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研究成果の概要（和文）：iPS細胞の臨床応用のために必須である「iPS細胞の質の評価」を分子レベルで可能にするた
め、細胞株間の質、特に分化多能性と関連する分子的特徴を解析した。ヒストン修飾に注目して分化能の程度が異なる
細胞株間の比較や薬剤処理による多能性回復過程における解析を行い、活性型ヒストン修飾がiPS細胞の多能性の程度
と関連し得ることを示した。さらにヒストン修飾関連因子のうちc-Mycと特定のHDACが標的ヒストン修飾や細胞の分化
状態に影響を与える可能性を示した。これらの相関はES細胞ではみられなかった。また、複数のiPS細胞のゲノムを詳
細に解析し分化能の違いはゲノム安定性の差によるものではないことを確認した。

研究成果の概要（英文）：Although iPS cells have been generated by various methods, considerable quality va
riation has been observed. This study aimed at finding the molecular indicators for discriminating the qua
lity of iPSCs. We focused on the histone-epigenetic modifications, and obtained the following results. (1)
 Acceleration of the histone acetylation was observed only in iPSCs with high developmental potential. (2)
 TSA-treatment on iPSCs showing low pluripotency elicited a temporary accumulation of histone acetylation,
 resulting in improving their developmental ability. (3) Analysis of the expression of histone modificatio
n-related factors suggested a close correlation between the degree of histone acetylation and the expressi
on level of c-Myc and certain HDAC in iPSCs. Such a close correlation was not observed in ES cells. Gene k
nockdown experiments showed the HDAC is possible to affect differentiated state of iPSCs. (4) Genome integ
rity of each iPSC was not direct cause of its developmental potential.
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１．研究開始当初の背景 
人工多能性幹細胞（iPS 細胞）の樹立は、
これまでに再生医療の分野で問題視されて
きた倫理的問題や拒絶反応の問題を払拭す
る、胚性幹細胞（ES 細胞）に代わる画期的
な手法と考えられ、臨床応用へ向けて大きな
発展が期待されている。しかし、iPS 細胞の
特性についてはまだ不明な点も多く、その性
質を詳細に解析し、ES 細胞との違いに関し
て慎重な議論や検証を行うことが必要であ
る。これまでに、安全な（将来癌化しない）
iPS 細胞を高効率で作出する方法の開発競
争が世界中で行われてきており、現在では、
様々な生物種、手法で iPS 細胞の樹立が成功
している。しかし、樹立された iPS 細胞間に
は遺伝子発現や分化能のレベルに差があり、
質の多様性があることがわかってきた。そこ
で、「質の良い、安全な iPS 細胞の特性を明
らかにし、それを選び出すこと」が臨床応用
へ向けての重要な課題となっている。 
これまでに所属研究室では、質の良い iPS 
細胞の特性を判断する上で、胚工学を使って
分化能を半定量的に判定可能なマウスの系
を用いて、遺伝的バックグラウンドによる差
を最少にし、ゲノム不安定性を及ぼす可能性
のある要因を出来る限り排除するなど、「本
質的な品質評価が可能な iPS 細胞株の樹立」
に留意して、多くの iPS 細胞を作製してきた。
樹立した iPS 細胞の特性を分子生物学的、お
よび胚工学的手法によって調べた結果、４つ
の iPS 誘導因子（Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc）
を導入して作製した iPS 細胞（4F-iPS）と３
つの誘導因子（Oct3/4、Sox2、Klf4）を導入
して作製した iPS 細胞（3F-iPS）では、iPS
細胞の樹立効率のみならず分化多能性の程
度にも差が生じることを明らかにした。両者
には形態や、網羅的遺伝子発現解析、ゲノム
メチル化解析などでは有意な差が認められ
ないが、キメラマウス作成効率や生殖細胞系
列への分化（ジャームライントランスミッシ
ョン）を確認することにより差が明らかとな
り、4F-iPS 細胞は高い分化多能性を有する
のに対し、3F-iPS 細胞はそれが著しく低下
していることがわかった[Araki et al, Stem 
Cells (2011)]。更に、ヒストン脱アセチル
化酵素阻害剤（TSA：トリコスタチン A）で処
理することにより、完全な多能性をもたない
3F-iPS 細胞の分化能を回復できる可能性を
示した。この結果は、iPS 細胞の高度な多分
化能の獲得及び維持にはヒストンのアセチ
ル化を含むヒストンエピジェネティクスが
深く関与している可能性を示唆した。 
 
２．研究の目的 
本研究は、iPS 細胞株間の質、特に分化多
能性と関連し得る分子指標は存在するのか、
またその分子的特徴は何に起因しているの
かを主にヒストンエピジェネティクスに注
目して模索するものである。そして将来的に
は、質の良い iPS 細胞を評価する分子指標を

