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 研究要旨 

先天性異常疾患群領域の難病研究班10班の疾患特異的研究者と、各地の成育医療施設で包括
的に先天異常患者の診療に従事しつつ多数班の研究分担者として研究を支えている専門医群
の両者を含む重層的・複合的な臨床研究ネットワーク体制を構築し、課題を組織的・体系的
に解決する。研究チーム内での分担研究者の役割は疾患特異的iPS細胞の樹立と蓄積である。
分担者は末梢血由来のiPS細胞が良好に神経分化して神経疾患の症状を再現可能であること
を示し、さらにストックと増殖が可能な不死化リンパ芽球から誘導したiPS細胞も同様であ
ることを示した。すなわち今後のiPS細胞の樹立は末梢血が第一選択となり当研究班内です
でに蓄積されている不死化リンパ芽球ストックがiPS細胞研究リソースとして用いることが
できると考えられた。ハイスループットなiPS細胞の樹立方法の確立に成功した。 

 
 

Ａ．研究目的 
本計画では、先天性異常疾患群領域の難病研究
班10班の疾患特異的研究者と、各地の成育医療
施設で包括的に先天異常患者の診療に従事しつ
つ多数班の研究分担者として研究を支えている
専門医群の両者を含む重層的・複合的な臨床研
究ネットワーク体制を構築し、課題を組織的・
体系的に解決する。 分担者の研究チーム内での
分担研究者の役割は疾患特異的iPS細胞の樹立
と蓄積である。 
 
Ｂ．研究方法 
1. 本年度は研究リソースとしての iPS 細胞の
可能性を広げるため、また、協力患者の拡大を
図るために、侵襲の少ない末梢血を用いた以下
の方法の最適化を行った。 
①末梢血からの iPS 細胞の樹立と神経分化 
 健康成人から末梢血を採取し、CD3陽性のT
細胞を純化し、センダイウイルスを用いて遺伝
子導入を行いiPS細胞を樹立した。樹立したT細
胞由来のiPS細胞を神経分化誘導を行い、疾患解
析に用いることが可能かを検討した。 
②不死化リンパ芽球株からの iPS 細胞の樹立と
神経分化 
 健康成人からEBVを用いて作成した不死化リ
ンパ芽球株に遺伝子導入を行いiPS細胞を樹立
した。樹立したT細胞由来のiPS細胞を神経分化
誘導を行い、疾患解析に用いることが可能かを
検討した。 
 
2.文部科学省再生医療実現拠点ネットワークプ
ログラム疾患特異的 iPS 細胞を活用した難病研

究「疾患特異的 iPS 細胞技術を用いた神経難病
研究」拠点との連携 
H24 年度に採択された上記拠点との連携を促進
した。本研究班では下記の 5 課題が共同研究課
題として拠点と連携している。 
① Prader-Willi 症候群患者由来の iPS 細胞

を用いた疾患発生機序の解明と創薬 
② Rubinstein-Taybi 症候群 iPS 細胞を用い

た新規治療薬開発 
③ Angelman 症候群 iPS 細胞を用いた疾患発

症機構の解明と新規治療薬開発 
④ コステロ症候群の発症機序の解明及び薬物

治療法開発 
⑤ CFC 症候群の発症機序の解明及び薬物治療

法開発 
 
3.ハイスループットなiPS細胞の樹立方法の確
立 
血液細胞・不死化リンパ芽球株からのiPS細胞の
樹立方法をさらに簡便化し、多くの症例（〜100
症例）の体細胞を一度にiPS細胞化する樹立系の
確立を目指した。1000個の細胞をセンダイウイ
ルスを用いてリプログラミングし96wellプレー
ト上で約20日間でiPS細胞の樹立を試みた。 
 
(倫理面への配慮) 
動物の飼育・管理は慶應義塾大学医学部動物実
験ガイドラインを遵守して行われている。また、
当研究室におけるヒト ES 細胞の使用について
は、文部科学省の「ヒト ES 細胞の樹立及び使用



       

に関する指針」に基づき、平成 19 年 10 月 31 日
に「ヒト胚性幹細胞を用いた中枢神経系の再生
医学の基礎的研究」として承認され、研究計画
はそれに準拠したものとなっている。患者から
の iPS 細胞の樹立は「神経疾患患者からの iPS
細胞の樹立とそれを用いた疾患解析に関する研
究」として慶應義塾大学医学部倫理委員会の承
認を受けており（2008 年 6月）、十分な説明の
上で患者の同意の下で行われる。他施設との共
同研究においては当該施設においても倫理委員
会の承認を受けている。 
 
