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要旨  

 人工多能性幹  ( iPS )  細胞は胚性幹  (ES)  細胞が抱えている倫理的問

題および免疫拒絶の問題を克服した多能性幹細胞であり、再生医療へ

の応用が期待されている。ところが  iPS  細胞は目的とする細胞や組織

へ分化誘導後に生体へ移植した場合において宿主に腫瘍を形成するこ

とが知られており、再生医療への応用の障壁となっている。この腫瘍

化の原因は分化誘導後に残存する未分化細胞であることが示唆されて

いる。本研究は  i PS  細胞から分化誘導した後に残存する未分化細胞を

検出することを目的としたものである。  

 第  1  章では、再生医療の現状について述べた。また、再生医療には

幹細胞が役立つと考えられており、幹細胞の中でも特に  iPS  細胞が注

目されているため、iPS  細胞の成り立ちと、iPS  細胞を再生医療へ応用

する際の問題について記述した。  

 第  2  章では、 i PS  細胞を胚様体形成により分化誘導し、その後、未

分化細胞が残存することを見出した結果について述べた。この研究は

未分化細胞で特異的に発現している  Nanog を未分化マーカーとする

手法を用いて行った。未分化細胞で特異的に活性化する  Nano g プロモ

ーターによって緑色蛍光タンパク 質 である  g reen  f luo rescen t  p ro t e in  

(GFP)  を発現するマウス  iPS  細胞株を用いた。 iPS  細胞の分化誘導後

に蛍光顕微鏡を用いて  G FP 発現を指標に未分化細胞の有無を観察し
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たところ、胚様体中に未分化細胞の混在を認めた。次に、これらの未

分化細胞が  G FP 発現を維持するか否か検討したところ、中には長期間  

GFP 発現を維持するものが認められた。  

 第  3  章では、 i PS  細胞の分化誘導後に残存した未分化細胞の造腫瘍

能を検討した結果について述べた。i PS  細胞を胚様体形成によって分化

誘導し、未分化細胞が残存している胚様体と分化細胞のみで構成され

る胚様体を免疫不全マウスであるヌードマウスの皮下へ移植し、造腫

瘍能を検討した。その結果、未分化細胞が残存している胚様体は悪性

腫瘍に分類されている未熟奇形腫  G rade  3  を形成したが、分化細胞の

みで構成される胚様体は腫瘍を形成しなかった。この結果から、iPS  細

胞に由来する細胞の腫瘍化の原因は  Nanog を発現する未分化細胞で

あることが判明した。  

 第  4  章では、iPS  細胞の分化誘導後に残存した  未分化細胞を形態学

的に解析した結果について述べた。胚様体を酵素処理で個々の細胞に

分散後、細胞分取機能を有するフローサイトメーター  (FACS )  を用い

て  GFP 発現を指標に未分化細胞と分化細胞を分取し、パパニコロウ染

色後の標本の画像を画像解析ソフトである  Im ageJ  を用いて核面積、細

胞面積、核細胞質比について測定した。その結果、胚様体中の未分化

細胞は分化細胞に比し小型で核細胞質比の高い細胞であることが明ら

かとなった。また、マウス  iPS  細胞の場合においては、未分化細胞は  
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GFP 発現により分化細胞と区別できるが、ヒト  iPS  細胞の場合は倫理

的に遺伝子操作が不可能であるため  Nano g-G FP に依存した鑑別は困

難である。本研究の結果から、移植の際に細胞面積と核細胞質比を指

標にすることで  i PS  細胞の分化誘導体から腫瘍を形成する細胞を検出

可能であることが示唆された。  

 本研究によって得られた成果が  i PS  細胞に由来する細胞の移植後の

腫瘍化を防ぐことに大きく貢献し、i PS  細胞の再生医療への応用を促進

することが期待される。  
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第  1  章  

序論  

 現在、内科的・外科的治療での治癒が困難な疾病を患った場合、臓

器移植を余儀なくされる場合がある。ところが臓器移植においてはド

ナーが不足していることから、移植に必要な臓器を確保することが困

難となっている。そのため、細胞移植療法などの再生医療が注目され

ている。再生医療とは失われた身体の細胞、組織、器官の再生や機能

回復を目的とする医療である 1 )。  

 生物には体の損傷を修復する能力がある。特に顕著な例では、イモ

リの足を切り取った場合、あるいは目を刳り抜いた場合においても再

生し元通りに機能する 2 , 3 )。さらに驚いたことに、淡水、海水および湿

気の高い陸上に生息するプラナリアはバラバラに切断した場合におい

てもそれぞれが再生し個体になる 4 - 6 )。ところが、ヒトにおける再生可

能な部位は皮膚など限られた組織のみである。  

 現在行われている再生医療の  1  つに患者の表皮細胞をシート状に

培養し、自家培養皮膚を移植することで治療する方法がある 7 )。自家培

養皮膚の利点としては、広範囲の火傷であっても皮膚が残っていれば

そこから表皮細胞を取り、培養し増殖させてから移植が可能なことで

ある。他には自家培養軟骨を移植する方法がある 8 )。軟骨組織には血管

がないため、損傷を受けてもそれを修復する細胞を増やすための栄養
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が供給されない。そのため軟骨組織は一度損傷を受けると自然には再

生しない。ところが、軟骨細胞には増殖する能力があるため、患者か

ら軟骨組織の一部を取り出し、培養し増殖させてから移植することが

可能である。  

 他には幹細胞を用いる方法がある。幹細胞とは他の細胞へ分化でき

る能力  (分化能 )  と細胞分裂を経てもその能力を維持できる能力  (自

己複製能 )  を併せ持つ細胞と定義されている 9 )。一般的に細胞は細胞分

裂で  DN A 複製が行われる度にテロメアが短縮していくため分裂回数

に限界があるが、幹細胞はテロメラーゼ活性を有しており無制限に増

殖することが可能であると考えられており 1 0 )、成体においては成体幹

細胞がある 5 )。成体幹細胞は体性幹細胞や組織幹細胞とも呼ばれ、胚発

生後の身体の至る所に見られる未分化な細胞であり、死んだ細胞を補

充するために細胞分裂によって増殖し、損傷した組織を再生する 1 1 , 1 2 )。

成体幹細胞にはいくつかの種類が確認されており、その種類に応じて

限られた種類の細胞を生み出す。例えば、骨髄にある造血幹細胞は赤

血球、白血球などの複数の種類の細胞へ分化する。他には神経細胞や

神経膠細胞へ分化する神経幹細胞などが確認されている。成体幹細胞

の再生医療への応用例として骨髄移植（造血幹細胞移植）があり、白

血病や再生不良性貧血などの血液難病の患者に対する有効な治療法と

して用いられている 1 3 )。このように再生医療は従来の方法では治癒で
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きないといわれてきた状態から回復することが期待される。ところが

これらの細胞は生体外で維持することが難しい、分裂回数に限界があ

る、一度に採取できる量が限られているなどの問題がある。  

 また、幹細胞には悪性奇形腫由来の幹細胞  (胚性癌腫細胞  :  EC  細

胞 )  も存在する 1 4 )。EC 細胞は悪性奇形腫に存在する幹細胞にて樹立さ

れた細胞で、多能性と無限増殖能を有し、再生医療へ役立つと考えら

れていた。いくつかのマウス系統では精巣や卵巣に悪性奇形腫を自然

発生することが見出され、この腫瘍細胞を培養することによって、様々

な種類の細胞に分化する  EC  細胞株が樹立された 1 5 )。その後、マウス

初期胚を精巣などに移植することにより、マウスの種々の系統で奇形

腫の形成を誘導できることが明らかになった。  

 これらの  EC  細胞株はいったん悪性奇形腫としての段階を通過した

後に樹立された細胞株であるので、どの程度の多能性を有するかなど

の性質は各々の細胞株によって異なる。EC 細胞株のなかで比較的多能

性を保持している細胞にはキメラ形成能を持つものがあるが、生殖系

列キメラをつくる能力を維持した細胞株は少ない 1 6 , 1 7 )。これは腫瘍組

織由来の  EC  細胞では染色体数や遺伝子発現の異常が高頻度に存在す

るため、正常細胞に分化し難いのであろうということで研究者の見解

は一致した。  
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 1981 年、体を構成するあらゆる細胞へ分化可能な能力  (多能性 )  を

