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Breakthrough of Stem Cell ResearchBreakthrough of Stem Cell Research

2007 年 11 月 20 日、iPS 細胞に関する画期的な科学論文 2 編が
同時に発表されました。Science Express 誌に発表された米国ウィ
スコンシン大学マディソン校の James Thomson 先生らの報告と、
同日 Cell 誌に発表された京都大学再生医学研究所の山中伸弥先生ら
の報告です。山中先生らは更に、2008 年 2 月 14 日発行の
Science Express に iPS 細胞に関連する新たな知見を発表されま
した。ここに、Science に掲載された２つの論文を邦訳してお届け
いたします。この機会に、多くの研究者の方々に、生命科学と医療の
現場に革新をもたらす知見として広く世界に認められた業績に触れて
いただきたいと考えます。

監修：京都大学再生医科学研究所　再生誘導研究分野　青井 貴之先生



図1．成体マウスの肝細胞と胃上皮細胞から作製した iPS細胞の特徴
a）ゼラチン処理を行ったプレート上での初代肝細胞と胃上皮細胞の形態。
スケールバー＝50μm。b）STOフィーダー細胞上での iPS-Hep 細胞と
iPS-Stm細胞の形態。スケールバー＝500μm。c）RT-PCRによる
iPS-Hep 細胞、iPS-TTF 細胞、およびES細胞におけるES細胞マーカー
遺伝子の発現解析。レトロウイルスによる遺伝子導入には、2種類の培地
を用いた。Aと表示してあるクローンでは無血清培地にEGFとHGFを加
えて用いた。一方、Bと表示してあるクローンでは10％の血清培地を用い、
EGFとHGFを使用しなかった。Oct3/4およびSox2の発現については、
内在性の転写産物のみ（endo）を増幅するプライマーセットを用いた。泳
動量のコントロールとして、NAT1を用いた（17）。陰性対照として、
Sox2については逆転写なし（RT-）の鋳型についてもPCRを行った。

成体マウス肝および胃細胞からの多能性幹細胞樹立

4種類の転写因子をレトロウイルスベクターで導入することにより、

マウスおよびヒトの線維芽細胞から誘導多能性幹細胞（人工多能性幹

細胞、iPS細胞）がこれまでに樹立された。しかし、iPS細胞の起源

や誘導の分子機序は、まだ明らかになっていない。今回われわれは、

成体マウスの肝細胞および胃上皮細胞から iPS細胞を樹立したので

報告する。樹立したこれらの iPS細胞のクローンは、遺伝子発現が

ES細胞と同等であると考えられる。また、生殖系列キメラを形成す

る能力がある。遺伝学的手法を用いた細胞系列の追跡解析により、肝

臓由来の iPS細胞はアルブミン発現細胞に由来することが判明した。

複数のクローン間で、共通したレトロウイルスの挿入部位は見いださ

れなかった。これらの知見から、iPS細胞は分化系列が決定している

体細胞に対する直接的な初期化によって誘導され、特定の部位へのレ

トロウイルスの挿入は必要でないことが示唆される。
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　　　種類の転写因子、Oct3/4、Sox2、Klf4、および c-Myc を