定義することによって「より短時間で容易に
判断できる iPS 細胞の質の評価方法の確立」
に貢献し、iPS 細胞樹立過程において完全な
分化多能性が獲得、維持される機構の解明へ
とつなげていきたい。 
 具体的な研究目的としては、分化能の程度
が異なるiPS細胞株間におけるヒストンエピ
ジェネティクスの比較やTSAによる分化能の
回復過程における解析を通して、質の異なる
株間を見分ける分子指標を絞り込み、完全な
分化多能性を有する iPS 細胞の分子的特徴
を明らかにし、それらが何に起因しているの
かを検討する。 
 
３．研究の方法 
（1）「分化能に差がみられる iPS 細胞株間に
おけるヒストン修飾の比較」。品質（多能性）
に差がある 4F-iPS 細胞と 3F-iPS 細胞のエ
ピゲノムの違いを明らかにするため、胚工学
的手法によって分化多能性を評価した複数
の iPS 細胞株間で、ヒストン修飾をウエスタ
ンブロッティングによって検出し比較した。
アセチル化をはじめ、様々なヒストン修飾抗
体を用い、4F-iPS 細胞と 3F-iPS 細胞間で差
がある可能性のあるヒストン修飾をスクリ
ーニングした。さらに多数の 4F 及び 3F-iPS 
細胞株、ES 細胞における標的ヒストン修飾の
比較を行い、iPS 細胞の分化多能性と関連し
得るヒストン修飾を絞り込んだ。 
（2）「TSA 処理の iPS 細胞の分化能に対する
効果と分化多能性回復過程におけるヒスト
ン修飾の解析」。完全な多能性を示さない iPS
細胞の分化能に対するTSA処理の効果につい
て再現性を確認するため、複数の 3F-iPS 細
胞株に対して TSA 処理を行い、胚工学的手法
でキメラマウスを作製することによって分
化能をアッセイした。また、その際 TSA の処
理濃度や時間、回数等の処理条件の最適化を
行った。さらに、TSA 処理による分化能回復
過程において、「研究の方法（1）」によって
絞り込んだ標的ヒストン修飾を検出し、その
変動を調べた。 
（3）「iPS 細胞の分化多能性の程度と関連し
得るヒストン修飾に影響を及ぼす可能性の
ある因子の解析」。研究方法（1）でヒストン
修飾を比較した、分化能に差がある 4F-iPS
細胞と 3F-iPS 細胞、そして ES細胞において、
各細胞株間におけるc-Mycやヒストン修飾関
連因子の発現をリアルタイムPCRによって調
べ、標的のヒストン修飾との関連を検討した。
さらに、標的ヒストン修飾との関連性を見出
せたものに対して、iPS 細胞樹立過程におけ
る強制発現やノックダウン実験を行った。 
（4）「iPS 細胞の分化多能性に対するゲノム
安定性の影響」。iPS 細胞の多能性に影響を与
える可能性のある、ヒストンエピジェネティ
クス以外の要因として、各 iPS 細胞株のゲノ
ムの安定性とその多様性が考えられる。そこ
で、分化能の程度を確認した iPS 細胞株のゲ
ノムを次世代シーケンスによって解読し、点



突然変異を検出することによってゲノム安
定性を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 分化能に差がみられるiPS細胞株間にお
けるヒストン修飾の比較を行うため、所属研
究室で樹立し多分化能の評価を行った iPS 
細胞株（3F-iPS 細胞と 4F-iPS 細胞）を用い
て各ヒストン修飾をウエスタンブロッティ
ングにより検出した。まずは、様々なヒスト
ン修飾抗体を用いて分化能に差がみられる
3F-iPS 細胞と 4F-iPS 細胞間で差があるヒス
トン修飾をスクリーニングした。そして、差
がある可能性が示されたヒストン修飾につ
いて、複数の 3F-iPS、4F-iPS 細胞と ES 細胞
間でそのシグナル強度を比較した。その結果、
胚工学的手法によって高い分化能をもつこ
とが確認されている 4F-iPS 細胞でのみヒス
トン H3、H4 のアセチル化等の活性型修飾が
亢進している傾向にあった（図）。また、
4F-iPS 細胞と同様に高い分化能を示す ES 細
胞では、このような傾向は見られなかった。 

