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① 研究代表者：古関 明彦（(独)理化学研究所、グループディレクター） 

② 研究項目 

・造血・免疫系細胞からの iPS 細胞の誘導と遺伝子発現とエピゲノム状態のプロファイリング 

・iPS 細胞からの造血幹細胞への分化誘導と白血病化傾向の評価 

・マウス及びヒト iPS 細胞からの NKT 細胞の誘導系の標準化 
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１） 造血・免疫系細胞からの iPS 細胞の誘導と遺伝子発現とエピゲノム状態のプロファイリング 

内因性コアサーキットの樹立状態をモニターする目的のために、Nanog, Oct4, Sox2, Lin28 の４遺伝子

の各蛋白質翻訳部分のＣ末端部分に EGFP を融合させた融合蛋白質を発現させるノックインマウスの作

成をした。Sox2-GFP だけで、ホモ個体が得られ、ES 細胞での GFP 蛍光が観察出来た。この Sox2-GFP

ノックインマウス由来 B リンパ球や胎児繊維芽細胞（MEF）から iPS 誘導を行った結果、それぞれ誘導 13

日後あるいは 11 日後から ES 細胞と同等の GFP の蛍光が観察された。また B リンパ球では MEF に比

べてリプログラミングが２日間遅いことから、免疫系細胞のような最終分化した細胞で内因性コアサーキ

ットを樹立するには、持続的な外来性 OSKM 発現を要求する事を示した。 

マウス B 細胞由来 iPS 細胞をモデルとして、リプログラミングが十分に起こらない遺伝子群の検索を試み

た結果、エピジェネティック制御因子の一つであるポリコム群タンパク質の標的遺伝子群が十分にはリプ

ログラミングされないことが示唆された

1,2,5,6,8)

。Cdkn2a とポリコム（Ring1B）のダブルノックアウト（dKO）と

Cdkn2a シングルノックアウト(sKO)を用いて、B リンパ球からの iPS 細胞誘導効率を解析した結果、dKO
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細胞では sKO 細胞に比べて誘導効率が約 2 倍上昇するだけでなく、多能性マーカーの発現も有意に

増えていた。しかしながら、ES細胞様コロニーをピックアップ後、5回継代したところiPS細胞として樹立さ

れるクローン数は dKO では有意に減少していた（以上の実験結果について再現性を現在確認中）。こ

のことからポリコム群は、リプログラミング過程初期には抑制的に作用し、後期には促進的に働くことが示

された。今後、このメカニズムを解明するべく、山中・山田によって開発されたリプログラマブルマウスを

用いた初期過程におけるポリコム群の動態の解析を試みる。 

ヒト末梢血リンパ球のリプログラミングについては、センダイウイルスベクターを用いた山中4因子の

導入により、再現性よくリプログラミングが可能であることや外来遺伝子のゲノムへの挿入がない

iPS 細胞を樹立出来ることを明らかにした。また SV40T 抗原を山中 4 因子と共発現することで、T

細胞からの樹立効率を約 10 倍に高められることが明らかになった。さらに抗原特異性 T 細胞クロ

ーン（Mart1）からも山中 4 因子だけでは iPS 化が困難であったが、SV40T 抗原の共発現により iPS

化することが可能となった。この結果は SV40T 抗原による細胞増殖の活性化によることが示唆され

た。 

 

２）iPS 細胞からの造血幹細胞への分化誘導と白血病化傾向の評価 

in vitro でのヒト T 細胞由来 iPS 細胞（T-iPS 細胞）から T 細胞を分化誘導する培養系の開発を行

った。臍帯血中および成人末梢血中の CD8T 細胞（キラーT 細胞）から作製した複数のヒト T-iPS

細胞を用いた。培養にはよく用いられている OP9-DL1 細胞との共培養系に、独自の改良を加え

た。 

培養開始後 40 日目には CD4CD8 共陽性（DP）細胞の出現が認められた。ES 細胞通常の iPS 細

胞を用いた培養に比べて、DP 細胞分画中の T 細胞レセプター発現細胞の割合は 20 倍以上であ

った。さらに培養 60 日後には、ES 細胞通常の iPS 細胞を用いた培養に比べて 10 倍以上の数の

CD8 陽性成熟 T 細胞がみられた。すなわち、T 細胞レセプターの再構成を引き継いだ iPS 細胞か

ら T 細胞を作製した場合は、効率よく T 細胞レセプターが発現し、より高率に in vitro の条件でも

成熟 T 細胞を分化誘導できると思われた。この知見を踏まえ、24 年度には、メラノーマ抗原

MART1 特異的な T 細胞から作製したヒト T-iPS 細胞を用いて、抗原特異的キラーT 細胞の誘導を

試みる。 

ヒト iPS から HSC/HPC の誘導について、サイトカイン添加とストロマ細胞を用いたふたつの培養系

で、評価を行った。OP9、OP9-DLL1 を用いた培養系により、ヒト iPS 由来 CD34+CD38-細胞は出

現頻度のばらつきはあるものの、確実に分化誘導した

7)

