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研究成果の概要（和文）：多能性幹細胞研究において汎用されている抗体はヒトiPS/ES細胞ばかりでなく、EC細胞（胎
児性がん細胞）をも認識する欠点を持つ。私たちは、本研究によりヒトEC細胞を認識しないヒトiPS/ES細胞マーカー抗
体2種の作成に成功した。R－10Gは抗TRA-1-60抗体と同様にケラタン硫酸を認識する抗体であり、これらの糖鎖はムチ
ン様膜糖タンパク質であるポドカリキシン分子上に発現することを明らかにした。R－17Fは、抗SSEA-3抗体と同様に膜
脂質を認識する抗体であるが、ヒトiPS/ES細胞特異的な細胞障害活性をもつことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we generated two hybridomas using a hiPS cell line (Tic) as an 
antigen. These hybridomas produced antibodies that specifically bound to hiPS/ES cells but exhibited 
little or no binding to hEC cells. Interestingly, both of these antibodies were found to be 
carbohydrate&#8211;recognizing antibodies of the IgG1 subtype. 1st antibody R-10G recognizes a type of 
keratan sulfate lacking oversulfated structures expressed on podocalyxin molecules on hiPS/ES cells like 
anti-TRA-1-60 antibody. 2nd antibody R-17F recognized glycolipids like anti-SSEA-3 antibody, and 
exhibited a strong cytotoxic effect toward hiPS/ES cells.

研究分野： 糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
糖鎖認識抗体は細胞表面糖鎖の変化を鋭敏
に察知するプローブであり、フローサイトメ
ーターや共焦点レーザー顕微鏡などの検出
装置と組み合わせ使用することにより、細胞
の分化や発生の研究に大きく貢献している。
始まったばかりの多能性幹細胞研究領域に
於いても有用な糖鎖認識抗体の開発が期待
されていた。 
 
２．研究の目的 
当時汎用されていた多能性幹細胞マーカー
抗体は、以前に EC 細胞（胎児性がん細胞）
を免疫原として作成されたものが多く、
iPS/ES 細胞ばかりでなく EC 細胞も認識する
欠点があった。そこで本研究では多能性幹細
胞における糖鎖の役割を解明し、また、安全
な再生医療の実現に資することを目的とし
て EC 細胞を認識しないヒト iPS/ES 細胞マー
カー抗体の開発に着手した。	 
 
３．研究の方法	 
免疫原としては、ヒトiPS細胞Tic（JCRB1331）
を用いた。Tic 細胞をマウスの腹腔あるいは
皮下に注射した後、1 ヶ月後にマウスの腸骨
リンパ節細胞を採取し、マウスミエローマ細
胞(P３U1)と PEG 法により細胞融合しハイブ
リドーマを得た。次に、ハイブリドーマ培養
上精を、抗原 iPS 細胞を固定化したウェルプ
レートに加えて反応させ細胞スクリーニン
グを行った。iPS 細胞に対するコントロール
細胞として、iPS を樹立したときの元株であ
るヒト胎児繊維芽細胞株（MRC-5 細胞）、EC
細胞の一種である 2102Ep 細胞を用いた（表
１）。	 
	 
表 1.細胞染色性によるハイブリドーマのス
クリーニングの結果	 

平行して、Tic 細胞抽出物を SDS-PAGE にかけ、
Tic 細胞陽性ハイブリドーマの培養上清によ
るウエスタンブロットを行い、抗原タンパク
質の分子サイズを推定した（図１）。これらの
解析により、iPS 細胞にのみに結合するハイブ
リドーマを選別した。	 
	 
４．研究成果	 
本研究によりヒト EC 細胞を認識しないト

iPS/ES 細胞マーカー抗体 2種（R-10G および
R-17F）の作成に成功した。	 

	 
（1）R−10G はケラタン硫酸を認識する抗体で
あり、これらの糖鎖はムチン様膜糖タンパク
質であるポドカリキシンに発現することを
明らかにした（発表論文④）。抗 TRA-1-60 抗
体、抗 TRA-1-81 抗体も同様にケラタン硫酸
を認識するといわれているが、図2に示すに、
これらの抗体の細胞染色性は同一ではない。	 

	 
	 

これらの抗体はほとんどの Tic 細胞に結合す
る。しかし、R-10G と TRA-1-60 あるいは	 
TRA-1-81 の染色像をマージさせると、一部の
細胞では両者のエピトープがごく近傍に存
在するが、ほとんどの細胞ではどちらかのエ
ピトープが優位に発現している。これらの結
果は、従来、同一のコロニーに含まれる未分
化多能性幹細胞は均一な細胞集団であると
考えられていたが、実は、糖鎖の構造に関し
てはヘテロな細胞集団であることを示して
おり興味深い。なお、ケラタン硫酸を認識す
る抗体としては、すでに、5D4 などの抗体が
市販されているが、これらが高硫酸化ケラタ
ン硫酸を認識するのに対して、R-10G は低硫
酸化ケラタン硫酸を認識する新規特異性を
もつ。さらに、R-10G エピトープは成体組織
ではほとんど検出されないが、例外的に脳組
織に強く発現することが示されており注目
されている。 
（2）R−17F はほとんどすべての iPS	 細胞の
細胞膜全体を強く染色した。エピトープは
iPS 細胞の細胞膜上にほぼ普遍的に存在し、
細胞をトリプシン処理しても消失しないこ
と、R細胞膜の SDS−PAGE ウエスタンブロット
ではほとんど検出されないことから（表 1	 
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参照）、脂質性物質と推定された。また、細
胞を糖脂質合成の阻害剤である D-PDMP 存在
下で培養すると、細胞表面での発現が抑制さ
れることから、糖脂質であることが示された。
さらに、iPS 細胞の全脂質成分を抽出し、TLC-
免疫染色法で解析すると、グロボシドの近辺
に明瞭な 1つのスポットを示した。現在、こ
のスポットの質量分析解析を進めエピトー
プの化学的同定を進めている。R-17F は大変
興味深いことに、ヒト iPS 細胞に対して抗体
濃度依存的に強い細胞障害作用を示した。こ
の細胞障害作用は補体非依存的な反応であ
り、0℃でも 37℃でもほぼ同様に進行し、ご
く少量の二次抗体を加えることで著しい増
強された。この細胞障害作用は、iPS 細胞に
特異的であり、また、他の多能性幹細胞マー
カー抗体ではみられず R-17F のみに特徴的な
作用である。この R-17F の細胞障害活性は、
他のヒト培養細胞に対しては観察されてお
らず、ヒト iPS に特異的である。この未分化
状態の多能性幹細胞に対する特異的な細胞
障害活性は、実は、多能性幹細胞を利用した
再生医学において重要な意味を持つと考え
られている。すなわち、多能性幹細胞の方向
性を持った分化のプロセスは未だ十分には
コントロールされておらず、その過程におい
ては分化の度合いの異なる細胞集団が形成
され、未分化幹細胞も一部残存する。こらの
残存未分化幹細胞はがん細胞に変化するこ
とが知られており、これら残存する未分化幹
細胞を選択的に除去する方法が求められて
いる。R-17F はこのような期待に応える抗体
である可能性が高い（論文投稿中）。	 
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