有する正常核型の幹細胞が胚盤胞から直接樹立され、胚性幹  (ES)  細胞

と名付けられた 1 8 )。組織幹細胞に対して  ES  細胞は多能性を維持して

いる間に無制限に増殖する能力を有するため、再生医療への応用が期

待されている 1 9 )。ところが  ES  細胞は細胞株樹立時に生命の萌芽であ

る胚を破壊しなければならない  ( F i g .  1 )。そのため、 E S 細胞の樹立に

は倫理的問題が伴う。そして、移植において移植片と患者のヒト白血

球抗原  (H LA)  が適合していない場合、拒絶反応が起こる。 H LA は 6

番染色体短腕上にある  DN A によって決定されるタンパク質で、核を

持った細胞の表面上に存在する。 H LA の中でも、拒絶反応に関わるも

のは  H LA-A、 H LA-B、 H LA-DR の 3 種類である。ヒトは  H LA の存在

する  6  番染色体を両親から 1 つずつ受け継ぐことから、これらの臓器

移植で重要な  H LA を各々  2  つずつ、計  6  つ持っている。さらに、こ

れらの  H LA にはサブタイプが存在しており、多様な組み合わせがある

ことから、家族でも異なる場合がある  ( F ig .  2 )。従って、臓器移植を行

う場合には、最大  6  つの  H LA の型を一致させる必要があり、 ES 細

胞は患者自身の細胞ではないため、免疫拒絶が起こる可能性がある。  

 かつては、一旦分化した細胞は受精卵が持つ遺伝情報の多くを失い、

多能性を有する状態には戻れないとの説が有力であった。ところが、

1962 年にオタマジャクシの除核した卵に腸の細胞の核を移植すると、
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クローンのオタマジャクシが誕生することが  J ohn  Be r t rand  Gurdon  に

よって発見された。この研究によって、分化した後の細胞においても

全ての遺伝子を持ち続けていることが証明された 2 0 , 2 1 )。この理論を応

用し、 1996 年に  Ian  Wi l mu t  らは羊の乳腺細胞と除核した未受精卵とを

細胞融合することで核移植し、クローン羊のドリーを生み出した 2 2 )。

このことから、哺乳類においても除核した受精卵によって分化細胞の

核を初期化可能であることが明らかとなった。この分化した体細胞の

核を多能性を有する発生初期の細胞へ初期化することをリプログラミ

ングという。オタマジャクシもドリーも卵を使用してクローンを作製

したため、卵に体細胞の核を初期化する能力があると考えられたが、

詳しい仕組みは不明である。初期化の研究をする場合、卵を多数採取

しなければならないため実験を行うことが困難であった。数年後、無

制限に増殖可能な  ES  細胞と細胞融合することでも体細胞の核を初期

化可能であることが発見された 2 3 , 2 4 )。この発見により、初期化の研究

は促進された。また、M yoD という  1  つの遺伝子を強制発現させるこ

とで線維芽細胞が筋細胞へ変換することが発見された 2 5 )。これは  1  つ

の遺伝子で細胞の運命が変えられることを示唆しており、京都大学の

山中教授らのグループは同様に遺伝子を操作することで体細胞の核の

初期化も可能になると考察した。そして、 2006  年に  4  種類の転写因

子  (Oc t3 /4、 Sox 2、 Klf 4、 c-M yc)  を導入することによりマウスの体細
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胞 か ら 直 接  ES  細 胞 様 の 細 胞 株 を 樹 立 す る 技 術 が 開 発 さ れ た  ( F ig .  

3 )
2 6 )。このようにして造られた細胞を人工多能性幹  ( i PS )  細胞という。

2007  年にマウスで導入されたものと同様の転写因子を組み合わせて

ヒトの体細胞からも  iPS  細胞を樹立できることが明らかとなった 2 0 )。

iPS  細胞は細胞株樹立時に胚を破壊することなく、患者自身の細胞から

作製できるため  E S  細胞が抱えている倫理的問題および免疫拒絶の問

題を克服している 2 7 )。  

 iPS  細胞は病態解明、薬剤の副作用評価、新薬の探索や開発、そして、

細胞移植治療などの再生医療に活用できると考えられている。例えば、

難治性疾患の患者の体細胞から  iPS  細胞を作り、それを神経、心筋、

肝臓、膵臓などの患部の細胞に分化させ、その細胞の状態や機能がど

のように変化するかを研究することで、今まで明らかにされていなか

った病気の原因が解明できる可能性がある。さらに、その細胞を利用

すれば、薬剤の有効性や副作用を評価する検査や毒性のテストが可能

になり、新しい薬の開発が大いに進むと期待されている。  

 現在までに、遺伝性の重症型脊髄性筋萎縮症、パーキンソン病、フ

ァンコニー貧血、 β -サラセミア、家族性自律神経失調症、 1 型糖尿病な

どの様々な疾患の患者の細胞から  i PS  細胞株が樹立できることが報告

されている 2 8 - 4 0 )。また、 iPS  細胞は細胞移植療法における魅力的な細

胞源であり、滲出型加齢黄斑変性、脊髄損傷、心筋梗塞、肝不全、糖
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尿病などの様々な疾患を治療するために網膜色素上皮、神経幹細胞、

心筋細胞、肝細胞、膵島細胞などに分化誘導し、移植して治療する研

究が動物に対して行われている 4 1 - 4 6 )。増殖させたヒト  iPS  細胞から生

体外で目的とする細胞を作製し、患部へ移植する細胞移植療法を開発

することは移植用臓器の不足を解決する手段となる可能性がある  ( F i g .  

4 )
4 7 )。ところが、目的とする細胞への分化効率が低く、移植後の腫瘍形

成などの安全性に問題が残るために、臨床応用の手前で足踏みしてい

る 4 8 )。  

 ヒト細胞を異種成分にさらすことは、病原体の感染や移植細胞の免

疫拒絶といったリスクを増大させるため、異種成分を含まない培養試

薬を使用する方法、ヒトの線維芽細胞からそれ自身をフィーダー細胞

として用いてヒト  iPS  細胞を樹立する方法、フィーダー細胞無しで樹

立する方法などが開発されてきており、移植時における安全性が向上

してきている 4 9 - 5 2 )。  

 iPS  細胞に由来する細胞の移植後に腫瘍化する問題は解決していな

い。iPS  細胞を臨床に応用するためには移植後の腫瘍化を防がなければ

ならない。本研究は  iPS  細胞に由来する細胞の移植後の腫瘍化を防ぐ

ことを目的としたものである。  
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Fig .  1  ES  細胞株の樹立  

 ES 細胞株は受精卵が成熟した胚盤胞の中にある内部細胞塊から樹

立される。胚盤胞をそのまま線維芽細胞上で培養すると栄養外胚葉の

細胞が混入し未分化維持を困難にする。そのため内部細胞塊の分離に

は抗血清および補体を用いた免疫手術のような方法が必要となる。そ

して、取り出した内部細胞塊を増殖を停止させた線維芽細胞上で培養

することで  ES  細胞が樹立できる。  
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Fig .  2  HLA (ヒト白血球抗原 )  と拒絶反応  

 臓器移植において重要なのは  H LA の型を一致させることである。こ

の図では  H LA の型を色で表している。2 段目は生殖細胞を表しており、

減数分裂により対立遺伝子の片方のみを保持する。 H LA の型は非常に

多様であり、兄弟でも異なる場合がある。 H LA は共優性で発現するた

め、移植の際に  H LA の型を一致させないと拒絶反応が起こる可能性が

ある。  
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Fig .  3  iPS  細胞の作製  

 体細胞に初期化因子を導入すると、初期化が起こり未分化細胞に変

化する。このようにして作製された細胞は  iPS  細胞と呼ばれる。iPS  細

胞は自己複製や体を構成するあらゆる細胞へ分化可能である。  

  

体細胞 人工多能性幹細胞
(induced pluripotent stem cell : iPS cell)

遺伝子導入 (未分化細胞に重要な遺伝子など。
最初に報告された iPS 細胞では Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc)

初期化

自己複製 分化
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Fig .  4  再生医療における  iPS  細胞の臓器再生への適応例  

 再生しない臓器が事故や病気によって損傷を受けたとしても、皮膚

などの細胞からあらゆる細胞へ分化できる  iPS  細胞を作製し、分化誘

導後に移植することで治癒できる可能性がある。  

  

iPS 細胞

(人工多能性幹細胞)

