
 1 

「人工多能性幹細胞（iPS細胞）作製・制御等の医療基盤技術」 

平成２０年度採択研究代表者 

 

古関 明彦 

 

（独）理化学研究所 免疫・アレルギー科学総合研究センター 

免疫器官形成研究グループ・グループディレクター 

 

ヒト iPS細胞の分化能と腫瘍化傾向を反映するマーカー遺伝子群の探索 

 

 

§１．研究実施の概要  

 

マウスB リンパ球に由来する iPS細胞（B-iPS細胞）をモデルとして、リプログラミングに抵抗する

遺伝子群の抽出を試み、エピジェネティック因子であるポリコーム群の標的遺伝子群がその標的

であることを示した。また、B-iPS 細胞から試験管内での B 細胞誘導を試みても、PAX5 や EBF

の発現が上昇しない。PAX5 をレトロウイルスを用いて分化途上の前駆細胞に発現させたところ、

部分的ではあるが B 系列の細胞の生成がみられた。PAX5 も EBF もポリコーム群の標的遺伝子

であることから、この不完全なリプログラミングの結果、B-iPS 細胞の分化刺激への抵抗性が生じ

ていると考えられた。 

また、ヒト iPS細胞からの血球系の多能性細胞誘導を試みた。OP9, OP9-DLL1をストローマ細

胞として、ヒト iPS 細胞からヒト CD45-CD34+CD38-細胞、CD45+CD34+CD38-細胞の誘導に

成功したことにより、これら iPS由来ヒト CD34+細胞の in vitroでの分化能、転写因子を中心とし

た遺伝子発現プロファイルを決定した。臍帯血、骨髄由来のヒト CD34+CD38-造血幹細胞との遺

伝子発現の違いについても比較検討を行った。 

我々は、抗腫瘍効果に必須の免疫担当細胞である多機能性細胞集団ナチュラルキラーT

（NKT）細胞から iPS 細胞の樹立についてマウスで成功した。この iPS 細胞は、T 細胞抗原受容

体領域がNKT細胞のみが発現する Vα14-Jα18に遺伝子再構成を起こしているため、試験管内

分化誘導系によって NKT 細胞に容易に分化し得る。この iPS 細胞由来 NKT 細胞はリガンドで

ある糖脂質に反応してサイトカイン（特に IFN-γ）を大量に産生する他、移入実験により強力な抗

腫瘍効果を発揮することを見出した。 

 

 

§２．研究実施体制  
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② 研究項目 

項目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  

項目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 

項目３）ヒト NKT 細胞から誘導した iPS 細胞を用いた成熟 NKT 細胞の分化誘導および機

能解析 

 

 

§３．研究実施内容  

(文中に番号がある場合は（４－１）に対応する) 

 

項目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  

この項目では、マウス B リンパ球に由来する iPS 細胞（B-iPS 細胞）をモデルとして、リプログラ

ミングに抵抗する遺伝子群の抽出を試みた。C57BL6系統由来の３系統のB-iPS細胞と２系統の

通常の ES 細胞を用いて、マイクロアレイを用いたゲノムワイドな発現解析を行ったところ、ポリコム

群の標的遺伝子群に有意な発現抑制が見出された。実際にポリコム群の結合を、ChIP-Chip 法

を用いて解析したところ、ポリコム群のクロマチン結合には、２種類の異常が見出された。ひとつは、

ES 細胞におけるポリコム群の標的遺伝子群ではポリコム群の平均的な結合は有意に低下してい

た。一方、逆に本来ポリコム群の標的ではない遺伝子群では、軽微ではあるものの有意な異所的

な結合が観察された。この結果は、ロンドンの研究グループとの共同研究２）の結果ともよく合致す

る。 

上記の研究をヒト iPS細胞へと広げていく前段階として、ヒト末梢血リンパ球のリプログラミングを

試みた。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

可能であることが明らかになった。また、SV40T 抗原の共発現が、顕著に効率を高めることを見出

した。 

 

項目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 

この項目でのひとつの目的は、ヒト iPS 細胞から、移植・細胞治療に用いることのできるヒト造血

幹細胞・前駆細胞を誘導することである。そのために、OP9, OP9, OP9-DLL1をストローマ細胞と

して、ヒト iPS細胞から誘導したヒトCD45-CD34+CD38-細胞を day 7, day 14で 500~15000個

回収、CD45+CD34+CD38-細胞を day 14 で 500~20000 個回収して、in vivo (新生仔

NOD/SCID/Il2rgKOマウスへの移植)、in vitro (メチルセルロース培養系でのコロニー形成能)

での分化能について解析した。また、ヒト iPS 細胞、臍帯血ヒト CD34+CD38-造血幹細胞、骨髄

由来ヒト CD34+CD38-造血幹細胞、ヒト iPS細胞由来ヒト CD45-CD34+CD38-細胞、ヒト iPS細

胞由来ヒト CD45-CD34+CD38-細胞の RNA を抽出し、pico-ovation を用いて増幅後、

qRT-PCRにて、転写因子の発現様式を qRT-PCRにて解析した。 
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その結果、造血幹細胞の候補分画であるヒト iPS 細胞由来ヒト CD45-CD34+CD38-細胞を