　　　レトロウイルスによって導入することで、成体マウスの線維芽

細胞は初期化され、胚性幹細胞（ES細胞）と同様の未分化な状態を

獲得する（1,2）。このような細胞は人工多能性幹細胞（iPS細胞）

と命名された。その後、ヒトの iPS細胞も、2通りの異なる組み合

わせの転写因子を用いて樹立された（3,4）。ヒト iPS細胞の樹立が

可能になったことにより、患者特異的な幹細胞を作出し、培養下で病

態を研究する道が拓かれた（3-5）。しかし、iPS細胞の誘導に関わ

る機序はまだ明らかになっていない。iPS細胞の誘導効率の低さは、

その起源が線維芽細胞培養に混在している未分化な幹細胞であること

によるのかもしれない。さらに、特定の部位にレトロウイルスが組込

まれることが、iPS細胞の誘導に必要である可能性もある（6）。

　　今回われわれは、線維芽細胞ではなく、上皮細胞から iPS細胞

を樹立した。β-geo 遺伝子（β- ガラクトシダーゼとネオマイシン耐

性遺伝子の融合遺伝子）を Fbx15遺伝子座にノックインしたマウス

（7）から、肝細胞および胃上皮細胞初代培養（図1a）を単離した。

Fbx15遺伝子は、ES細胞および着床前の胚に特異的に発現してい

る遺伝子である。Fbx15レポーターによって選択された線維芽細胞

（マウス胚性線維芽細胞［MEF］、または尾端線維芽細胞［TTF］）由

来の iPS細胞は、遺伝子発現、DNAメチル化パターン、およびキメ

ラ形成においてES細胞とは異なっている（2）。

　　この肝細胞および胃上皮細胞に、レトロウイルスベクターを用い

て4種類の転写因子（Oct3/4、Sox2、Klf4、および c-Myc）を

導入した。レトロウイルスによる上皮細胞への遺伝子導入効率（30

～45％、図S1a）は、MEFへの導入効率（＞85％、図S1b）よ

りも低かった。希釈したレトロウイルスでMEFに遺伝子導入を行っ

て、その効率が30％前後であった場合には、iPS細胞は得られてい

ない（図S1b）。上皮細胞に遺伝子導入して3日後、血清とG418（ネ

オマイシン）を加えたES細胞用の培地に交換した。2週間後、その

ように低いレトロウイルスによる遺伝子導入効率にもかかわらず、肝

細胞と胃上皮細胞の両方において、G418耐性で、核が大きく細胞

質に乏しい特徴を持つES細胞様のコロニーが複数観察された。
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図2．iPS-Hep/Stm細胞の多能性
a）iPS細胞由来マウスの腫瘍発生率と死亡率。iPS-MEF細胞または
iPS-Hep/Stm細胞から作製されたキメラマウス（上段）および F1マウス
（下段）の、腫瘍による累積死亡率（左側）と全死亡率（右側）を示す。「死亡」
は衰弱による屠殺例を含む。死亡例はすべて、死因を検討するために解剖し
た。各図の下に示す数字は、各時点で解析されたマウス数を示す。b）
iPS-Hep 細胞および iPS-Stm細胞に由来するキメラマウスにおける高い周
産期死亡率。出生時の生存個体数と死亡個体数を示す。