事故・病気

移植

組織や臓器を作製

皮膚などの細胞に初期
化遺伝子を導入
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第  2  章  

Nanog  発現を指標とした、 iPS  細胞の分化誘導後に未分化細胞が残存する

か否かの検討  

 

2-1  研究の背景および目的  

 再生医療は、失われた身体の細胞・組織・器官の再生さらには機能

回復を目的とする治療法である。現状では臓器や組織の機能が損なわ

れた疾患では臓器移植や人工臓器に頼らざるを得ない。ところが、臓

器移植に関しては拒絶反応の問題や、それを抑えるための免疫抑制剤

による副作用の医学的問題と、深刻なドナー不足という社会的問題が

ある。人工臓器に関しては生体適合性等の問題を抱えている。これら

の重大な諸問題を解決するためにも、再生医療の果たす役割に対して

大きな期待が寄せられている。再生医療には幹細胞が役に立つと考え

られる。  

 幹細胞の中でも特に胚性幹  (ES)  細胞や  iPS  細胞は自己複製能と身

体を構成する 3 胚葉  (外胚葉、中胚葉、内胚葉 )  に属する細胞系列全て

の細胞に分化可能であるため、再生医療への応用が期待されている  
1 , 2 )。

しかし、ES 細胞には細胞株を樹立する際に生命萌芽である受精卵を破

壊するという倫理的な問題、および移植に伴う拒絶反応の問題がある。

他 方 、 人 工 多 能 性 幹  ( iPS )  細 胞 は 体 細 胞 に  4  種 類 の 初 期 化 因 子  
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(Oc t3 /4、 Sox 2、 Kl f4、 c-M yc)  を導入することで作製できる 3 , 4 )。患者

自身の体細胞から作製することが可能であるため、ES  細胞における拒

絶反応や倫理的な問題を克服している。さらに、 iPS  細胞は  ES  細胞

と同等の自己複製能と多能性を有している。  

 マウス  ES  細胞やマウス  iPS  細胞は白血病阻害因子  ( L IF )  の存在

下で  Nano g  などの多能性に関連する遺伝子が活性化し、未分化状態を

維持し増殖することが可能である  ( F ig .  1 )
5 )。また、マウス胎仔線維芽

細胞はマウス  ES  細胞やマウス  iPS  細胞の多能性を維持する作用が

ある  L IF  などのタンパク質を培地中に分泌する 6 )。そのため、マウス

胎仔線維芽細胞をフィーダー細胞として用い、マウス  iPS  細胞と共培

養することで未分化状態を維持させる方法がよく用いられている 7 )。マ

ウス胎仔線維芽細胞はマイトマイシン C で処理することにより細胞分

裂を停止状態で生存させることが可能である。マウス  iPS  細胞を  L IF  

の非存在下で浮遊培養した場合、iPS  細胞は凝集し、胚様体と呼ばれる

胚盤胞に似た構造を形成し、外胚葉、中胚葉、内胚葉の 3 胚葉全ての

細胞に分化する  ( F ig .  2 )
3 , 4 )。  

 iPS  細胞を再生医療へ応用する際の問題点として腫瘍化しやすいこ

とが挙げられるが、 iPS  細胞に由来する腫瘍には大きく分けて  2  種類

ある。 1  つはキメラマウスの子孫に形成される腫瘍で、他方は移植後

に形成される腫瘍である。 iPS  細胞を作製した場合、性質が  ES  細胞
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に類似した細胞の他に、集塊の形態が  ES  細胞の集塊と異なるものや、

未分化マーカーを発現しないもの、あるいは  3  胚葉へ分化する能力を

持たないものなど性質が異なる様々な細胞が出現する。そのため、作

製された  iPS  細胞の質を評価する必要があり、いくつかの方法が確認

されている  (Tab le .  1 )
8 , 9 )。 iPS  細胞の質を評価する方法の  1  つに  iPS  

細胞を胚盤胞の胞胚腔に移し、キメラマウスを作製するという方法が

ある。さらに、生殖系列へ分化した方がより多能性を有していると考

えられているため、キメラマウスを交配させて  iPS  細胞に由来する精

子から子孫が生まれるかを評価することがある  ( F i g .  3 )。  

 2007  年に、レトロウイルスベクターで  4  種類の転写因子  (Oc t3 /4、

Sox 2、Klf4、c -M yc )  を導入して造られた  iPS  細胞に由来するキメラマ

ウスの子孫の首に悪性腫瘍が形成されたという報告がある 1 0 )。レトロ

ウイルスベクターで導入した場合、導入遺伝子は染色体に組み込まれ、

細胞分裂後にも残存する 1 1 )。染色体に組み込まれた導入遺伝子は発現

を持続するが、導入された細胞が E S 細胞様に変化すると導入遺伝子の

発現は抑制される  (F ig .  4 )。ところが、キメラマウスの子孫に形成され

た悪性腫瘍を解析したところ、レトロウイルスベクターで導入された

外来性の  c -M yc  が再活性化していた。このことから、キメラマウスの

子孫の首に悪性腫瘍が形成された原因はレトロウイルスベクターによ

って導入された外来性の  c -M yc  の再活性化であることが明らかとな
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った 1 0 )。従って、c-M yc  を導入しない、あるいは  c-M yc  を導入した際

に染色体に挿入させない作製法の開発が望まれた。  

 その後、 4  因子と比べ iPS  細胞の樹立効率が低いものの、 c-M yc  を

除く  3  因子  (O c t3 /4、 Sox 2、 Klf4 )  を用いて  iPS  細胞を誘導すること

に成功した 1 2 )。この  3  因子で作製された  iPS  細胞に由来するキメラ

マウスでは、腫瘍の形成により死亡したマウスは報告されていない。

ところが、レトロウイルスベクターを用いて遺伝子を導入する場合、

染色体上に遺伝子を挿入するため 、 レトロウイルスの  l ong  t e rminal  

r epea t  ( LTR)  の強力なプロモーター活性により近傍にある癌遺伝子が

活性化する恐れがある。腫瘍形成に外来性遺伝子の挿入が癌化に関与

するか否かは、iPS  細胞で明らかな報告はないが、重症免疫不全症に対

する遺伝子治療において  mo loney m ur ine  l eukemia  v i r us  (MM LV)  を骨

格としたレトロウイルスベクターが癌遺伝子である  LMO2 などの遺

伝子近傍に組み込まれ、白血病を生じたという報告がある 1 3 )。これは  

iPS  細胞においても理論上起こり得るため、導入遺伝子が染色体に挿入

される数を減らすことを目的として、少ない導入遺伝子の組み合わせ  

(Oc t3 /4 と Klf4  の 2  因子、Oct3 /4 と c -M yc  の  2  因子、または  Oc t3 /4  単

体 )  で  iPS  細胞を樹立する方法が研究されてきた 1 4 - 1 7 )。  

 その後、染色体上に遺伝子を挿入せず、一時的な遺伝子発現誘導が

可能なアデノウイルスを用いて  iPS  細胞を樹立したという報告があり、
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上記の問題は克服された 1 8 )。続いて、プラスミドベクターやセンダイ

ウイルスベクターなどの導入遺伝子が染色体に挿入され難いベクター

を用いた安全性の高い  iPS  細胞の作製法が相次いで報告された 1 9 - 2 2 )。

これらの方法を用いることによりキメラマウスの子孫の腫瘍化の問題

は回避できる。  

 一方、iPS  細胞に由来する細胞の移植後に生じる腫瘍化の問題は未だ

解決していない。i PS  細胞を未分化状態のまま生体に移植すると腫瘍を

形成するため、分化誘導により  iPS  細胞を目的とする細胞  (例えば神

経細胞、筋細胞、肝細胞 )  へ分化させた後に臨床応用する方法が考えら

れている。しかし、iPS  細胞を分化誘導して得られた細胞においても移

植後の腫瘍形成が報告されている 2 3 )。形成される腫瘍が  iPS  細胞が形

成するものと同じ奇形腫であることからも、その原因は分化誘導後の

細胞集塊中に残存する未分化細胞であると考えられている 2 4 - 2 8 )。  

 Nano g は未分化な細胞に特異的に発現する遺伝子であり、 Nano g の

恒常的発現は  ES  細胞の未分化状態を維持する 2 9 , 3 0 )。ある遺伝子が発

現しているか否かを容易に判別するために、その遺伝子に蛍光タンパ

ク質などのレポーター遺伝子を組み込む方法がある。レポーター遺伝

子として広く普及しているものに  g reen  f luo rescen t  p r o t e in  (GFP)  があ

る。 GFP はリアルタイムかつ細胞破壊の必要がなく検出でき、他のタ

ンパク質との融合タンパク質としても機能することから、特に細胞内
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のシグナル伝達などに関与するタンパク質の細胞内局在を明らかにす

