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総括研究報告書 

 

 ヒトiPS由来神経前駆細胞の腫瘍形成能のメカニズムとその制御による安全性確保の検討 

 

研究代表者 中村 雅也  慶應義塾大学医学部 整形外科学教室 准教授 

 

 【研究要旨】 

 本研究は、ヒトiPS細胞由来神経前駆細胞(hiPS-NPC)を用いた再生医療実現化の為の最

大の障壁となる造腫瘍性を制御する為の基本戦略を作成することを目的としている。

hiPS-NPCの腫瘍原性を規定する細胞集団としては残存する未分化iPS細胞、腫瘍化した

hiPS-NSC自体のいずれかにより生じると考えられる。テラトーマはiPS細胞の分化抵抗

性に由来し、iPS細胞選択的マーカーにより理論的には除去可能であるがグリオーマに

関しては神経幹細胞とグリオーマ幹細胞を区別する表面マーカーが存在しないため不

可能である。本研究ではhiPS-NPC中に含まれると考えられる腫瘍原性を有する細胞

(unsafe hiPS-NPC)の同定、実体を解明する為に一細胞分離(single cell sorting)により得ら

れたhiPS-NPC由来クローン(siPS-NPC)の樹立を試みた。 

 

 

Ａ．研究目的 

 ヒトiPS細胞由来神経前駆細胞(hiPS-NPC)

の腫瘍原性の実体解明はhiPS-NPCを用い

た再生医療の実現化において最も重要な

課題である。hiPS-NPCは造腫瘍性という観

点から不均一な集団であることが推定さ

れる(heterogeneity)。すなわち、一見均一に

見受けられるhiPS-NPCにおいて全ての細

胞が造腫瘍性を有する訳ではなく、一部の

細胞が造腫瘍性を有していることが予想

される。そこで、hiPS-NPCをFACSを利用 

 

 

し、一細胞を調整し、維持・増殖させるこ

とで単一細胞由来iPS-NPC(siPS-NPC)を樹

立する。また、樹立されたsiPS-NPCを免疫

不全動物へと移植し、造腫瘍性を検討する

ことにより造腫瘍性を有する細胞群の同

定が期待される。siPS-NPCにおいて造腫瘍

性の有無により細胞群を分類し、遺伝子発

現やエピジェネティック修飾状態を解析

することにより腫瘍マーカーを見出すこ

とが究極的な目標であり、平成25年度はそ

の為の基礎的な基盤形成を目的とする。 



       

Ｂ．研究方法 

（１） FACSによる細胞分取 

  再生医療用iPS細胞ストックの提供時期

が平成26年度後半以降であるという状況

から平成25年度は本研究グループにより

既に造腫瘍性を有することが明らかとな

っている。hiPS-NPCを用いて解析を行った。

本hiPS-NPCはニューロスフェア法により

樹立、維持しているものである。そこで、

このhiPS-NPCをTryple Selectにより分散し、

細胞浮遊液を調整したのち、FACSにより一

細胞ずつ分取し、96wellプレートに播種し

た。 

 

（２）siPS-NPCの樹立と維持 

  FACSにより調整し、96wellプレート上に

播種した細胞を神経前駆細胞用培地で維

持し、２日ごとに培地交換及び液性因子を

添加した。 

 

（３）単層培養系hiPS-NPCを用いたsinge 

cell sortingの条件検討 

  本研究課題で利用する単層培養系神経

前駆細胞におけるsingle cell sortingの条件

検討を行うため、研究分担者(神山淳)より

単層培養系hiPS-NPCの提供を受け、single 

cell sortingの条件の最適化を行った。 

 

（４）免疫不全動物への細胞移植 

  hiPS-NPCにルシフェラーゼ発現用のレ

ンチウイルスを感染させたのち、免疫不全

動物(NOGマウス)の脊髄へと移植し、IVIS

システムにより移植細胞の生存と増殖の

程度を経時的に解析した。 

 

(倫理面への配慮) 

本研究は、慶應義塾大学倫理委員会で

人権擁護、不利益・危険性の排除、説明

と同意に関して十分な審査を経た承認

のもとに行われる。ヘルシンキ宣言に基

づく倫理的原則を遵守し、下記の各種指

針にもとづいて研究計画を立案・遂行す

るものとする。 

・ ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関す

る倫理指針 

・ その他（文部科学省研究振興局長通

知 19 文科振第 852 号） 

 

実験動物を使用する研究を含む研究計

画：「動物の愛護及び管理に関する法律」

および関連した指針に則って研究を行

う。慶應義塾大学医学部では、動物実験

委員会を設置し、関連法案および指針を

遵守した審査が行われている。本研究に

関する動物実験の多くは既に同委員会

の承認を得ている。今後本研究を遂行す

る上で、新たな課題の必要が出てきた場

合は、同委員会に申請し、承認を得るも

のとする。 



       

ヒト細胞を用いた基礎研究計画：ヒト神

経堤由来幹細胞を用いた脊髄再生研究、

ヒト ES 細胞の使用研究、ヒト iPS 細胞

樹立等の基礎研究について、ヒト細胞入

手法を含めて機関内倫理委員会（慶應義

塾大学医学部の倫理委員会）の承認を得

ている。今後本研究を遂行する上で、必

要に応じて同委員会に申請を行い、承認

を得るものとする。尚、同委員会では、

法令違反を行った場合等に備えて、臨時

委員会を緊急に開催するなどの処置に

より、当該研究を中止することが出来る。 

 