　　G418耐性のコロニーを増殖させたところ、約60％の細胞がマ

ウスES細胞と区別できない形態を示した（図1b）。われわれはこれ

らの細胞をそれぞれ iPS-Hep（iPS-Hepatic）、および iPS-Stm

（iPS-Stomach）と命名した。これらの細胞は増殖能についてもES

細胞と同様の結果を示した（図S2a）。RT-PCRを行うと、iPS-Hep

細胞（図1c）と iPS-Stm細胞（図S2b）は、ES細胞と同程度の

内在性のOct3/4と Sox2を発現していることがわかった。また、

iPS-Hep 細胞と iPS-Stm細胞は、Nanog、Rex1、ECAT1、

Cripto、およびGdf3 など ES細胞のマーカー遺伝子についても、

ES細胞と同程度に発現していた。一方、Fbx15レポーターによって

選択されたTTF由来の iPS細胞（iPS-TTF）は、ES細胞マーカー

遺伝子の発現量が低かった（図1c）。次いで、iPS-Hep 細胞と

iPS-TTF 細胞の作製時に、2通りの培養条件を検討した。一方は上

皮成長因子（EGF）と肝細胞増殖因子（HGF）を添加するが血清は

添加しない（図1c,A）、もう一方は10％の血清を添加するが、EGF

とHGFは添加しない（図1c,B）とした。その結果、両方の培養条

件下で、iPS-Hep 細胞は iPS-TTF 細胞よりもES細胞マーカー遺伝

子の発現量が多かった。iPS-Hep 細胞と iPS-Stm細胞では、

Oct3/4、Nanog、および Fbx15各遺伝子のプロモーター領域の大

部分が、完全とはいえないものの、非メチル化状態にあった（図S2c）。

この点についても iPS-TTF 細胞とは対照的であり、iPS-TTF 細胞で

は部分的な脱メチル化が認められるのみであった（2）。このように、

（iPS-MEF、iPS-TTF と同様に）Fbx15遺伝子の発現によって選択

された細胞であるにもかかわらず、iPS-Hep 細胞と iPS-Stm細胞は

iPS-TTF 細胞よりも、ES細胞によく似ている。

　　そこで、iPS-Hep 細胞と iPS-Stm細胞（1×106細胞）をヌー

ドマウスの後側腹部皮下に移植した（表S1）。移植から4週間後、

全てのマウスで、神経組織、筋肉、軟骨、腸様の上皮組織など三胚葉

に由来するさまざまな組織からなる腫瘍が形成された（図S3）。この

結果から、iPS-Hep 細胞と iPS-Stm細胞は多能性を持つことが実証

された。

　　次にこれらの細胞を、マイクロインジェクションによって胚盤胞

にも移植した（表S2）。Fbx15レポーターマウスに由来する8種類

のiPS-Hep細胞のクローンと、6種類のiPS-Stmクローンをインジェ

クションに用いた。さらに、Nanog遺伝子の発現によって選択した

5種類の iPS-Hep 細胞のクローンについても同様にインジェクショ

ンを行った。これらのクローンの大半は、恒常的に活性化している

CAGプロモーター（8）によって発現するGFPの導入遺伝子を有し

ていた。加えて、選択マーカーなしに形態のみで選択した1種類の

iPS-Hep 細胞のクローン（9-11）も移植した。これらのなかから、

iPS-Hep 細胞の10クローン、および iPS-Stm細胞の2クローン

に由来する成体キメラマウス（毛色によって示されている）が得られ

た（図S4a）。Fbx15遺伝子の発現で選択された iPS-Hep 細胞の1

クローン（21週齢のマウス由来）と iPS-Stm細胞の2クローン

（12週齢のマウス由来）が、生殖細胞系列に導入されたことが、

GFPが発現と導入遺伝子の存在から確認された（図S4b）。この点

に関しても同様に、Nanog遺伝子の発現によって選択された線維芽

細胞（MEFもしくはTTF）由来 iPS細胞（iPS-fibroblast）だけが

成体や生殖細胞系列キメラになり、Fbx15によって選択された

iPS-fibroblast ではそれらが得られなかった（2）ことと対照的であっ

た。

　　次に、iPS-Hep 細胞由来、iPS-Stm細胞由来、あるいは

iPS-MEF細胞由来のマウス間で腫瘍発生率を比較した。インジェク

ションした12系統のうち独立した10クローンの iPS-MEFから、

46個体の成体キメラマウスが得られた。これらのキメラマウスのう

ち、およそ30％が30週齢までに腫瘍を発生した（図2a）。一方、

iPS-Hep 細胞と iPS-Stm細胞の12クローンから得られた65個体

の成体キメラマウスでは、この期間中に腫瘍の発生は認められなかっ

た。さらに、8種類の iPS-MEF細胞クローンに由来する F1マウス

のおよそ20％においても、30週齢までに腫瘍が発生したが、

iPS-Hep 細胞や iPS-Stm細胞由来の F1マウスでは腫瘍は観察され

なかった（図2a）。iPS-Hep 細胞や iPS-Stm細胞由来のマウスの

うちの幾匹かが、通常飼育施設への移動後に死亡したが、これらのマ

ウスを剖検しても腫瘍は発見できなかった（図2a）。

　　しかし、iPS-Hep 細胞および iPS-Stm細胞由来のキメラマウス

は、非キメラマウスと比較して、周産期死亡率が高かった（図2b）。

このような周産期における高死亡率は、iPS-MEF細胞由来のキメラ

マウスでは認められなかった。死亡したマウスの剖検を行ったが、肉

眼的な外観は正常で、死因は不明であった。クローン動物によくある

と考えられているが（12）、なんらかのエピジェネティックな異常が

周産期死亡の原因であるのかもしれない。一方、生後1日を経過し

たマウスでは、死亡率増加は認められなかった（図2a）。
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