る手段としても有用である。 G FP は青色の光で励起され、緑色の蛍光

を放つ。 2007 年に京都大学の山中教授らのグループは未分化細胞に特

異的に活性化されている  N anog  プロモーターで  G FP の転写を開始す

るように遺伝子改変したマウスの胎仔に由来する線維芽細胞から  iPS  

細胞株を樹立した 1 0 )。分化した細胞は  Nano g を発現しないため、G FP 

を発現しないが、初期化されて  ES  細胞様  ( iPS  細胞 )  になると  N ano g 

を発現するため  GFP を発現する。 Nano g の発現を指標に樹立された  

iPS  細胞株は  ES  細胞株と性質が似ている。また、この  iPS  細胞株は

分化すると  N ano g  を発現しなくなり  GFP 蛍光を消失する  (F i g .  5 )。  

 iPS  細胞に由来する腫瘍化の原因と考えられる未分化細胞が存在す

るか否かを確認するため、N anog プロモーターにて  G FP を発現するマ

ウス  iPS  細胞株を用い、胚様体形成による分化誘導後に Nano g を発現

する未分化細胞が残存するか否かを検討した。  
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Fig .  1  LIF によるマウス  iPS  細胞の多能性を維持するシグナル伝達経路  

 LIF  にはマウス  iPS  細胞の未分化状態を維持する役割がある。それは  

L IF  投与により  J ak -S ta t  経路、 P I3  キナーゼ -Ak t  経路が活性化され、

Nanog などの多能性維持に関連する遺伝子が発現することに基づく。  
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Fig .  2  胚様体形成法による分化誘導法  

 iPS  細胞を試験管内で分化させる方法としては、浮遊培養によって胚

様体と呼ばれる擬似的な胚を形成させる方法が利用されている。iPS  細

胞を  L IF  を加えずに高密度になるまで培養し、培養容器に接着しない

ように浮遊培養させて細胞塊を形成させると、その後、様々な種類の

細胞に分化することが知られている。胚様体形成によって分化を誘導

すると  Nano g の発現は抑制される。  
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Tab le  1 .  マウス /ヒト  iPS  細胞の評価方法  

 

評価法  マウス  ヒト  

集塊の形態学的解析  ○  ○  

RT -P CR による多能性遺伝子の発現の解析  ○  ○  

免疫染色による多能性遺伝子の発現の解析  ○  ○  

Bi s u l f i t e  s e q ue n c i n g による D N A メチル化解析  ○  ○  

転写産物の網羅的解析  ○  ○  

核型  ○  ○  

E S  細胞様ヒストン修飾 ( Ch IP )  ○  ○  

X クロマチン再活性化 ( F IS H)  ○  ○  

胚様体形成 (生体外における分化能の解析 )  ○  ○  

奇形腫形成 (生体内における分化能の解析 )  ○  ○  

胚盤胞注入によるキメラ作製 (生体内における分化能の解析 )  ○  ×  

生殖系列への寄与 (生体内における分化能の解析 )  ○  ×  

四倍体補完法によるキメラ作製 (生体内における分化能の解析 )  ○  ×  
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Fig .  3  キメラマウス作製と生殖系列伝達による  iPS  細胞の多能性の評価  

 iPS  細胞を胚盤胞の胞胚腔へ移すと胚盤胞由来の細胞と  iPS  細胞由

来の細胞で構成された個体が生まれる。この様にして造られた個体を

キメラといい、iPS  細胞が様々な細胞種へ分化できることを証明すると

きに作製される。さらに、iPS  細胞が生殖細胞へ分化できることを証明

するために、キメラマウスを交配させ、iPS  細胞由来の精子からマウス

が生まれるかを試験する場合がある。  
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Fig .  4  レトロウイルスベクターを用いた初期化  

 レトロウイルスベクターを用いて遺伝子を導入すると、導入遺伝子

は宿主の染色体に組み込まれ残存する。導入した初期化遺伝子は発現

を持続するが、細胞の初期化が起こり体細胞が  ES  細胞様  ( iPS  細胞 )  

に変化すると導入した遺伝子の発現は抑制される。  

  



39 

 

 

 

 

Fig .  5  Nanog-GFP レポーター遺伝子  

 Nano g プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に  GFP - in t e rna l  r i bosome en t r y s i t e  

( IRES) -purom ycin  r es i s t ance  gene  (Pur o
r
)  カセットが挿入されている。未

分化細胞の場合は  Nanog プロモーターが活性化するため、G FP が発現

し緑色の蛍光を放つ。分化細胞の場合は  Nano g プロモーター領域の  

CpG がメチル化されて転写因子が結合しないため、 Nanog が発現しな

い。従って、分化細胞は  GFP を発現しないため、緑色の蛍光を放たな

い。  
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2-2  研究の方法  

細胞株  

 今回の実験には、京都大学  再生医科学研究所の山中教授らのグル

ープにより樹立されたマウス  iPS  細胞株である  iPS -MEF-N g-20D-17  

(R iken  Bio resource  Cen te r,  J apan ,  APS0001)  を用いた。この  iPS  細胞株

は  Nano g  プロモーターによって  GFP と  pu rom ycin  耐性遺伝子を発

現する  (F i g .  4 )
1 0 )。 Nano g は  ES  細胞や  iPS  細胞などの未分化細胞で

特異的に発現するが、分化するとプロモーター領域がメチル化されて

発現しなくなる 3 0 , 3 1 )。  

 

培養容器のゼラチンコート法  

 細胞培養皿  ( Bec ton  Dickinson  Lab ware ,  USA)  にゼラチン溶液である  

embr yomax ® ES  ce l l  qua l i f i ed  0 .1% ge la t in  so lu t ion  (Mi l l i po re ,  USA)  を

添加し、室温で  4  時間静置した。ゼラチン溶液を除き、リン酸緩衝生

理食塩水  (PBS)  で洗浄後、乾燥させた。  

 

マウス胎仔線維芽細胞のマイトマイシン  C  処理  

 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て マ ウ ス 胎 仔 線 維 芽 細 胞 で あ る  embr yomax® 

pr imar y mouse  e mbr yo  f ib rob las t s ,  h ygro  res i s t an t ,  no t  m ytom ycin  C  

t rea t ed ,  s t r a in  C57 /BL6 ,  pas sage  3  ( Mi l l i po re ,  USA)  を用いた。線維芽細
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胞を細胞培養皿上に播種し、LIF を含まない  ES  細胞用培地  (15% fe t a l  

bov ine  se rum  (FBS) ,  1% embr yoMax ® ES  ce l l  qua l i f i ed  MEM,  non  es sen t i a l  

amino  ac ids  (100X) ,  1% embr yomax ® ES ce l l  qua l i f i ed  nuc leos ides  (100X) ,  

110μM 2(β ) -merccap toe thano l ,  1% embr yomax ® ES ce l l  qua l i f i ed  

pen ic i l l i n - s t rep tomyc in  so lu t ion  (100X) ,  1% embr yomax ® ES  ce l l  qua l i f i ed  

L- g lu t amine  sou l t i on  (100X) ,  80% DMEM h igh  g lucose  (Wako ,  J apan) )  で

培養した。線維芽細胞をコンフルエントにした状態で、終濃度  10μ g/m L 

のマイトマイシン  C  (K yowa H akko  Ki r in ,  J apan)  により 37℃、 5 % CO 2  

の条件下で  3  時間処理した。  

 

細胞培養  

 iPS  細胞はマイトマイシン  C  処理済みのマウス胎仔線維芽細胞の

フィーダー層上で、 ES 細胞用培地  (15% fe t a l  bov ine  se rum (FBS) ,  1% 

embr yomax ® ES  ce l l  qua l i f i ed  MEM,  non  es sen t i a l  amino  ac ids  (100X) ,  1% 

embr yomax ® ES  ce l l  qua l i f i ed  nuc leos ides  (100X) ,  110μM 

2(β ) -merccap toe thano l ,  1% embr yo max ® ES  ce l l  qua l i f i ed  

pen ic i l l i n - s t rep tomyc in  so lu t ion  (100X) ,  1% embr yomax ® ES  ce l l  qua l i f i ed  

