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研究要旨：細胞表面の糖鎖は分化・発生の様々な段階において多様に変化する。糖鎖認識

抗体はこれらの変化を鋭敏に察知するプローブであり、iPS（induced pluripotent stem cell）

/ES（embryonic stem cell）のマーカーとしても常用されている。しかしながら、これら既

存の抗体のほとんどが EC（embryonal carcinoma cell）を免疫原として得られたものであり、

iPS/ES/EC に共通の成分を認識するものである。本研究では、iPS/ES に特異的な糖鎖認識単

クローン抗体を作成する。そして、これら抗体をプローブとして iPS 細胞など多分化能細胞

の品質管理、良質な細胞集団選別におけるこれら抗体の有効性を検討することを目的とした。 

 

 
A. 研究目的 
ヒト iPS/ES 細胞の表面マーカーとして

汎用されている SSEA3, SSEA4 のエピトープ

はグロボシリーズの糖脂質であり、

TRA-1-60、TRA-1-81、 GCTM2、GCTM343 の

エピトープはプロテオグリカンの一種ケラ

タン硫酸である（Wright A.J. & Andrews 

P.W.,2009）。しかしながら、これら既存の

抗体のほとんどが EC 細胞（embryonal 

carcinoma、胎児性がん細胞）を免疫原とし

て得られたものである。すなわち、これら

の抗体は EC 細胞表面マーカーとして開発

されたものが iPS 細胞/ES 細胞にも陽性で

あることが判明し、利用されているのであ

り、iPS 細胞/ES 細胞に特異的な成分を認識

するものではない。このような背景の下、

申請者らは、ヒト iPS 細胞を免疫原として

ヒト iPS 細胞特異的なマーカー抗体を得る

ことができれば、細胞の未分化性と多分化

能性の維持および各分化ステージにおける

糖鎖の役割の解明に大きな学術的貢献が期

待でき、あわせて、多分化能細胞の品質管

理、良質な細胞集団選別においてきわめて

有効なツールとなると考えた。 

B. 研究方法 

 免疫原としては、医薬基盤研究所より

分譲されている、iPS 細胞 Tic（JCRB1331）

を用いた。免疫原細胞をフロインドコンプ

リートアジュバントでエマルジョン化した

後、マウスの腹腔あるいは皮下に注射した。

1 ヶ月後にマウスの腸骨リンパ節細胞を採

取し、マウスミエローマ細胞(P３U1)と PEG

法により細胞融合した。融合細胞を 96 ウェ

ルプレート10枚に分注しHAT培地で培養後、

ハイブリドーマを得た。次に、ハイブリド

ーマ培養上精を、抗原 iPS 細胞を固定化し

たウェルプレートに加えて反応させたのち、

２次抗体として HRP 標識-Anti Mouse IgG 
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を加え、DAB で発色させる方法で、細胞ス

