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研究成果の概要（和文）： 
胎生致死となる遺伝子欠損をもつマウス細胞から iPS細胞を樹立し、造血細胞に分化誘導し

て造血を解析する目的で本研究をすすめた。 

本研究では、まず野生型マウス由来の線維芽細胞から iPS 細胞を樹立し造血細胞の分化誘導

を試みたところ、T細胞への分化は効率よくみられたものの、B細胞への分化に抵抗性を示した。

iPS 細胞からの正常な造血が観察されなかった原因として、不完全なリプログラミングや、導

入遺伝子の再活性化などが原因として考えられた。iPS 細胞化に使用する遺伝子がゲノムに挿

入されない方法により iPS細胞を作製し分化解析に使用する必要性があると考えられた。 

 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Forced expression of certain transcription factors in somatic cells results in 
generation of induced pluripotent stem (iPS) cells, which differentiate into various 
cell types. We investigated T-cell and B-cell lineage differentiation from iPS cells 
in vitro. iPS cells differentiated into lymphocytes in OP9 co-culture systems. iPS 
cells efficiently differentiated into T-cell lineage. However, iPS cells including 
B-iPS cells were relatively resistant to B-cell lineage differentiation. One of the 
reasons of the failure of B-cell lineage differentiation seemed due to a defect of 
Pax5 expression in the differentiated cells. Therefore, current in vitro 
differentiation systems using iPS cells are sufficient for inducing T-cell but not 
B-cell lineage. 
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１．研究開始当初の背景 
すべての血液細胞は造血幹細胞に由来し、

造血幹細胞はさまざまな因子の影響を受け
ながら多種多様な血液細胞に分化してゆく。
血液細胞がどのような因子（遺伝子）の作用
により分化を遂げ、機能発現していくのかを
理解するために、各種遺伝子のノックアウト
マウスの造血を解析することは非常に合理
的である。血液細胞分化・機能的成熟の誘導
因子を研究するために複数のノックアウト
マウス解析を行ってきたが、さまざまな困難
に直面した。一つは胎生致死という問題、も
う一つはコンディショナルノックアウトは
造血解析においては必ずしも万全な技術で
はないという問題である。 
そのような中で、細胞リプログラミング技

術の新たな活用法を着想した。細胞リプログ
ラミングにより遺伝子のエピジェネティッ
クな変化は初期化されるが、ヌクレオチドレ
ベルでの遺伝子変異（欠損など）は残存する
ということを利用する。すなわち、胎生致死
となる遺伝子ノックアウトマウス胎仔細胞
を iPS細胞化し、造血前駆細胞に誘導、さら
に in vivo への移入や in vitro 分化誘導系
にて当該遺伝子の機能を解析するという方
法である。 
この方法により、これまで困難であった胎

生期に致死的となるノックアウトマウスの
造血解析が容易に解析可能となることが期
待される。 
 
 
２．研究の目的 

造血の分子機構解析において、遺伝子欠損
マウスの解析から得られる情報は非常に多
い。一方で、欠損／変異させた遺伝子が生命
維持に不可欠である場合も多く、造血機構の
解析が可能となる前の段階で死亡してしま
う例も少なくない。 

これまで困難の多かった胎生期に致死的
となる遺伝子欠損をもつマウスの造血解析
を、細胞リプログラミング技術を取り入れる
ことにより容易に解析可能となることを示
してゆくことが本研究の目的である。 
 
 
３．研究の方法 
 マウス細胞を用い、iPS細胞化した。細胞
の iPS細胞化には、Oct4、Sox2、Klf4、c-Myc
の山中４因子を用いた。遺伝子導入はレトロ

ウイルスを用いておこなった。 
得られた iPS細胞から in vitroで中胚葉

系細胞、次いで CD34陽性造血前駆細胞、T細
胞等を誘導する系を確立した。分化誘導は、
胚葉体（EB）形成法および OP9細胞との共培
養法にておこなった。まず iPS細胞をトリプ
シン処理により single cell suspensionと
し、分化抑制因子である LIFを含まないα
-MEM分化培地で 5日間培養し、EBを形成さ
せた。EBをトリプシン処理により single 
cell suspensionとし、OP9細胞（B細胞分化
誘導の場合。T細胞分化誘導の場合は OP9/DL1
（OP9細胞に Delta like-1分子を強制発現さ
せた細胞））と Flt-3 ligandおよび IL-7の
存在下で共培養した。生成した細胞は、6日
ごとに新しい OP9細胞（または OP9/DL1細胞）
へと植え替えた。生成した細胞は、フローサ
イトメーターにより表面抗原の発現解析を
行った。 
 