L- g lu t amine  sou l t i on  (100X) ,  500  U/m L l eukemia  inh ib i to r y fac to r  ( LIF,  

Mi l l i po re )  を含んでいる  DMEM h igh  g lucose)  中に維持された。毎日培

地交換を行い、 2~ 3 日毎に継代を行った。  
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iPS  細胞の分化誘導  

 iPS  細胞の分化誘導には胚様体を形成させる方法を用いた。トリプシ

ン処理によって回収された  iPS  細胞を 5×10
4
 個 /m L に懸濁し、細菌培

養皿  ( Iwak i ,  J apan)  に移し、 LIF を含まない  ES  細胞用培地中で浮遊

培養することにより胚様体を形成させた。  

 

未分化細胞が残存するか否かの検討  

 胚様体の形成開始から  7  日後の時点で、蛍光顕微鏡を用いて胚様体

を観察した。胚様体形成から 7 日後、 Nano g- GFP を発現する未分化細

胞を含む胚様体をパスツールピペットで分取し、セルカルチャー  48 ウ

ェル  マルチウェルプレート  ( Bec ton  Dick inson ,  USA)  の 1 穴に 1 つず

つ移した。胚様体の分取から 26 日間、胚様体中の未分化細胞が G FP の

発現を維持するか否かを調べるために蛍光観察を毎日行った。  
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Fig .  4  iPS  細胞の集塊  

 iPS  細胞は未分化状態であるため  Nanog を発現する。そのため、GFP 

を発現し、緑色の蛍光が認められる。左に位相差像、右に蛍光像を示

す。 (対物 10 倍、キャリブレーション = 50  μm) 
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2-3  研究結果  

未分化細胞が残存するか否かの検討  

 細胞を接着させ易くするために培養皿をゼラチン溶液で処理し、そ

の培養皿上で  iPS  細胞の未分化状態を維持するためのフィーダー細胞

として用いる、マウス胎仔線維芽細胞の細胞分裂を停止させるために

マイトマイシン  C  で処理を行った。そのフィーダー細胞層上に  iPS  

細胞を播種し、iPS  細胞の未分化状態を維持したまま増殖させた。トリ

プシン処理によって  iPS  細胞を回収し、 iPS  細胞の浮遊液を低接着性

の細菌培養皿に移し、 LIF  を含まない  ES  細胞用培地中で浮遊培養す

ることで胚様体形成を開始させた。胚様体形成開始から  7  日後の時点

で胚様体を蛍光観察したところ、 Nanog-G FP を発現する未分化細胞と

これを発現しない分化細胞が混在する胚様体  (未分化細胞を含む胚様

体 )  および、分化細胞のみで構成される胚様体が観察された  ( F i g .  5 )。 

 次に、未分化細胞を含む 8 つの胚様体が 26 日間  G FP 発現を維持す

るか否か観察したところ、 5 つの胚様体  (62 .5%)  は 2 6 日間  G FP 発現

を維持していた。残りの 3 つの胚様体  (37 .5%)  は観察からそれぞれ  1 9、

22、 26 日後に  G FP 発現を消失した  (F ig .  6 )。  
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Fig .  5  胚様体形成  7  日後の未分化細胞を含む胚様体と分化細胞のみで

構成される胚様体  

 胚様体形成  7  日後の時点では未分化細胞と分化細胞が混在する胚

様体  (未分化細胞を含む胚様体 )  と分化細胞のみで構成される胚様体

が形成されていた。左に位相差像、右に蛍光像を示す。 (対物 10 倍、キ

ャリブレーション = 50  μm)  
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Fig .  6  未分化細胞を含む胚様体の  GFP 発現と観察日数  

 未分化細胞を含む 8 つの胚様体を選び、 26 日間  G FP 発現を維持す

るか否か検討した。観察開始時に  G FP を発現している胚様体のみを表

示している。横軸は観察日数を表す。縦軸は胚様体に付けた番号を表

している。緑色にマーキングした箇所は  GFP 発現が認められた日、白

抜きの箇所は  G FP 発現が認められなかった日を表す。 26  日間  G FP 

発現を維持する胚様体や途中で  G FP 発現を消失する胚様体が認めら

れた。  
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2-4  考察  

 分化誘導を施した  iPS  細胞に由来する細胞の移植後に腫瘍が形成さ

れる原因は、分化誘導後に残存する未分化細胞であると考えられてい

る。マウス  iPS  細胞に対し、胚様体形成法による分化誘導を試みたと

ころ、胚様体中に  Nanog- GFP を発現する未分化細胞の混在を認めた。

また、長期間  GFP 発現を維持する未分化細胞が存在することも確認し

た 。 本 研 究 で 用 い た  iPS  細 胞 に は  Nanog プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に  

GFP - IRES -Puro
r
 カ セ ッ ト が 導 入 さ れ て い る こ と か ら 、 胚 様 体 中 の  

Nanog-GFP を発現する細胞は未熟な細胞であることが示唆される。  

 今回用いた  iPS  細胞株はレトロウイルスベクターを用いて 4 つの初

期化遺伝子  (Oc t3 / 4、 Sox 2、 Klf4、 c -M yc)  をマウス胎仔線維芽細胞へ

導入することにより作製された 3 , 4 )。そのため染色体中に  Oc t3 /4  が  7  

箇所、 Sox 2  が  6  箇所、 Klf4  が  10  箇所、 c-M yc  が  7  箇所以上挿入

されている 3 2 )。 iPS  細胞に  Oc t3 /4、 Sox 2、 Klf4、 c - M yc  を恒常的に発

現させると分化できないことが報告されている 3 3 )。レトロウイルスベ

クターで導入された初期化因子は導入された体細胞が  iPS  細胞化する

とサイレンシングされて発現しなくなるが、培養中にサイレンシング

が解除され初期化因子が再活性化されることが示唆されている 3 4 )。こ

れらの報告から、今回の胚様体形成による分化誘導後に残存する未分

化細胞は再活性化した導入遺伝子により  iPS  細胞が分化せず残存した
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ものとも考えられる 3 3 )。また、体細胞に  Sox 2  を除いた  3  因子  (Oc t4、

Klf4、 c -M yc)  を導入するといくつかの  ES  細胞マーカーの発現を引き

起こす一方で多能性を獲得できない  (言い換えると、体細胞に  Sox 2  を

除いた  3  因子を導入した場合は無能性細胞を生じる )  という報告から、

胚様体中の未分化細胞は  Sox 2  を除いた  3  因子が再活性化している

可能性も示唆される 3 )。  

 N anog  は  ES  細胞、 iPS  細胞、胚性生殖細胞、多能性生殖幹細胞、

FAB 幹細胞など、未分化もしくは未熟な細胞においての発現が報告さ

れ て い る こ と か ら 、 本 研 究 で 認 め ら れ た 胚 様 体 中 に 混 在 し て い る

Nanog-GFP を発現する細胞も、同様に未分化もしくは未熟な細胞であ

ると示唆される 3 , 3 5 - 3 7 )。  
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第  3  章  

iPS  細胞の分化誘導後に残存した未分化細胞の造腫瘍能解析  

 

3-1  研究の背景および目的  

 iPS  細胞に由来する腫瘍の  1  つに、レトロウイルスベクターによっ

て染色体に挿入された  c -M yc  の再活性化によりキメラマウスの子孫

に生じるものがある。この腫瘍化は染色体に挿入させない方法で導入

する、もしくは  c -M yc  を用いない方法で樹立することで回避できる。

近年、癌化しない  iPS  細胞の作製法を開発したという報告があるが、

それらはいずれもキメラマウスの子孫における癌化が起こらないだけ

であり、移植後の腫瘍化が起こらないというわけではない  (F i g .  1 )
1 )。

iPS  細胞を臨床に応用するためには移植後の腫瘍化を防がなければな

らない。  

 ES 細胞や  iPS  細胞などの多能性幹細胞に由来する分化誘導体の移

植後の腫瘍化の原因は、分化誘導後に残存する未分化細胞であると考

えられている 2 - 7 )。この時に形成される腫瘍は奇形腫と呼ばれる腫瘍で

あり、一般的に良性といわれている 1 )。  

 第  2  章において、胚様体形成による分化誘導後の  iPS  細胞由来胚様

体中には未分化マーカーである  Nanog を発現する細胞が残存するこ

とを明らかにした。iPS  細胞由来胚様体中の  Nano g-G FP を発現する細



58 

 