クリーニングを行った。まず一次スクリー

ニングとして、iPS 細胞陽性のハイブリド

ーマを選択する。つぎに、二次スクリーニ

ングとして、iPS 細胞に対するコントロー

ル細胞として、iPS を樹立したときの元株

であるヒト胎児繊維芽細胞株（MRC-5細胞）、

EC 細胞の一種である 2102Ep 細胞を用い、

これらの細胞への結合性を比較した。また、

平行して、Tic 細胞抽出物を SDS-PAGE にか

け、Tic 細胞陽性ハイブリドーマの培養上

清によるウエスタンブロットを行い、抗原

タンパク質の分子サイズを推定した。これ

らの解析により、iPS 細胞にのみに結合す

るハイブリドーマを選別した。 

C. 研究結果 

ヒト iPS/ES 細胞と EC 細胞を識別する

マーカー抗体の開発 

 iPS 細胞 Tic（JCRB1331）をマウスの

腹腔および皮下に免疫し、得られたリン

パ球細胞をマウスミエローマと融合させ、

iPS 細胞を固定化したウェルプレートを

用いて細胞スクリーニングを行い、Tic

細胞に結合するハイブリドーマ29株を得

た。これらのハイブリドーマの産生する

抗体のほとんどはヒトEC細胞(2102Ep)表

面に結合したが、幸運にも、２種の抗体

は、iPS 細胞表面を強く染色し、EC 細胞

をほとんど染色しなかった。すなわち、

本研究の目的とするiPS/ES特異的単クロ

ーン抗体が得られた。ここでは、このう

ち、R−10G と名付けた抗体について記す。 

R-10G と従来の iPS/ES 細胞の表面マーカ

ー抗体との比較 

 ヒト iPS 細胞株 (Tic)、ヒト ES 細胞株

（KhES-3）およびヒト EC 細胞株 (2102Ep、

NCR-G3) に対する、R−10G および TRA-1-60、 

TRA-1-81、SSEA-3、 SSEA-4、 SSEA-1、mAb84 

の結合性を調べた結果を図 1 に示した。

R-10G はヒト iPS 細胞株 (Tic)、およびヒ

ト ES 細胞株（KhES-3）に良く結合するが、

ヒト EC 細胞株(2102Ep、NCR-G3)には僅かし

か結合しないことが判明した。これに対し、

従来の iPS/ES 細胞の表面マーカー抗体で

ある TRA-1-60、TRA-1-81、 SSEA-3、 SSEA-4 

はヒト iPS 細胞株、ヒト ES 細胞株、および

ヒト EC 細胞にいずれも良く反応した。 

R-10G 抗体により明らかにされた iPS

細胞表面マーカー分子の特徴 

 培養 Tic 細胞を R-10G により蛍光染

色し、TRA-1-60、 TRA-1-81 による染色結

果と比較した。図 1に示すように、R-10G

は、TRA-1-60（A）、TRA-1-81 (B)と同様

にほとんどの Tic 細胞に結合した。しか

しながら、R-10G と TRA-1-60 あるいは 

TRA-1-81 の染色像をマージさせると、意

外にも、一部の細胞では両者のエピトー

プが共発現するが、ほとんどの細胞では

どちらか一方のエピトープが優位に発現

していた。すなわち、未分化状態の iPS

細胞コロニーを構成する細胞は単一クロ

ーンとしての均一な細胞集団ではなく、

不均一な糖鎖抗原を発現している細胞の

集合体であることが明らかになった。こ

の未分化 iPS 細胞の不均一性は、iPS 細胞

からの分化・組織再生を考える場合の基

本的なコンセプトとして重要な知見であ

る。細胞表面糖鎖の変化がゲノムをはじ

めとする細胞内構造のどのような変化を

反映しているのか、あるいは細胞の分化

の程度や方向性などと関連しているのか

など興味ある問題を提起している。 
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ヒト iPS 細胞より R−10G 抗原の単離とそ