1000~20000 個／マウスで、30 匹の新生仔経静脈的 NOD/SCID/Il2rgKO マウスへ移植したも

のの、1％以上の生着は、骨髄、脾臓、末梢血のどの組織にも認めることができなかった。そこで、

in vitro での分化能について、ヒト iPS 細胞を OP9 上で培養開始後 day14 で回収した

CD45-CD34+CD38-細胞 、 CD45-CD34+CD38-細胞を 、 50ng/ml SCF, 3U/ml EPO, 

20ng/ml G-CSF, 20ng/ml GM-CSF, 20ng/ml IL-3, 20ng/ml IL-6存在下でメチルセルロース

培養を行った。その結果、顆粒球系および単球系コロニー形成能が両者の細胞において確認さ

れた。また、CD45-CD34+CD38-細胞では、fibroblast 様の細胞で構成されるコロニー形成も確

認された。 

次に、in vivoでのヒト免疫再構築が実現しない原因を探索し、OP9の培養によるシグナルで誘

導された CD45-CD34+CD38-細胞、CD45-CD34+CD38-細胞がどの程度、造血系の転写因子

を発現しているかを解析した。その結果、NANOG, OCT3/4, SOX2 などの iPS/ES に重要な転

写 因 子 群 は 、 iPS 細 胞 由 来 ヒ ト CD45-CD34+CD38- 細 胞 、 iPS 細 胞 由 来 ヒ ト

CD45+CD34+CD38-細胞の両者から得られた RNA を用いることで、臍帯血、骨髄由来造血幹

細胞と同等のレベルにまで発現が低下していることが確認された。一方、マウス ES 細胞から造血

前駆細胞へ誘導するとされる HOXB4 や他の HOX 遺伝子については、同等の発現レベルを示

す遺伝子と、十分に発現が高くない遺伝子が混在した。 

以上より、マウスの骨芽細胞である OP9 からのシグナルがヒト iPS 細胞に入ることによって、中

胚葉系、造血系に分化が誘導されることが確認された。しかし、自己複製能を有するヒト造血幹細

胞の誘導には、ヒトストローマ細胞の使用、転写因子の強制発現など、次なるアプローチが不可欠

であると考えられる。同時に、in vivo, 転写因子の発現については、day 14のみならず、day 10, 

day12 の異なる時期に細胞回収→分化能の解析を行うことで、造血幹細胞になったポイントを見

逃していないことを確認する。 

この項目でのもうひとつの目的は、iPS 細胞から B 細胞を誘導する系において、B 細胞を生成

できないクローンと生成できるクローンがあり、この違いがどうして生じるかを明らかにすることであ

る。まず、iPS 細胞から B 細胞への分化のどの時点で分化が停まっているのかを明らかにするた

めに、OP9 を用いた分化誘導系での経時的な変化を

詳細にフローサイトメーター解析した。造血前駆細胞

は c-kit+CD45+として出現し、IL-7R を発現する。次

に c-kitの発現が下がって c-kit弱陽性（c-kitlo）細胞

になり、その後 B 細胞系のマーカーである B220 を発

現して c-kit-B220+細胞になる。B 細胞への抵抗性を

示すクローンの場合、IL-7R+c-kitlo 段階までは分化

する。その時点で分化停止し、B 細胞系のマーカーで

ある B220 を発現するにはいたらないことが判明した

（図１）。 



 4 

そこで、上記培養系において各分化段階の細胞を採取し、マイクロアレイ解析および Q-PCR

法にて遺伝子発現プロファイルを解析した。その結果、B 細胞へ分化しない前駆細胞では、

PAX5やEBFなどのB細胞系の系列決定に必須の転写因子が発現していないことが明らかにな

った。B細胞系の分化が進まないのが、PAX5や EBFなどの転写因子の発現の障害に起因する

ものであれば、これらの因子を強制的に発現させれば、分化停止を解除できるはずである。そこで、

上記培養系において、CD45 陽性細胞が出現した直後にレトロウイルスで PAX5 を導入して強制

発現させてみた。すると、B220 などの B 細胞系のマーカーを発現する細胞が生成した。これらの

実験結果から、いくつかの iPS細胞クローンの示す B 細胞分化への抵抗性は、初期分化に必須

の転写因子の発現が障害されていることに起因すると考えられた。 

 

項目３）ヒト NKT 細胞から誘導した iPS 細胞を用いた成熟 NKT 細胞の分化誘導および機能解

析 

この項目では、NKT 細胞から樹立した iPS 細胞を再分化させて、機能的な NKT 細胞の誘導

を試み、iPS 細胞を試験管内で NKT 細胞へ分化誘導するプロトコールを樹立した。iPS 細胞由

来のNKT細胞のアジュバント活性をマウス生体を用いて検証した。マウスに胸腺腫由来のがん細

胞を注射すると 1週間で肝臓に無数のがん転移巣が生じる。この時点で、α-GalCerを取り込ませ

た樹状細胞を投与する治療実験を実施すると、NKT 細胞が活性化し、転移したがんが完全に消

失する。NKT 細胞を遺伝的に欠損するマウスに iPS 細胞に由来する NKT 細胞を移植し、

α-GalCer を取り込ませた樹状細胞を投与すると、同様に移植したがんの転移を抑えることが分か

った。これにより、iPS細胞由来のNKT細胞は、生体内に存在するNKT細胞と同等の抗がん作

用を有していることが証明できた（図２）。 
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図 2 iPS細胞から作った NKT細胞は抗がん効果を発揮する 

 

NKT細胞から作った iPS細胞から、リンパ球分化を行うと、すべてNKT細胞に分化できる。NKT

細胞を欠損したマウスに iPS細胞から分化させたNKT細胞を移入して、α-GalCerで活性化する

と、移入したメラノーマがん細胞を排除できた。 
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