(図) 3F-iPS 細胞と 4F-iPS 細胞、ES 細胞に
おける活性型ヒストン修飾の検出。GT:ジャ
ームライントランスミッション。 
 
(2) iPS 細胞の分化能に対する TSA 処理の効
果について再現性を確認するため、まずは
TSA 処理の最適処理条件を検討した。細胞数
やTSA処理の時間やタイミングを検討した結
果、処理後のコロニーの形態が良く、未分化
状態が維持されている条件として、細胞数
1.5×106に対して TSA（20 nM）を 24 時間、2
回処理する条件を決定した。そして、完全な
多能性をもたない 3F-iPS 細胞を処理し、キ
メラマウス作製効率を調べることによって
その分化能の変化をみた。その結果、TSA 処
理によってキメラマウス作製効率が上がり、
iPS 細胞の寄与率の高いキメラマウスが作製

できることがわかった。これらの結果より、
TSA処理によって3F-iPS細胞の分化能が回復
することが確認された。さらに、TSA 処理の
過程で細胞をサンプリングし、「研究成果
(1)」において絞り込んだ標的ヒストン修飾
の変化を調べた。その結果、3F-iPS 細胞を
TSA で処理した直後に、4F-iPS 細胞で亢進傾
向にあったヒストンの活性型修飾が一時的
に増加していることがわかった。 
以上の研究成果(1)と(2)より、分化能の程
度に差があるiPS細胞の間にはヒストン修飾
パターンに違いがあり、高い分化能を示す
iPS 細胞では、アセチル化等の活性型ヒスト
ン修飾が亢進しているという傾向が示され
た。また、TSA 処理によるアセチル化の亢進
は一時的なものであるのに対して、4F-iPS 細
胞は高アセチル化状態が維持されていると
いう特徴が見られた。 
 研究計画の段階では、iPS 細胞の分化多能
性の程度と関連し得るヒストン修飾が絞れ
た際には、それら標的ヒストン修飾のゲノム
ワイド解析を行い、多能性に関わる分子指標
をゲノム上の特定部位にまで絞っていきた
いと考えていた。しかし、候補として絞り込
んだヒストン修飾は、同様な分化能を示す
iPS 細胞株間においても修飾レベルの強度に
若干のバラつきが見られ、分化能と対応する
ようなゲノム上の特定位置におけるヒスト
ン修飾の有無や特徴的なパターンを明らか
にすることは困難であると考えた。そこで当
初の計画を変更し、高い分化能をもつ細胞で
みられた活性型ヒストン修飾の亢進が何に
起因しているのかに注目して研究を進める
ことにした。 
(3)iPS 細胞の分化多能性の程度と関連し得
る活性型ヒストン修飾に影響を及ぼす因子
を探るため、3F-iPS 細胞と 4F-iPS 細胞、ES
細胞においてc-Mycやヒストン修飾関連因子
の発現を調べ、標的ヒストン修飾のパターン
との比較を行った。その結果、4F-iPS 細胞の
高アセチル化状態と c-Myc 及び特定の HDAC
の発現レベルとの間に顕著な相関関係があ
ることがわかった。この相関は iPS 細胞での
みみられ、ES細胞ではみられなかった。これ
らの結果は、高い分化能を示す 4F-iPS 細胞
に特徴的なヒストン修飾パターンの形成や
維持に c-Myc と特定の HDAC が関与している
可能性を示唆した。さらに、iPS 細胞樹立過
程において特定 HDAC の強制発現やノックダ
ウンを行い、この HDAC の発現量の変化が iPS
化に及ぼす影響を調べた。その結果、iPS 細
胞の樹立効率には影響しないが、この特定
HDACの発現量の増減がiPS細胞の分化状態に
影響を与えている可能性が示された。 
 以上の結果より、分化多能性に差がある
iPS 細胞株間を見分ける分子指標の候補とし
て、ヒストンアセチル化等の活性型ヒストン
修飾の存在を明らかにし、その特徴的なヒス
トン修飾の形成や細胞の分化状態には c-Myc
と特定 HADCが関与している可能性を示した。 
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(4)iPS 細胞の分化多能性の違いが各細胞株
のゲノム安定性の差によって生じている可
能性を検証するため、胚工学的手法によって
分化能を確認した複数のiPS細胞株のゲノム
を詳細に解析した。その結果、高い分化能を
示す株においてもゲノム中に多数の点突然
変異が存在することを明らかにした。この特
徴はiPS細胞ゲノムに特有の性質であり、iPS
細胞株間の分化能の違いはゲノム安定性の
差によるものではないことを確認した。 
本研究の成果は、将来的に iPS 細胞の評価
やiPS化のメカニズムの解析に大きく貢献す
るものと期待される。 
 なお、本研究は独立行政法人放射線医学総
合研究所の安倍真澄特別上席研究員、荒木良
子室長の指導、協力のもとに行われたもので
ある。 
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