の性質の解析 

 iPS細胞表面のR-10G結合抗原タンパ

ク質は250kDa以上の高分子領域に幅広く

拡散した単一バンドを示した。そこで、

R-10G 抗体カラムクロマトグラフィーに

より本抗原を精製し、ウエスタンブロッ

トのバンドの位置に相当するタンパク質

バンドを切り取り、そのトリプシン分解

物をLC/MS/MSにかけ分析した。その結果、

本抗原は、ポドカリキシン（podocalyxin）

と同定された（図 3）。ポドカリキシンは、

腎臓の糸球体上皮細胞（足細胞）に見出

された膜貫通型の糖タンパク質である。

最近、TRA-1-60、TRA-1-81 のコアタンパ

ク質もポドカリキシンポリペプチドであ

ると報告されている。すなわち、R-10G、

TRA-1-60、TRA-1-81 は同一ポリペプチド

上に発現している異なったエピトープを

認識する抗体である。 

R−10G のエピトープは低硫酸化ケラタ

ン硫酸である 

 R-10G抗原タンパク質のエピトープ

の解析は、まず、本抗原タンパク質を各

種グリコシダーゼで消化し、消化処理前

後の変化をSDS-PAGE、ウエスタンブロッ

トにより解析する方法で行った（図４）。

その結果、本抗原は、PNGase F、ノイラ

ミニダーゼ、α1−2 およびα1−3/4 フコ

シダーゼ、コンドロイチナーゼABC、へパ

リナーゼ、へパリチナーゼ消化によって

は、ウエスタンブロットの位置および濃

度に変化が見られないのに対して、ケラ

タナーゼ、ケラタナーゼ II、エンド-β-

ガラクトシダーゼで消化すると、R-10G陽

性バンドは完全に消失した。後者の3つの

酵素はいずれもケラタン硫酸を分解する

酵素であることから、エピトープはケラ

タン硫酸であると結論された。ケラタン

硫酸は-3Galβ1-4GlcNAcβ1-の2糖の繰

り返し構造から構成されている。通常、

GlcNAc残基の6位は硫酸化されている。

Gal残基の6位は硫酸化されている場合

（A)と、されていない場合(B)がある。(A)

の繰り返し構造を持つ場合を高硫酸化ケ

ラタン硫酸、(B)を低硫酸化ケラタン硫酸

と便宜的に呼ぶことにする。上記の一連

のケラタン硫酸分解酵素は異なる基質特

異性を持ち、異なった結合部位で、ケラ

タン硫酸を分解することが知られている

ので、これらの性質を利用してケラタン

硫酸の構造の概略を知ることができる。

すなわち、本エピトープはエンド-β-ガ

ラクトシダーゼにより容易に消化された

が、このことはほとんどのGal残基の6位

は硫酸化されていないことを示している。

次に、より直接的な証拠を得るために、

本抗原タンパク質をケラタナーゼ IIで

消化し、消化物を豊田らにより開発され

たポストカラム検出法を用いたイオンペ

ア逆相 HPLCで分析した。その結果、ほと

んどすべての分解物がGal-GlcNAc (6S) 

の2糖であることが示された。従って、本

エピトープを構成するケラタン硫酸は、

ガラクトース残基の硫酸化の度合いの低

い、いわゆる低硫酸化ケラタン硫酸であ

ることが明らかとなった。  

 なお、ケラタン硫酸を認識する抗体

はいくつかすでに市販されている。なか

でも 5D4 抗体はケラタン硫酸の同定によ

く利用されている。5D4 は高硫酸化ケラタ

ン硫酸を認識するとされており、R-10G
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とは異なる特異性を持つと予想された。

実際、5D4 はヒト iPS 細胞に対して結合性

を示さなかった。また、R-10G および 5D4

はいずれもウシ角膜由来のケラタン硫酸

と結合するが、5D4 の結合はサメ軟骨由来

の高硫酸化ケラタン硫酸の添加により顕

著に阻害されるのに対し、R-10G の結合は

ほとんど影響を受けなかった。すなわち、

両者は同じケラタン硫酸認識抗体ではあ

るが、その性質は大きく異なっている。 

このように、R-10G はこれまで免疫学的

に検出することが出来なかった低硫酸化

ケラタン硫酸を認識する抗体であり、免

疫沈降法、ウエスタンブロット、免疫組

織染色などで、これまで見落とされてい

た低硫酸化ケラタン硫酸の検出に有効な

ツールとなることが期待される 

D. 考察 

 今回開発に成功した iPS/ES マーカー

抗体 R−10G は、既知の iPS/ES マーカー抗体

である TRA-1-60、TRA-1-81、 GCTM2、 

GCTM343、 SSEA3、 SSEA4、などと同様に、

糖鎖認識抗体であったが、その細胞結合性

は異なり、ヒト iPS/ES 細胞に結合するがヒ

ト EC 細胞には結合しない。一方、これらの

抗体はいずれも大多数の iPS 細胞を染色す

るが、それぞれの染色性は細胞により均一

ではない。すなわち、個々の iPS 細胞表面

に発現する糖鎖エピトープはきわめて多様、

不均一であることを示している。このよう

な表面糖鎖構造の相違が、細胞の未分化性

と多分化能性の維持および各分化ステージ

とどのように関係しているのか、興味ある

問題である。 

E. 結論 

 筆者らが開発した R−10G 抗体は、ヒト

iPS/ES 細胞に結合するがヒト EC 細胞には

結合しない。このため、R−10G 抗体はヒト

ES/iPS 細胞実用化における幹細胞バンクの

基盤整備において、多分化能細胞の品質管

理、良質な細胞集団選別試薬としてきわめ

て有効である。 
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