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研究成果の概要（和文）： 

 iPS 細胞の腫瘍化の原因の一つである c-Mycの代替因子として L-Mycを発見した。L-Mycを用

いて樹立した iPS 細胞における腫瘍化リスクは本と度認められなかった。詳細な検討から、

c-Myc の強力な形質転換活性は iPS 細胞樹立初期には負に働き、形質転換活性をほとんど持た

ない L-Mycは線維芽細胞で高発現する遺伝子の発現抑制を効率的に行い iPS細胞の樹立を促進

していることが分かった。 

 
研究成果の概要（英文）： 

  Previously c-Myc is thought to be one of the risks for tumorigenicity of iPS-derived 
chimera mice. To overcome this problem, we found that c-Myc can be replaced with L-Myc. 

From detailed study, a strong transforming activity of c-Myc negatively acted in the 

early establishment of iPS cells. On the other hand, little transforming activity of 

L-Myc efficiently inhibited the expression of a gene highly expressed in 

fibroblasts resulted in promotion of the establishment of iPS cells. 
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 胚性幹（ES）細胞を用いた再生医療は徐々

に進んでいるが、ES 細胞の使用に関しての運

用面での問題と、非自己 ES 細胞由来の分化

細胞の移植による拒絶反応の問題が残った

ままである。申請者の所属する研究室では、

体細胞を直接初期化し、人工多能性幹細胞

（iPS 細胞）を作り上げ（Takahashi et al., 

2006, Cell; Takahashi et al., 2007, Cell）、

ES 細胞の問題点を解決することに成功した。

iPS 細胞を樹立する際にレトロウイルスを用

いて誘導因子を導入しており、それらはウイ

ルスゲノムの一部と一緒に体細胞ゲノム中

へ挿入される。誘導因子の中のひとつである、

レトロウイルス由来の c-Mycの再活性化に伴

う過剰発現が原因で iPS細胞由来キメラマウ

スの６０％で腫瘍形成による死亡が観察さ

れた。申請者は樹立方法の改良を行ない

c-Myc を用いずに iPS 細胞を樹立することに

成功した（Nakagawa, 2007, Nat Biotech）。

この iPS細胞由来のキメラマウスにおいては

ほとんど腫瘍の形成が認められなかったこ

とから、c-Myc 依存的な腫瘍形成というリス

クは回避できた。 

 しかし最近の我々の研究で、c-Myc を用い

て樹立した iPS 細胞と、用いないで樹立した

iPS 細胞の性質が異なることが分かってきて

おり、前者の方がより ES 細胞に近いのでは

ないかという結果が出てきている（未発表）。

c-Myc は細胞内のクロマチンの状態を制御し、

多数の標的遺伝子の発現を調節しているこ

とから、c-Myc を用いずに作った iPS 細胞で

は初期化が不十分なのではないかと考えた。 

 つまり、c-Myc を用いて樹立した iPS 細胞

は腫瘍化リスクを有し、c-Myc を用いずに樹

立した iPS細胞は不完全な多能性を有してお

り、どちらも完全ではない（図１）。腫瘍化

リスクと不完全な初期化の問題を抱えたま

までは iPS 細胞を再生医療へ応用できない。 

図１：iPS細胞の誘導と Myc の関係 

 最近までの報告で、レトロウイルスを用い

ず体細胞ゲノムへの遺伝子挿入の無い iPS細

胞樹立の報告が他グループよりなされてい

るが、それらの iPS 細胞が本当に ES 細胞と

同様の多能性を有しているのか、腫瘍化リス

クが無いのか、などの重要な点については解

析されていない。 

 また、Mycには c-Mycの他に L-Mycや N-Myc

といったファミリー遺伝子が存在する。これ

らは重要な活性中心ドメインの構造が良く

保存されている。N-Mycは以前の報告で c-Myc

の機能を補完できることが分かっており、機

能的にはほぼ同じと考えられる。L-Myc につ

い て は 研 究 が あ ま り 進 ん で お ら ず 、

transformation 活性が c-Myc の 1/10 程度で

あることが報告されている程度である

（Mukherjee, Genes Dev, 1992）。Mycファミ

リー遺伝子の中で iPS細胞誘導に最適なもの

を決定することも重要と考える。 

 本研究では、iPS 細胞誘導における Myc の

多面的機能の役割を明らかにし、体細胞核リ

プログラミングのメカニズム解明を行なう。

現状ではレトロウイルスを用い、誘導因子に

c-Myc を含めた場合が iPS 細胞誘導の再現性

や効率が一番良く安定しており、さらにはキ

メラマウスの長期観察データもあることか

ら、申請者は現状の方法を基本的に用いて研

究を行なう。 

 
２．研究の目的 

 人工多能性幹細胞（iPS 細胞）は、皮膚な

どの体細胞に既知の因子を導入し体細胞核

のリプログラミングを起こして作られる細

胞である。胚性幹細胞（ES細胞）と同様に様々

な細胞に分化できることから再生医療への

応用が期待されている。しかしながら、iPS

細胞誘導のメカニズム、すなわち体細胞核リ

プログラミングのメカニズムは完全には分

かっていない。 

 本課題では、リプログラミング因子のひと

つである Mycの iPS細胞誘導における多面的

機能が果たす役割を明らかにし、体細胞核リ

プログラミングのメカニズムを解明する。 

 
 
