
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 24 年 6 月 5 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：体細胞からの人工多能性幹（iPS）細胞樹立過程における遺伝子発現

の変化をマイクロアレイによって調べたところ、細胞間シグナリングに関わる多くの遺伝子の

発現変動がみられた。これらの多くは NF-kB シグナルによって制御されるものであった。そ

こで、NF-kBシグナルの抑制実験を行い NF-kBシグナルが iPS細胞樹立に与える影響を調べ

たところ、NF－kB シグナルは、iPS 細胞誘導に正の効果を有することが明らかになった。一

方、樹立後の iPS細胞の維持には、NF-kBシグナルは影響を与えないことが分かった。 

 

研究成果の概要（英文）：Microarray analysis showed the expression level of many genes 

involved in intercellular signaling changed during generation of induced pluripotent stem 

(iPS) cells from somatic cells. The genes included diverse downstream targets of NF-kB 

signal. To address the function of NF-kB signaling during iPS cell generation process, we 

conducted loss-of-function experiment and demonstrated that NF-kB signaling have 

positive effect on the reprogramming process, but not maintenance of established iPS cells.   
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１．研究開始当初の背景 

（１）【自己複製能を有する幹細胞には生理
的に存在するものと非生理的なものがある】  

幹細胞とは、未分化状態を維持したままに自
己複製能を有する細胞である。生体内に生理
的に存在する幹細胞は、組織の発生、維持お
よび損傷後の修復に関与している。一方、非
生理的な幹細胞として、初期胚を培養するこ
とで樹立される胚性幹細胞や、体細胞に初期

化因子（Oct3/4, Sox2, Klf4,c-Mycなど）を
導入することで得られる人工多能性幹
（ induced Pluripotent Stem, iPS）細胞
(Takahashi et al.,Cell 2006,2007)、そして、
癌幹細胞が挙げられる。 

【癌細胞と iPS細胞には共通点が多い】 

 癌細胞と iPS細胞はともに、対称性分裂に
よる複製能力を有し、無限に増幅する。一方、
生理的に存在する幹細胞の増幅は発生段階
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や損傷組織の修復時など一時的なものであ
り有限である。 

これを言い換えると、癌細胞と iPS細胞はと
もに未分化を維持しながらの無限の対称性
分裂能を獲得した幹細胞であるということ
ができる。 

 体細胞の初期化による iPS細胞樹立の過程
におけるそのような能力の獲得においては、
MycやKlfファミリーなどの癌関連遺伝子の
活性化が必要であることも、癌細胞と iPS細
胞の成立過程の共通性を示唆するものであ
る。 

（２）【発癌や生体内での幹細胞増幅制御に
は細胞外シグナルと p53が重要である】 

損傷組織の修復において生体内でおこる幹
細胞の増幅制御には、サイトカインなど細胞
外シグナルによる制御が重要である。それ以
外に、生体内で自己複製能を有する細胞の増
幅が起こるのは、癌細胞である。しかし、Ras

などの癌遺伝子の活性が起こった際には、
Oncogne Induced Senescence (OIS)と呼ば
れる発癌抑制機構が働き、細胞周期が停止す
ることが知られている。OISではｐ５３が重
要な役割を担っている(Chen et al., Nature, 

2005)ほか、多くの分泌性タンパク産生をと
もない、そのうち IL-6 や IL-8、IGFBP7 な
どが細胞周期停止に寄与することが示され
ている。興味深いことに、OISに寄与する分
泌タンパクが、同時に、癌化した細胞の増殖
促進に働くことも知られている(Kuilman et 

al., Cell, 2008)。さらに、マウス乳腺幹細胞
の対称性分裂をｐ５３が抑制することが報
告された(Cicalese et al., Cell, 2009)。 

（３）【iPS細胞樹立過程にも抑制機構が存在
する】 

初期化因子が導入された細胞のうち、多くの
細胞は、ｐ５３を中心とした抑制機構により
細胞周期の停止が起こり、それを何らかの理
由で回避した一部の細胞のみが iPS細胞にな
ることである。この抑制機構回避のメカニズ
ムについては、分かっていない。また、我々
が行った予備的検討では、細胞周期をとどめ
るｐ１６の発現量は、マウス繊維芽細胞に初
期化因子を導入しすると上昇し、最終的に樹
立された iPS細胞では、元の繊維芽細胞より
も低下していた。ｐ１６は癌細胞においては
発現が低下していることはよく知られてい
る。 

（４）【体細胞初期化のプロセスにおいては、
細胞外シグナルの役割は明らかにされてい
ない】 

以上から、体細胞初期化におけるｐ５３を中
心とする抑制的な細胞内ネットワークと、一
部の細胞によるその回避という現象は、発癌
課程における抑制機構と一部の細胞による
その回避という現象と対比することができ
る。 