。これらの細胞は、顆粒球系、単球系、赤

芽球系に分化することが確認された。また、ヒト SCF, TPO, Flt3 リガンド存在下での誘導条件を検

討した。この培養条件においては、培養開始１４日目（d14）にソートした iPS 由来 CD34+CD38-細

胞のほうが d7 にソートした同じ分画の細胞より明確なクラスター形成したことから、d7 から d14 に至

る過程で、造血前駆細胞同様なクラスター形成能を獲得すると考えられた。ここで変化する転写因

子について検討したところ、iPS で高発現で、d7 iPS-CD34+細胞でも発現が維持されていた

SALL1, SALL4, ETV4 が、d14 iPS-CD34+細胞で造血幹細胞に近いレベルにまで低下することが
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明らかになった。２４年度に、これらの抑制が、中胚葉系から造血系への誘導を促すかについて、

ヒト iPS 細胞を用いた検証を実施する。 

これらの細胞について、NSG マウスを用いて生着能と分化能について検討した。５０匹以上の移植

を実施したが、有意なヒト細胞の生着を認めなかった。今後、新たに作製したヒト Kit リガンドノック

インマウス等の使用

4)

、と成熟マウスへの大腿骨骨髄への注射法などを併用した解析を試みる。 

 

３） マウス及びヒト iPS 細胞からの NKT 細胞の誘導系の標準化 

従来のプロトコールにより、iPS より誘導された NKT 細胞は、CD24 陽性、CD44 弱陽性、CD62L 弱

陽性、CD69 弱陽性 NK1.1 陰性で、胸腺内に存在する CD4 陽性 CD8 陽性 DP 細胞と表現型が

酷似しており、CD4 と CD8 の発現についても両陽性であった。サイトカイン産生については

IFN-γ、IL-4、IL-9、IL-10、IL-13、IL-17A、IL-22 の産生能を有するものの、胸腺 NKT 細胞のそ

れと比して 1/2～1/5 の産生能しか有していなかった。そのため、より強いアジュバント活性を有す

る NKT 細胞を誘導するプロトコールの開発が求められた。 

IL-15 欠損マウスにおいては IFN-γ 産生性の NKT 細胞の数は 1/10 程度に減っており、IL-12

シグナルカスケードに位置する IL-12 受容体 β2、Stat4、T-bet の発現が著しく減じていたことにヒ

ントを得て、iPS 細胞共培養 20 日から 25 日まで IL-7、IL-15、可溶化型 IL-15 受容体 α 鎖を加

えたところ、著しい細胞増殖が認められ、従来法の 20 倍の NKT 細胞を誘導することが可能となっ

た。しかしながらこの細胞は IFN-γ 産生能の減弱が認められた。そこで、さらに共培養 20 日から

25 日まで IL-7、IL-15、可溶化型 IL-15 受容体 α 鎖に加えて IL-12 存在下培養したところ、細胞

増殖阻害を伴うことなく従来の 10 倍以上の IFN-γ を産生し得る NKT 細胞を誘導することに成功

した

3)

。この新しい培養法で誘導した NKT 細胞は、強力な抗腫瘍活性を有することも確認できた。

EL4/EG7 腫瘍モデルにおいて、従来の 1/40 の移入量（10＾5 個/マウス）で生着および腫瘍の縮

退を認めた。 

一方 NKT 細胞の iPS 化は絶対的な細胞数が少ないことや誘導効率の低さもあって樹立困難であ

ることが示唆された。現在、NKT 細胞の培養条件改善および、T 細胞を使っての iPS 細胞の誘導

効率改善を試みている。また末梢血 CD8 陽性 T 細胞から樹立した iPS 細胞の T 細胞受容体

（TCR）の DNA 配列を ZFN もしくは TALEN システムを用いてターゲッティングし、NKT 様の TCR

配列に改変することで、NKT様TCRを保持するiPS細胞を作製することを試みることにした。T-iPS

（hi76-2）のゲノム DNA から再構成された TCR 配列を決定しターゲッティングベクター、およびドナ

ーベクターを現在準備中である。 
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（（（（３３３３－－－－２２２２））））    知財知財知財知財出願出願出願出願 

① 平成 23 年度特許出願件数（国内 0 件） 

② CREST 研究期間累積件数（国内 1 件） 