胞  (未分化細胞 )  の造腫瘍能を明らかにすることを目的に、胚様体形成

による分化誘導後に未分化細胞を含む胚様体および、分化細胞のみで

構成される胚様体を免疫不全マウスであるヌードマウスの皮下へ移植

した。  
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Fig .  1  iPS  細胞に関連する腫瘍  

 上段：子孫マウスの腫瘍化。iPS  細胞由来マウスの首に悪性腫瘍が形

成される。その原因はレトロウイルスベクターで導入された外来性の  

c -M yc  の再活性化である。そのため  c -M yc  を用いない、あるいは染色

体に挿入させない方法で導入することで腫瘍化を回避できる。  

 下段：移植後の腫瘍化。分化誘導後に生体に移植すると腫瘍を形成

する場合がある。その原因は分化誘導後に残存する未分化細胞である

と考えられている。  
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3-2  研究の方法  

細胞株、細胞培養、 iPS  細胞の分化誘導は第 2 章に準ずる。  

 

造腫瘍能解析  

 胚様体の形成開始から  7  日後の時点で、蛍光顕微鏡を用いて胚様体

を観察した。胚様体形成から  7  日後、未分化細胞を含む胚様体と分化

細胞のみで構成される胚様体をパスツールピペットで分取し、セルカ

ルチャー  48  ウェル  マルチウェルプレートの  1  穴に  1  つずつ移し

た。胚様体の分取から  26  日間、 G FP の発現および、消失を維持して

いることを調べるために蛍光観察を毎日行った。分取から 26 日後、 1

穴に存在する全ての細胞を  L IF  を含まない ES 細胞用培地  100μ L 中

に浮遊させ、ヌードマウスの皮下へ移植した。  

 腫瘍の組織型を調べるために、摘出した腫瘍を  20 % 緩衝ホルマリン

で固定し、パラフィン包埋後、薄切標本を作製しヘマトキシリン・エ

オジン  (HE)  染色を施した。また、細胞像を見るために腫瘍の割面を

スライドガラスに捺印し、 95% エタノールで固定後、パパニコロウ染

色を施した。  

 造腫瘍能解析は倉敷芸術科学大学動物実験委員会の承認の下  (承認

番号 ;  24 -21)、 Nat i ona l  Ins t i t u t e  o f  H ea l th  Gu ide  fo r  t he  Care  and  Use  o f  

Labor a to r y Animal s  (1996)  に基づいて行った。   
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免疫組織化学染色  

 免疫組織化学染色には高分子ポリマー法を用いた。形成された腫瘍

のパラフィン切片をキシレンで脱パラフィン後、エタノール下降系列

にて親水し、内因性ペルオキシダーゼ活性の除去を目的として  3% 過

酸化水素  (Kan to  C hemica l ,  J apan)  を室温にて  15  分間反応させた。流

水水洗後、抗原賦活化を目的として  10mM クエン酸緩衝液  (pH6 .0 )  を

用いてオートクレーブで 121℃、 1 0 分間加熱処理した。室温にて冷却

し、 PBS  で洗浄  ( 5 分 ,  3 回 )  した。その後、非特異的反応の抑制のた

め、5% ウシ血清アルブミン  ( BSA,  Naca la i  Tesque ,  J apan)  加  PBS  を室

温にて  30  分間反応させた。一 次抗体にはマウ スモノクローナ ル抗  

β I I I  t ubu l in  抗体  ( c lone  TUJ 1 ,  1 :500 ,  Covance ,  USA)  を用い、4℃にて一

晩反応させた。 P BS  にて洗浄後  ( 5 分 ,  3 回 )、 h i s to f ine  s imple  s t a in  

max -po  (mul t i )  (N i ch i re i ,  J apan)  を室温にて  30  分反応させた。発色基

質には  0 .05% 3 ,3 -d i aminobenz id ine  ( Tok yo  Chemica l  In dus t r y,  J apan)  を

含む  0 .6% 過酸化水素加  0 .05M トリス塩酸緩衝液  ( pH 7 .6 )  を用いて

発色した。流水水洗後、Ma yer ' s  hema tox yl in  ( Muto  Pure  C hemica l s ,  J apan)  

にて対比染色を施し、エタノール上昇系列にて脱水後、キシレンで透

徹後封入した。   
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3-3  研究結果  

未分化細胞を含む胚様体と分化細胞のみで構成される胚様体の造腫瘍

能の比較  

 分化誘導により  iPS  細胞から形成させた分化細胞のみで構成される

胚様体をヌードマウスの皮下に移植したところ、移植から  90  週経過

しても  4  個全て腫瘍を形成しなかった。一方、未分化細胞を含む胚様

体をヌードマウスの皮下に移植したところ、移植から  2~5  週の間に  5  

個中  5  個腫瘍形成が確認された  ( Tab le .  1 )。  

 未分化細胞を含む胚様体をヌードマウスの皮下に移植後  6  週目に

解剖したところ、転移は認められなかった。摘出された腫瘍の割面を

観察したところ、形成された腫瘍は充実性であった  ( F ig .  2 )。  

 未分化細胞を含む胚様体から形成された腫瘍の  HE  染色標本を組織

学的に解析したところ、未熟組織が腫瘍の大部分を占拠し  (F i g .  3 ,  4 )、

一部に表皮  (外胚葉 )  (F i g .  5 )、神経組織  (外胚葉 )  ( F ig .  6 ,  7 )、軟骨組織  

(中胚葉 )  ( F ig .  8 )、脂肪組織  (中胚葉 )  (F ig .  9 )、筋組織  (中胚葉 )  ( F ig .  10 )、

円柱上皮  (内胚葉 )  (F ig .  11 )、粘液腺  (内胚葉 )  (F i g .  12 )、線毛円柱上皮  

(内胚葉 )  (F i g .  13 )  が観察され、 Nor r i s  らの分類に従うと組織型は未熟

奇形腫  Grade  3  であった。  

 神経細胞への分化は神経細胞マーカーである  β I I I  t ubu l in  に対する

抗体を用いて免疫組織化学的に確認した  (F i g .  7 )。  
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 捺印標本では、小型で核細胞質比の高い未分化な異型細胞が多数観

察された  (F i g .  14 )。  
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Table  1 .  未分化細胞を含む胚様体および分化細胞のみで構成される胚様体

の造腫瘍能  

 

 

 造腫瘍能  

未分化細胞を含む胚様体  5/5 

分化細胞のみで構成される胚様体  0/4 
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Fig .  2  未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍  

 未分化細胞を含む胚様体を移植後  6  週目に摘出された腫瘍の写真  

(上 )。腫瘍の割面の写真  (下 )。腫瘍は充実性であった。  
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Fig .  3 未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍の組織像  (HE 染色 )  

 未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍の大部分は未熟組織で構成

されていた。これは検討した全ての例で認められた。 (対物 4 倍、キャ

リブレーション = 500  μm) 
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Fig .  4  未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍に認められた未熟組織の組

織像  (HE 染色 )  

 未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍の大部分に未熟組織が認め

られた。 (対物 40 倍、キャリブレーション = 100  μm) 
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Fig .  5  未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍に認められた表皮の組織像  

(HE 染色 )  

 未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍の一部に表皮が認められた。 

(対物 40 倍、キャリブレーション = 100  μm)  
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Fig .  6  未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍に認められた神経組織の組

織像  (HE 染色 )  

 未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍の一部に神経組織が認めら

れた。 (対物 40 倍、キャリブレーション = 100  μm)  
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Fig .  7  Fig .  6  の  βIII  tubul in  染色  

 神経細胞マーカーである  β I I I  t ubu l in  (褐色 )  染色で陽性を示した。  

(対物 40 倍、キャリブレーション = 100  μm)  
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Fig .  8  未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍に認められた軟骨組織の組

織像  (HE 染色 )  

 未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍の一部に軟骨組織が認めら

れた。 (対物 40 倍、キャリブレーション = 100  μm)  
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Fig .  9  未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍に認められた脂肪組織の組

織像  (HE 染色 )  

 未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍の一部に脂肪組織が認めら

れた。 (対物 40 倍、キャリブレーション = 100  μm) 
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F ig .  10  未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍に認められた筋組織の組