 一方、体細胞初期化においての細胞外シグ
ナルの意義については現時点では不明であ
る。培養条件については、同一実験内で初期
化因子が導入された全ての細胞およびそれ
に由来する細胞で一様であることから、細胞
-細胞間相互作用が、初期化の成立に関与して
いるとの仮説をたてた。 

（５）【iPS細胞の樹立過程においても細胞―
細胞間相互作用の重要性が示唆されている】 

実際、iPS 細胞を樹立する際に、細胞密度が
濃すぎると適切な初期化が起こらずに形質
転換した細胞が優勢となり iPS細胞は樹立で
きなくなるので、適切な細胞密度での培養を
行う必要がある。このことは、iPS 細胞樹立
過程における細胞間相互作用の重要性を示
唆するものである。 

また、我々の予備的検討から、OISへの寄与
が報告されている IL-6 の発現が、初期化因
子を導入したマウス線維芽細胞では上昇し、
iPS 細胞では再び低下しているとの知見を得
ている。興味深いことに、Oct3/4、Sox2、
Klf4、c-Myc の４因子を導入した線維芽細胞
においてよりも、c-Mycを除く 3因子を導入
した線維芽細胞の方が、IL-6の発現量は多か
った。初期化が成立し樹立される iPS細胞の
数は 3因子を導入したものの方が少ないこと
から、IL-6が初期化に抑制的に働く可能性が
示唆される。 

 

２．研究の目的 

iPS 細胞樹立過程における、細胞間相互作
用を解析すること。 
その為に 

（１）ヒト、マウスの体細胞に初期化因子の
導入によって変動する細胞間シグナル伝達
に関与する分泌因子やその受容体遺伝子を
同定する。 

（２）そこで同定された因子の、ヒトおよび
マウス体細胞初期化過程における機能を明
らかにする。 

（３）初期化抑制機構を回避した iPS細胞に
おける上述の因子の機能を解析する。 

 

３．研究の方法 

Ⅰ：体細胞初期化の過程で変動する細胞間シ
グナルに関与する分泌または細胞表面タン
パクおよびその受容体を同定する。 
（１）体細胞初期化の過程で発現が変動する
分泌タンパクや細胞表面タンパクおよびそ
の受容体を、遺伝子発現の網羅的解析から抽
出する。 
ヒトおよびマウス線維芽細胞に①Oct3/4、
Sox2、Klf4、ｃ-Mycの 4つ、または②c-Myc
を除く 3つの初期化因子、③コントロールベ
クターのみ、を導入したものから RNAを回収
し、マイクロアレイを行う。ヒト、マウスそ
れぞれで、①―③における発現を比較し“① 



 

 

and/or ② > ③”の発現パターンを示すも
のを抽出する。 
（２）抽出された候補遺伝子について、gene 
ontology解析などを行う。共通する機能や、
上流または下流因子を調べる。 
 
Ⅱ：多くの細胞間シグナリングに関わる分子
の発現制御を行っている NF-kBシグナルの
loss of function実験. 
この実験は、京都大学再生医科学研究所組織
再生応用分野 加藤友久博士と共同で行っ
た。 
（１）IκBキナーゼ（IKK-B）-floxマウス
線維芽細胞を用いた iPS細胞細胞誘導： 
IKKは NFkBの活性化に必須の因子である。IKK
遺伝子座を homozygousに loxP配列で挟んだ
IKKflox/floxマウスの胎児線維芽細胞（MEF）を
樹立する。ここにレトロウイルスベクターを
用いて Oct3/4、Sox2、Klf4、cMycの４因子
または、ここから cMycを除く３因子に加え、
Creリコンビナーゼもしくは空ベクターを導
入し、線維芽細胞増殖と iPS細胞樹立効率を
調べる。Creリコンビナーゼが発現すること
で、ゲノム上から IKK遺伝子が除去され、
NF-kBの活性化が起こらない。 
（２）樹立された iPS細胞の性状解析：上記
で IKK-Bを除去した iPS細胞が樹立された場
合は、その性状について、IKK-Bを除去しな
い、すなわち NF-kBシグナリングが活性化し
得る細胞に由来する iPS細胞と比較を行う。 
（３）樹立後の iPS細胞における NF-kBシグ
ナリングの影響を調べるために、
IKK-Bflox/floxMEFから樹立された iPS細胞に、
エレクトロポレーションで、Creリコンビナ
ーゼを導入し、形態やコロニー形成能、増殖
速度、その他の性状について、Creリコンビ
ナーゼ非導入細胞と比較する。 
 
４．研究成果 
（１） 線維芽細胞に４または３因子のレト
ロウイルスベクターを用いた導入による iPS
細胞樹立過程における遺伝子発現の変動を
マイクロアレイを用いて網羅的に調べた。す
ると、細胞間シグナリングに関与する因子の
変動が多数見られた。ここで見出された因子
の数は、其々の中和抗体あるいはノックダウ
ン等を行うことで、特に重要な因子を絞り込
むという方策をとるには数が多すぎると考
えられ、他の方法で、より重要な因子を探索
することが必要と考えられた。 
 