 
４．研究成果 
 本研究ではまず、iPS 細胞からの各種血
液・免疫細胞への分化について検証するため、
線維芽細胞由来 iPS 細胞（MEF-iPSC）及び B
細胞由来 iPS細胞（B-iPSC）を作製し、樹立
した iPS 細胞から T 細胞、B 細胞への分化誘
導を試みた。 
B 細胞では～ 1×107 個の細胞から～ 30 

個の iPS 細胞コロニーが得られた（頻度：3 
～ 6. 2×10-4）のに対し, T 細胞では iPS 細
胞コロニーは得られなかった. B 細胞から得
られた iPS 細胞は ES 細胞に特徴的な遺伝子
を発現していたが, B 細胞特異的な遺伝子の
発現は消失していた. 得られた B 細胞由来
iPS 細胞(B－iPS 細胞）の B 細胞受容体遺伝
子は再構成されており, 確かに B 細胞由来
の iPS 細胞であることを確認した. 
樹立した B-iPS 細胞は MEF-iPS 細胞と同

様に 3 胚葉から構成される奇形腫の形成能
を有し, 多分化能をもつ iPS細胞であること
を確認した. 
 MEF-iPS 細胞（38C2）および B-iPS 細胞か
ら, 胚様体形成法, OP9 系細胞との共培養法
により免疫系細胞への分化誘導を試みた. 
MEF-iPS 細胞, B-iPS 細胞ともに分化誘導後
5 日目には Flk-1＋, CD34＋細胞の生成が確認
され, 血液系細胞への分化誘導が可能であ
ることが明らかとなった. 
 OP9-DL1 と の 共 培 養 系 に お い て , 



Flt3-ligand, IL-7, Stem cell factor の存
在下に培養を続けると, 27 日目に CD4＋CD8 
＋細胞および CD8＋細胞, αβT 細胞, γδT 
細胞の生成が確認された. RT-PCR による遺
伝子発現解析の結果，CD3 などの T 細胞関連
遺伝子の発現がみられた. 
 生成した T 細胞は抗原刺激により
Interferon- γ を 産 生 し  Transforming 
growth factor-β の添加により FoxP3＋制御
性 T 細胞へ分化しうることを確認した. 
B-iPS 細胞および MEF-iPS 細胞から生成し
た T 細胞はともに, 生体内の T 細胞と同様
に多様性があることがフローサイトメトリ
ー解析, ゲノム PCR 解析により確認された. 
これらの結果から, iPS 細胞から各種エフェ
クターT 細胞へ分化することができる多様
な T 細胞の分化誘導が可能であることが明
らかとなった. 
 上述のように, MEF-iPSC、B-iPSCは共に T
系列細胞へ効率よく分化したが B細胞への分
化は抵抗性であった。この分化抵抗性につい
て, 分化誘導した造血前駆細胞において B細
胞のマスター転写因子の一つである Pax5 の
発現がみられなかったことから、iPS 細胞作
製時の不完全な初期化による Pax5 プロモー
ターのサイレンシングの可能性が考えられ
たが、Pax5のプロモーター領域は低メチル化
状態であり、分化抵抗性は Pax5 のエピジェ
ネティック修飾によるものではないことが
明らかとなった。一方で iPS細胞から誘導し
た造血前駆細胞において Oct4 の異所性発現
がみられ、B 細胞分化抵抗性との関連につい
て検討中である。 
 iPS細胞を医療応用しようとする際、iPS細
胞化時に使用した因子、例えば c-Mycの再活
性化はがん化の危険をはらんでいるとして
問題となっている。iPS 細胞から胎生致死と
なる欠損／変異遺伝子をもつ細胞から iPS細
胞を作製し、その分化を解析したい場合にお
いても導入遺伝子の再活性化により iPS細胞
の「本来の分化」が阻害されるなどの問題が
生じる可能性があり、iPS 細胞化の際の導入
遺伝子がゲノム挿入されない方法により iPS
細胞を作製し、分化解析に使用する必要性が
あると考えられた。 
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