織像  (HE 染色 )  

 未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍の一部に筋組織が認められ

た。 (対物 40 倍、キャリブレーション = 100  μm)  
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Fig .  11  未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍に認められた円柱上皮の

組織像  (HE 染色 )  

 未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍の一部に円柱上皮が認めら

れた。 (対物 40 倍、キャリブレーション = 100  μm)  
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Fig .  12  未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍に認められた粘液腺の組

織像  (HE 染色 )  

 未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍の一部に粘液腺が認められ

た。 (対物 40 倍、キャリブレーション = 100  μm)  
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Fig .  13  未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍に認められた線毛円柱上

皮の組織像  (HE 染色 )  

 未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍の一部に線毛円柱上皮が認

められた。 (対物 4 0 倍、キャリブレーション = 100  μm)   
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Fig .  14  未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍の細胞像  (パパニコロウ

染色 )  

 未分化細胞を含む胚様体に由来する腫瘍の割面をスライドガラスに

捺印し、パパニコロウ染色を施した。小型で核細胞質比の高い未分化

な異型細胞が多数認められた。 (対物 100 倍、キャリブレーション = 10  

μm) 
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3-4  考察  

 分化誘導を施した  iPS  細胞の移植後に腫瘍が形成される原因は、分

化誘導後に未分化細胞が残存することと示唆されている。この仮説を

実験的に検証するため、未分化細胞に特異的に活性化する  Nano g プロ

モーターにて  GFP を発現するマウス  iPS  細胞株を用いてヌードマウ

ス皮下への移植実験を行ったところ、未分化細胞を含む胚様体では移

植箇所すべてにおいて腫瘍形成を認めたが、分化細胞のみで構成され

る胚様体の移植例では腫瘍形成を認めなかった。この結果から、分化

を誘導した  iPS  細胞の移植における腫瘍形成の原因は、胚様体中に残

存する  Nano g  を発現する未分化細胞であることが判明した。未分化細

胞が動物への移植後に腫瘍を形成する現象は、これまでも報告されて

おり、本研究の結果はこれを支持するものである 6 )。 Nanog  の発現お

よび腫瘍形成能を有する多能性幹細胞には  ES  細胞、 iPS  細胞の他に、

胚性生殖細胞や多能性生殖幹細胞がある 8 - 1 1 )。今回、腫瘍形成の原因と

示唆された胚様体中の N anog-GFP を発現する未分化細胞は分化に抵抗

性の  iPS  細胞ではなくこれらの細胞である可能性もある。  

 分化誘導を施さない  iPS  細胞および分化誘導を施した  iPS  細胞由

来細胞を移植した後に形成される腫瘍は奇形腫と報告されているが、

病理学的に卵巣の奇形腫は成熟奇形腫、未熟奇形腫  G rade  1~3  に分類

されている 1 2 )。さらに、成熟奇形腫は良性腫瘍、未熟奇形腫の  Grade  1  
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および  Grade  2  は境界悪性腫瘍、Gr ade  3  は悪性腫瘍に分類される 1 2 )。

本研究で未分化細胞が形成した腫瘍を病理組織学的・細胞学的に解析

したところ  3  胚葉成分に加え、未熟成分が  4  視野以上観察されたた

め、組織型は未熟奇形腫  Grad e  3  であった。また、分化誘導後に残存

する未分化細胞は  3  胚葉への分化能を有することが組織学的に 認め

られた。これまで、iPS  細胞に由来する細胞が形成する腫瘍について病

理学的に詳細に解析したとの報告はない。本研究では、iPS  細胞由来細

胞が形成する腫瘍は悪性腫瘍であることを明らかにした。  

 この研究で用いられた  iPS  細胞はレトロウイルスベクターにより  4  

種類の初期化因子を体細胞に導入することで樹立された。現在、iPS  細

胞株の樹立効率または安全性の向上のために、体細胞の初期化に用い

る遺伝子の組合わせを変えることや、初期化に  DN A を用いない  (タン

パク質や  m iRNA などを用いる )  こと、染色体に組み込まないベクター  

(プラスミドベクターやセンダイウイルスベクターなど )  を用いるなど

の様々な工夫がなされており、多様な  iPS  細胞株の作製法が存在する

1 3 - 2 6 )。その各々についても本研究で行われた検討を行い、株間におい

て分化誘導・移植後に形成される腫瘍の組織型の相違を検討する必要

があると考えられる。   
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第  4  章  

iPS  細胞の分化誘導後に残存した未分化細胞の形態学的解析  

 

4-1  研究の背景および目的  

 第  3  章で  iPS  細胞の分化誘導後に残存する  Nanog  を発現する未

分化細胞が悪性腫瘍を形成することを明らかにした。従って、iPS  細胞

から分化誘導した後の移植用細胞の中に未分化細胞が存在してはなら

ない 1 - 6 )。移植後の腫瘍化を防ぐには未分化細胞が残存しないように分

化させることや、分化誘導後の移植用細胞に混在している未分化細胞

を除去すること、未分化細胞が存在しないことを確認してから使うこ

とが有効であると考えられる。 マウス  iPS  細胞の場合においては、

Nanog を発現する未分化細胞は  GFP 発現により  Nanog  を発現しな

い分化細胞と区別できるが、ヒト  i PS  細胞の場合は倫理的に遺伝子操

作が不可能であるため  Nano g-G FP に依存した鑑別は困難である。その

ため、腫瘍の原因である Nano g を発現する未分化細胞と非腫瘍性の細

胞である N anog を発現しない分化細胞を識別するための指標が必要に

なる。iPS  細胞に由来する細胞において移植後の腫瘍化を防ぐために未

分化細胞を完全に除去・分化させる研究が行われているが、これらは

遺伝子操作が必要であり、抗体などの費用が掛かる問題がある 7 , 8 )。そ

こで胚様体に混在している未分化細胞を形態学的に特徴付けることを
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目的に、胚様体から  Nano g-G FP 発現を指標に未分化細胞と分化細胞を

分離後、形態学的解析を行った。  
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4-2  研究の方法  

細胞株、細胞培養、 iPS  細胞の分化誘導は第 2 章に準ずる。  

 

胚様体中の未分化細胞と分化細胞の細胞標本作製  

 胚様体形成 7 日後、胚様体をゼラチンコートされた培養皿に移し、 3

日間培養した。培養皿に付着した胚様体をトリプシン処理により分散

後、2% FBS 加  PBS に 1×10
6
 個 /m L になるように浮遊させた。死細胞

を染色するために  2μg/m L prop id ium iodide  (P I ,  S igma,  USA)  をサンプ

ル に 添 加 し 、 氷 上 に て  10  分 間 染 色 し た 。 P I  染 色 後 、 FACSAria  

( f l uo rescence -ac t iva t ed  ce l l  so r t e r,  Bec ton  Dick inson ,  USA）  を用いて解

析を行い、 P I  陽性細胞は死細胞として除外し、 N ano g-G FP 発現を指標

に未分化細胞および分化細胞を分取した。分取した細胞と  iPS  細胞を

オートスメアで塗抹し  95% エタノールで固定し、パパニコロウ染色を

施し、形態解析に用いた。分化前の  iPS  細胞は分化誘導後に残存する

未分化細胞と分化細胞と比較するために準備した。  

 

胚様体中の未分化細胞と分化細胞の形態学的解析  

 パパニコロウ染色後の  iPS  細胞、胚様体中の未分化細胞、分化細胞

の画像を画像解析ソフトである  ImageJ  ( Na t iona l  Ins t i t u t es  o f  Hea l th ,  

Be thesda ,  Mar ylan d ,  USA;  onl ine  a t :  h t t p : / / r sb . in fo .n ih .gov / i j )  を用いて

http://rsb.info.nih.gov/ij
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核面積、細胞面積、核細胞質比をそれぞれ 100 個ずつ測定した。面積

は平均±標準偏差  (SD)  として表した。  

 

統計学的解析  

 得られた結果の解析には M ann-Whi tne y U - t e s t  を用い、 p  値が  0 .01  

未満の群間に統計学的に有意差があるものとした。  
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4-3  研究結果  