 



 

 

３．研究の方法 

 現在までに報告されている c-Mycの機能欠

損型の変異体を作製し、transformation 活性

と iPS細胞の誘導効果についての関係を調べ

る。Transformation 活性は NIH3T3 細胞に発

現させた場合の形態変化などを指標に検討

する。iPS 細胞誘導効果についてはマウスと

ヒト両方の線維芽細胞を用いて誘導を行な

い検討を行なう。既存の変異体を発展させた

ものも作製し同様の検討を行なう。樹立した

iPS細胞の性状解析も詳細に行なう。 

 腫瘍化リスク、多能性の検討は iPS細胞を

用いたキメラマウスの作製と生殖系列への

寄与能を解析する。腫瘍形成は早い場合は生

まれてから数ヶ月で腫瘍形成が観察される

が、詳細な検討を行なうには１〜２年の長期

観察が必須である。 

 
４．研究成果 

平成 22年度研究成果 

 iPS 細胞の樹立には Sox2、Oct3/4、Klf4お

よび c-Mycを用いてレトロウイルスによる感

染・発現システムを行っていた。この方法で

作られた iPS細胞由来のキメラマウスにおい

て高頻度に腫瘍を形成することが明らかと

なってきた。この腫瘍形成の原因の一つが誘

導時に用いているレトロウイルス由来 c-Myc

の再活性化であった。c-Mycを用いずとも iPS

細胞を作製する方法を確立したが、この方法

によって作られた iPS細胞は質の点で劣るこ

とが判明した。つまりこのままでは臨床応用

で本当に使える iPS細胞のレベルではないと

考えられた。 

 そこで本研究では、c-Myc の代わりになる

因子を探索し、L-Myc を同定した。c-Myc の

代わりに Myc ファミリー遺伝子の中の L-Myc

を用いることでマウスおよびヒト iPS細胞の

樹立をより効率的に行えることを明らかに

した。また、マウス L-Myc iPS細胞由来キメ

ラマウスの実験から、L-Myc iPS 細胞の安全

性（腫瘍形成がほとんど無い）も確認できた。

さらに、キメラマウスを用いた iPS 細胞の質

の検討から、L-Myc iPS 細胞は c-Myc iPS 細

胞や野生型の ES 細胞と同等の性質を有して

いることが確認できた。 

 Myc の特徴である形質転換活性を検討した

ところ、c-Myc は非常に強い活性を示したの

に対して、L-Myc はほとんど活性を示さなか

った。以前の報告では L-Myc の形質転換活性

は c-Mycの１０分の１程度であることと一致

する。また、c-Myc の形質転換活性を欠損さ

せた変異体は L-Mycと同様に高い iPS細胞誘

導活性を示した。このことから、c-Myc の形

質転換活性がネガティブな機能を発揮して

いることが示唆された。 

  以上の結果から、L-Myc を用いることで効

率的に安全な iPS細胞を樹立できることを明

らかとした。 

 

平成 23年度研究成果 

 昨年度において、c-Myc の代わりに Myc フ

ァミリー遺伝子の中の L-Mycを用いることで

マウスおよびヒト iPS細胞の樹立を効率的に

行えることを明らかにした。また、マウス

L-Myc iPS細胞由来キメラマウスの実験から、

L-Myc iPS 細胞の安全性（腫瘍形成がほとん

ど無い）も確認できた。Myc の特徴である形

質転換活性を検討したところ、c-Myc は非常

に強い活性を示したのに対して、L-Myc はほ

とんど活性を示さなかった。このことから

Myc の形質転換活性が iPS 細胞の機能と密接

に関係していることが示唆された。 

 以上の結果から、本年度は c-Myc、形質転

換活性欠損型 c-Myc、野生型 L-Myc の機能比

較解析を行うことで iPS細胞の樹立メカニズ

ムなどの解明を進めた。まずは、ヒト線維芽

細胞に iPS 細胞誘導因子の Sox2, Oct3/4, 

Klf4 (3 factors)と共に c-Myc、形質転換活

性欠損型 c-Myc、L-Myc を導入し７日後に細

胞を回収し RNAサンプルを調整した。この RNA

サンプルを用いてマイクロアレイによる遺

伝子発現解析を行った。c-Myc と L-Myc の場

合を比較すると、L-Myc を導入した群におい

て元々線維芽細胞で高発現していた遺伝子

の発現抑制が強く認められた。また、c-Myc

を導入した群においては細胞増殖を促進す

るような遺伝子発現の向上が L-Mycより強い

傾向が認められた。つまり、L-Myc は iPS 細

胞の樹立初期において線維芽細胞の性質を



 

 

キャンセルしその後の iPS細胞化をスムーズ

に進めるように機能していることが推測さ

れた。フローサイトメーターによる検討から

も L-Mycが線維芽細胞で高く発現する細胞表

面マーカーの発現を効率良く低下させるこ

とが分かった。同様の実験系において形質転

換活性欠損型 c-Mycを用いて解析を行ったと

ころ、L-Myc と同様の機能を示すことが分か

った。 

 以上の結果から、c-Myc の強力な形質転換

活性は iPS細胞樹立初期には負に働き、形質

転換活性をほとんど持たない L-Mycは線維芽

細胞で高発現する遺伝子の発現抑制を効率

的に行い iPS細胞の樹立を促進していること

が考えられた。 
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