Ｃ．研究結果   
1.末梢血・不死化リンパ芽球由来 iPS 細胞の神
経分化 
 T 細胞から誘導した iPS 細胞は良好に神経分
化誘導が可能であり、十分な数のニューロンが
誘導された。また、この細胞をアストロサイト
と 30 日間共培養することにより、誘導されたニ
ューロンから活動電位を検出することに成功し
た。さらに、遺伝性パーキンソン病患者末梢血
から誘導した iPS 細胞を神経細胞へ分化誘導し、
線維芽細胞由来の iPS 細胞から誘導したニュー
ロンで確認されていたミトコンドリアの機能異
常再現することに成功した。これらの結果から
T 細胞由来 iPS 細胞は従来の線維芽細胞由来の
細胞と同様に神経疾患の病態解析に使用可能と
考えられる。 
 不死化リンパ芽球から誘導した iPS 細胞も良
好に神経分化誘導が可能であり、これまでの解
析では EBV による不死化の影響は分化細胞で
は従来の（不死化していない）血液細胞由来の
iPS 細胞と比較して有意な差を認めていない。
遺伝性パーキンソン病患者の表現型を同じ患者
の不死化リンパ芽球株から樹立した iPS 細胞で
も再現した。これらの結果から T 細胞由来 iPS
細胞・不死化リンパ芽球は従来の線維芽細胞由
来の細胞と同様に神経疾患の病態解析に使用可
能と考えられた。 
 
2.共同研究医課題の中で Prader-Willi 症候群
に関してはこれまで 3例の iPS 細胞を樹立し、
解析が進行中である。Angelman 症候群に関して
は 3検体から iPS 細胞を樹立し、現在使用する
細胞株の選定を行っている。 
 
3.ハイスループットな iPS 細胞の樹立方法の確
立 1000個のT細胞を 96well上で約 10日間で iPS
細胞化することに成功した。さらに培地交換の
みで約 25日間で神経細胞への分化誘導を 96well
プレート上で行う培養系を開発した。 
 
Ｄ．考察 
末梢血から作製した iPS 細胞は、T 細胞由来

だけでなく、不死化リンパ芽球由来線維芽細胞
由来の iPS 細胞も、従来の線維芽細胞由来 iPS

細胞とほぼ同様の分化誘導能力を示し、十分に
疾患解析に用いることが出来るのではないかと
考えられる。 
今後は、より侵襲の低い採血でiPS細胞が樹立

できるという点を患者に周知し、協力を募って
いく。受診のタイミングが合わない場合、樹立
施設との連携が困難な受診施設では、不死化リ
ンパ芽球化（SRLに依頼可能）を行い。ストッ
クしておくことを検討すべきであろう。現在当
研究班内でも不死化リンパ芽球ストックは数多
く保有されており、不死化リンパ芽球からのiPS
細胞の樹立および神経分化誘導に成功したこと
はそれら全てがiPS細胞研究リソースとして用
いることができる可能性を開く重要な結果であ
る。 
 
さらに、今回開発したハイスループットなiPS細
胞の樹立方法の開発により、従来は数症例が限
界であったiPS細胞の樹立を一気に簡略化する
ことができた。この方法を用いて疾患に対する
遺伝子異常の寄与が高くない症候群のiPS細胞
を多検体で（>100症例）樹立し、統計学的処理
を行うことにより従来は不可能であった疾患研
究を展開することが可能になる。 

 
Ｅ．結論 
末梢血由来の細胞からのiPS細胞は線維芽細

胞と似た性質を持つことが確認され、検体採取
に末梢血を用いることにより、研究協力を得や
すいのではないかと思われた。また、患者血液
の不死化リンパ芽球化を予め行っておくことに
より、樹立施設へ即時検体が運搬することが難
しい施設でも研究参加が可能であると考えられ
た。さらに、当研究班内ですでに蓄積されてい
る不死化リンパ芽球ストックがiPS細胞研究リ
ソースとして用いることができると考えられる。
また、今回開発した新しいハイスループットな
樹立方法を用いることにより、従来不可能であ
った遺伝子異常の病態への寄与が大きくない疾
患に対してもiPS細胞を用いた疾患研究が可能
になると思われる。 
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