胚様体中の未分化細胞と分化細胞の形態学的解析  

 胚様体形成７日後、ゼラチンコートディッシュ上で 3 日間接着培養さ

せた胚様体を観察したところ、 Nano g-G FP を発現する未分化細胞と発

現しない分化細胞が混在していた  ( F ig .  1 )。この集塊を酵素処理で個々

の細胞に分散し蛍光観察したところ、未分化細胞と分化細胞が混在し

ていた  (F i g .  2 )。これらの細胞の浮遊液を  FACS に掛け、Nano g-G FP の

蛍光を指標に未分化細胞集団と分化細胞集団として分取した。分取し

た細胞を蛍光観察したところ、未分化細胞集団では、観察した全ての

細胞が  GFP を発現していた。分化細胞集団では、未分化細胞は認めら

れなかった  ( F i g .  3 )。このことから、 FACS により未分化細胞および分

化細胞のみを分取可能であることが示された。  

 分取した細胞のパパニコロウ染色標本を観察した。胚様体中の未分

化細胞は  iPS  細胞と類似した形態を示し、分化細胞と異なっていた  

(F ig .  4 )。次にパパニコロウ染色後の画像を画像解析ソフトを用い核面

積、細胞面積、核細胞質比について測定した。核面積は  iPS 細胞  (1 .00  

±  0 .27 )  を基準とすると、胚様体中の未分化細胞は  0 .96  倍  ±  0 .33  倍、

分化細胞は  1 .16  倍  ±  0 .53  倍であった。 3  群の細胞間に、有意差は

認められなかった  (F ig .  5 )。細胞面積  (核を含む )  は  iPS  細胞  (1 .00  ±  

0 .24 )  を基準とすると胚様体中の未分化細胞において  0 .99  倍  ±  0 .33  
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倍、分化細胞において  2 .66  倍  ±  3 .16  倍となった。i PS  細胞と分化細

胞間、および胚様体中の未分化細胞と分化細胞間に有意差が認められ

た  ( F ig .  6 ,  p  <0 .01 )。さらに、核細胞質比を算出した。 iPS  細胞におい

ては  0 .72  ±  0 . 11、胚様体中の未分化細胞においては  0 .70  ±  0 .14、

分化細胞においては  0 .39  ±  0 .15  の値が得られた。 iPS  細胞と分化細

胞間、および胚様体中の未分化細胞と分化細胞間に有意差が認められ

た  ( F ig .  7 ,  p<0 .01 )。  
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Fig .  1  胚様体形成７日後、ゼラチンコートディッシュ上で 3 日間接着培養した

胚様体  

 培養皿に接着させた胚様体を蛍光観察したところ、 GFP 蛍光を放つ

細胞  (矢印 )  と放たない細胞  (矢頭 )  が認められたことから、胚様体中

に未分化細胞と分化細胞が混在していることが明らかとなった。左に

位相差像、右に蛍光像を示す。(対物 4 倍、キャリブレーション = 200  μm) 
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Fig .  2  FACS  による解析の前に分散した胚様体  

 胚様体を酵素処理により個々の細胞に分散後、蛍光観察したところ、

Nanog-GFP を発現する未分化細胞  (矢印 )  と発現しない分化細胞  (矢

頭 )  が混在していた。左に位相差像、右に蛍光像を示す。 (対物 20 倍、

キャリブレーション = 100  μm) 
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Fig .  3  FACS により胚様体から分取した未分化細胞と分化細胞  

 FACS を用いて胚様体から  F ITC の強弱により未分化細胞集団と  

分化細胞集団を分取した。未分化細胞集団を蛍光観察したところ、全

ての細胞に  G FP 蛍光が認められた  (矢印 )。分化細胞集団を蛍光観察

したところ、全ての細胞に  GFP 蛍光が認められなかった  (矢頭 )。こ

のことから、未分化細胞および分化細胞のみを分取可能であることが

示された。左に位相差像、右に蛍光像を示す。 (対物 2 0 倍、キャリブレ

ーション = 100  μm) 
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Fig .  4  胚様体中の未分化細胞  (左上 )、分化細胞  (右上 )  および  iPS  細

胞  (下 )  (パパニコロウ染色 )  

 FACS により胚様体から分取した未分化細胞および分化細胞にパパ

ニコロウ染色を施した。胚様体中の未分化細胞は小型で核細胞質比が

高い。胚様体中の分化細胞は大きな細胞質を持ち、核細胞質比が低い。

未分化細胞は  iPS  細胞の形態と類似していた。(対物 100 倍、キャリブ

レーション = 10  μm) 
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Fig .  5  胚様体中の未分化細胞と分化細胞の核面積の比較  

 パパニコロウ染色後の胚様体中の未分化細胞および分化細胞、iPS  細

胞の核面積を測定した。核面積については  3  群の細胞間に有意な差は

認められなかった。値は平均値±標準偏差である。Mann –Whitne y U - t e s t  

(*p  <  0 .05 )  
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Fig .  6  胚様体中の未分化細胞と分化細胞の細胞面積の比較  

 パパニコロウ染色後の胚様体中の未分化細胞および分化細胞、iPS  細

胞の細胞面積を測定した。細胞面積については、分化細胞は  iPS  細胞

および胚様体中の未分化細胞に比し、有意に高値を示した。値は平均

値±標準偏差である。Mann–Whitne y  U - t e s t  (*p  <  0 .05 )  
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Fig .  7  胚様体中の未分化細胞と分化細胞の核細胞質比の比較  

 パパニコロウ染色後の胚様体中の未分化細胞および分化細胞、iPS  細

胞の核細胞質比を測定した。核細胞質比については、分化細胞は  iPS  細

胞および胚様体中の未分化細胞に比し、有意に低値を示した。値は平

均値±標準偏差である。Mann–Whitney U - t e s t  (*p  <  0 .05 )  
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4-4  考察  

 分化誘導により  iPS  細胞から形成された胚様体中に存在する未分化

細胞および分化細胞の核面積、細胞面積、核細胞質比を測定したとこ

ろ、分化細胞の細胞面積は比較的大きくばらついていた。この結果は

胚様体形成による無秩序な分化誘導により  iPS  細胞が様々な細胞種に

分化したことを反映しているものと思われる。  

  また、胚様体中に観察される分化細胞の形態は核面積、細胞面積、

核細胞質比において  iPS  細胞と類似していた。未分化細胞は  Nano g 

を発現し、造腫瘍能と多能性を有しており、形態学的にも  iPS  細胞と

類似していたことから、未分化細胞は分化しなかった  iPS  細胞である

ことが示唆された。ところが、Nano g  を発現する細胞は  ES  細胞や  iPS  

細胞の他にも存在する 9 - 2 0 )。今回は複数の胚様体から未分化細胞の集団

を分取したが、この中にも複数の種類の  Nano g 発現細胞が混在してい

ることが予想される。  

 第  2  章でも述べたように、 iPS  細胞株の樹立効率や安全性を高める

ために、 iPS  細胞株には様々な樹立法が開発されている 2 1 - 3 4 )。樹立法

の異なる  iPS  細胞間で形態が異なる可能性があるため、それらの細胞

の形態についても比較検討する必要があると考えられる。  

 iPS  細胞移植時の悪性腫瘍形成は幹細胞治療への応用において最大

の障壁となる 3 5 )。胚様体中の未分化細胞の細胞形態を解析したところ、
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未分化細胞は分化細胞に比べ小型で核細胞質比が高かった。マウス  iPS  

細胞の場合、未分化細胞は  Nano g-G FP の発現により分化細胞と区別で

きるがヒト  iPS  細胞では、Nano g- GFP 発現を指標として未分化細胞と  

分化細胞を識別することは困難である。しかし本研究の結果により、

細胞径の差は未分化細胞と分化細胞を区別するために役に立つ指標で

あり、それらの指標を用いた形態学的解析はヒト  iPS  細胞へ適応でき

る可能性が示唆された。  
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第  5  章  

結論  

 iPS  細胞の再生医療への応用が期待されている。これを実現する際の

最大の課題は  iPS  細胞から分化誘導した細胞の生体移植後の癌化であ

る。本研究で、癌化の原因は分化誘導後に残存する  N anog を発現する

未分化細胞であることを明らかにした。  

 マウス  iPS  細胞の場合、Nano g- GFP 発現を指標に未分化細胞を同定

できるが、ヒト  i PS  細胞については倫理的に  N ano g-GFP 発現を指標

とする未分化細胞の同定が困難である。本研究の結果から、細胞面積

と核細胞質比を指標にすることで分化誘導した  iPS  細胞から腫瘍を形

成する未分化細胞を検出することが可能であると示唆された。  
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