（２） そこで、まず、NF-κBシグナルに着
目することとした。NF-κBは、細胞間シグナ
リングにおける重要な細胞内シグナルの担
い手であり、発癌における細胞間シグナリン
グ（いわゆる、Oncogene induced cytokine 
phenotype）において、その下流因子が重要

な役割を担っていることが知られている。実
際、初期化過程で変動が見られた遺伝子の多
くは、NF-kB シグナルの下流因子として知ら
れるものであった。 
 そこで、NF-kB シグナリングの iPS 細胞誘
導における役割を調べるため、NF-ｋBの活性
化に必須である IKK-B のホモ floxed マウス
を用いた。同マウスの 13.3 日胚より、胎児
線維芽細胞を樹立した。 
 
（３） 当初は線維芽細胞にレトロウイルス
を用いて Creリコンビナーゼを導入し、IKK-B
ホモノックアウト線維芽細胞を樹立して、
IKK-Bホモ flox線維芽細胞と比較して iPS細
胞誘導実験に供することを試みたが、IKK-B
ホモノックアウト線維芽細胞では、細胞増殖
が明らかに遅く、その後の実験材料として不
適切であると考えられたので、以後の実験は
初期化因子の導入と同時に Creリコンビナー
ゼを導入することとした。 
 
（４）IKK-Bホモ flox線維芽細胞にレトロウ
イルスを用いて、初期化因子（Oct3/4, Sox2, 
Klf4, cMyc の 4 因子、あるいは、ここから
cMycを除いた 3因子）に加え、Creリコンビ
ナーゼを発現させたもの（すなわち IKK-Bが
欠失し、NF-ｋB の活性化が起こらない）と、
発現させないものを比較した。すると、出現
する iPS細胞のコロニーの数は前者において
有意に少なかったことから、NF-kB シグナリ
ングは iPS細胞誘導において正の効果をもつ
と考えられた。Cre リコンビナーゼを導入し
て得られた iPS細胞では IKK-B遺伝子が欠損
していることが確認された。 
 

 
 



 

 

（５）それをさらに検証するため、IKK-B の
ホモ floxed マウスと Nanog-GFP レポーター
マウスを交配し、マウスを作成した。このマ
ウスにおいては、Cre リコンビナーゼの発現
によって、NF-kBの活性化が起こらず、かつ、
多能性幹細胞特異的マーカー遺伝子である
Nanog の発現の有無を確認できることから、
いわゆる partial reprogrammed cellと、真
の iPS細胞を区別することができる。このマ
ウスの線維芽細胞にレトロウイルスを用い
て初期化因子に加え、Cre リコンビナーゼを
発現させたもの（すなわち IKK-B が欠失し、
NF-ｋBの活性化が起こらない）と、発現させ
ないものを比較した。すると、出現する
Nanog-GFP 陽性コロニーの数は前者において
有意に少なかった。 
 
（６）このマウスの線維芽細胞から Creリコ
ンビナーゼを用いずに樹立した iPS細胞（す
なわち IKK-Bは intact）株に Cre遺伝子をエ
レクトロポレーションにて導入し、コロニー
形成率や増殖速度、遺伝子発現を調べたとこ
ろ、Cre 導入細胞と非導入細胞で、有意な差
は認めなかった。 

 
（７） また、樹立された IKK-B ノックアウ
ト iPS細胞は、形態や増殖速度、コロニー形
成能、未分化マーカー遺伝子の発現において、
IKK-B-flox iPS細胞と比較して、明らかな違
いは見られなかった。 
 以上の事から、NF-kB シグナリングは、マ
ウス iPS細胞の誘導過程を促進する効果をも
つが、樹立された iPS細胞の維持には関与し
ないと結論づけた。 
（８） 同様のことがヒト iPS細胞において
も当てはまるかを調べる為に、ヒト線維芽細
胞からの iPS細胞誘導の過程で NF-kBシグナ
ル阻害剤を用いた実験を行ったところ、
NF-kB シグナル阻害剤は iPS 細胞の樹立効率
を減ずる効果が認められた。また、樹立され
たヒト iPS細胞は同阻害剤存在下でも、明ら
かな変化を認めなかった。従って、ヒト iPS
細胞においても NF-ｋB シグナリングは、そ
の誘導過程に正の効果があり、樹立後の維持
には寄与していないと考えられた。 
 NF-ｋBシグナリングの iPS細胞誘導過程に
おける下流因子を探索するために、ヒト iPS

細胞誘導途中の細胞から RNAを回収し、マイ
クロアレイによる発現解析などを行ってい
る。 
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