X阻害剤の効果を調べた。ヒト iPS 細胞
単独と比べて約４倍の培地添加濃度にて、タ
ンパク質 X 阻害剤がヒト iPS 細胞に対する
除去効果を持つことが分かった(通常の細胞
培養培地である FBS10%含有 DMEM 培地に、ヒ
ト角膜上皮細胞とヒトiPS細胞を混合培養し、
タンパク質 X阻害剤を添加した。培養４８時
間後に未分化iPS細胞のコロニー面積は有意
に減少した)。タンパク質 X阻害剤はヒト角
膜上皮細胞に最適な培養条件下においても
ヒトiPS細胞に対する除去効果を持つことが



分かった。	
(3)	 角膜上皮細胞を用いて細胞毒性を評価
した。ヒト角膜上皮細胞に対するタンパク質 
X 阻害剤の細胞毒性を調べた(通常の細胞培
養培地である FBS10%含有 DMEM 培地に、タン
パク質 X 阻害剤を任意の濃度で添加しヒト
角膜上皮細胞を培養した。培養４８時間後に
生細胞活性測定法であるWST-8アッセイを行
うと、タンパク質 X阻害剤には高濃度でも生
細胞活性の低下は無く、細胞毒性はみられな
かった。→タンパク質 X阻害剤に、ヒト角膜
上皮細胞に対する細胞毒性は無いと考えら
れた)。	
	
＜１年度目の研究成果＞	
(1)	 ヒト iPS 細胞に対して除去効果を持つ
化合物(タンパク質 X 阻害剤)を発見した。
(2) タンパク質 X 阻害剤は胎児ウシ血清
(FBS)含有培養条件下ではヒト iPS 細胞に対
する除去効果が 1/4 に減弱した。(3) タンパ
ク質 X 阻害剤は分化細胞に対する細胞毒性
は無かった。	
	
＜2年度目の研究成果＞	
(1)	 ヒト iPS 細胞由来分化組織(心筋細胞)
に残存するヒトiPS細胞の生存量を調べるた
めに未分化マーカー遺伝子(Oct3/4)の発現
量をリアルタイム PCR 法を用いて調べた。分
化心筋細胞中に未分化マーカー発現量は約
1-10%残存していることが明らかとなった。	
(2)	 タンパク質 X阻害剤はヒト iPS 細胞の
未分化マーカーOct3/4 のみならず、	C-MYC
を除く、SOX2、FLF4、NANOG、GDF3、REX1、
DNMT3b、LIN28 の発現量を有意に抑制した。
このタンパク質 X阻害剤の効果は、再生医療
で代表的に使われる血清代替品(KSR)の含有
培養条件下でも認められた。一方、培養上清
を用いた生体の細胞(ヒト角膜上皮細胞な
ど)の分泌物スクリーニング(ヒトiPS細胞の
未分化維持因子の探索)では、同様の効果を
持つ因子は同定されなかった。しかし、マウ
ス胎児線維芽細胞(MEF)や FBS では効果を減
弱する作用が認められた。この結果は、胎児
細胞にヒトiPS細胞に対する未分化維持因子
が発現していることを示す。	
(3)	 LC/MS/MS タンパク質発現解析を基に実
験を進めると、タンパ質 Yがヒト iPS 細胞に
対して、生存維持に働くことが明らかとなっ
た。さらに、我々の行ったヒト脂肪由来間葉
系幹細胞の分泌物を用いた網羅的タンパク
質発現解析においてもタンパク質Yは同定さ
れた（Cell Transplantation [IF 3.0]、リバイ
ス中）。	
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