 

C. 研究結果 

（１）浮遊系hiPS-NPCからのsiPS-NPCの樹

立 

  浮遊系hiPS-NPC(ニューロスフェア)を一

細胞レベルまで分散し、FACSにより96well

プレート50枚分(4800ウェル)に播種した

(図１)。浮遊系hiPS-NPCから最終的に1x105

以上の細胞数まで増殖するクローン数は4

クローンであり、2クローンは最低限移植

に必要な細胞数まで増殖することが明ら

かとなった。クローン間で増殖性に差があ

るものの、single cell sorting後、7〜10回以

上の継代は困難であり、拡大培養の中途段

階で細胞の増殖が止まり、複数個体への移

植を目的とした細胞調整が不可能であっ

た。 

 

図１ 

 

（２）浮遊系siPS-NPCの造腫瘍性の検討 

 拡大培養中のsiPS-NPCの一部をレンチ

ウイルスにより標識し、免疫不全動物

(NOGマウス)の脊髄へと移植し、IVISで非

侵襲的に発光を解析したところ移植直後

においては発光が観察され、移植自体は成

功していることが明らかとなった。その後

経時的に解析した(図２)。移植後40日の時

点で免疫組織学的検討を行ったところ、個

体内でヒト由来細胞の生着は認められな

かった。 

図２ 

 



       

（３）単層培養系hiPS-NPCを用いたsinge 

cell sortingの条件検討 

 単一細胞由来のクローン作成の観点か

ら浮遊系は非常に困難であると予想され

たことから単層培養系hiPS-NPCを利用し、

single cell sortingの条件の最適化を行った。

結果として細胞分散を行なう前に、ROCK

阻害剤で処理し、細胞の基質をマトリゲル

とすることによりsiPS-NPCの効率が上昇

し、96wellに撒いた細胞のうち８割程度の

ウェルにおいて細胞の増殖が見出され、

siPS-NPCの樹立が可能であることが推察

された。 

 

 

Ｄ．考察 

hiPS-NPCにおける造腫瘍性という観点

から造腫瘍性における細胞の不均一性

(heterogeneity)の解明は重要な課題であり、

一細胞由来hiPS-NPCの樹立は非常に有用

な手法であると考えられる。しかしながら

本年度の研究では少なくともニューロス

フェア法を介し、一細胞由来クローンを効

率的に作成・維持するのは困難であり、ま

た移植細胞用へと拡大培養する過程で増

殖性が著しく減弱することが明らかとな

った。免疫不全への動物移植において

siPS-NPCの造腫瘍性は生着率の問題から

解析が困難であった。しかし、本研究計画

で次年度以降に解析で使用する単層培養

系hiPS-NPCは比較的容易に短時間に

siPS-NPCの樹立が可能であることが予想

された。 

 

 

Ｅ．結論    

hiPS-NPCにおける造腫瘍性の実体解明

には単一細胞由来のNPCの樹立が必須で

あり、本研究では再生医療用iPS細胞ストッ

クを利用し作製されたhiPS-NPCの造腫瘍

性の実体解明に向けた基礎的な基盤が確

立されたものと考えており、これらをもと

に腫瘍原性を事前に検出可能な腫瘍マー

カーの同定が期待される。 
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て -現状と展望-. リリカWebシンポ

ジウム（2013, 6, 東京） 

27. 中村雅也：脊髄損傷に対する再生医療

の確立に向けて. 中野区整形外科医会

学術講演会（2013, 7, 東京） 

28. 中村雅也：脊髄再生医療の実現に向け

て -現状と展望-. ひむか運動器セミ

ナー（2013, 7, 宮崎） 

29. 中村雅也：脊髄再生医療の実現に向け

て -現状と展望-. 日本ペインクリニ

ック学会 第47回大会ランチョンセミ

ナー2（2013, 7, 埼玉） 

30. 中村雅也：脊髄再生医療の実現に向け

て -現状と展望-. 第3回東京下町疼

痛懇話会（2013, 7, 東京） 

31. 中村雅也：脊髄再生医療の実現に向け

て-現状と展望-. 第386回横浜市立大

学整形外科同門会談話会（2013, 8, 神

奈川） 

32. 中村雅也：Regenerative Medicine for 

Spinal Cord Injury. 東京医科歯科大学 

第5回国際サマープログラム（2013, 8, 

東京） 

33. 中村雅也：脊髄再生研究の現状と展望 

-脊髄再生を中心に-. 第34回日本リ

ハビリテーション医学会北陸地方会

（2013, 9, 石川）  

34. 中村雅也：脊髄再生への挑戦. 第16回

城南慶應整形外科の会（2013, 9, 東京） 

35. 中村雅也：脊髄損傷に対する再生医療

の実現に向けて. 第28回日本整形外科

学会基礎学術集会（2013, 10, 千葉） 

36. 中村雅也：iPS細胞を用いた脊髄再生

医療の実現に向けて‐課題と展望‐.先

導的創造科学技術開発費「多能性幹細

胞由来移植細胞の安全性評価研究」第

7回運営会議セミナー（2013, 10, 兵庫） 

37. 中村雅也：脊髄再生医療の実現に向け

て -現状と展望-. 順天堂大学整形

外科学教室 同門会総会（2013, 11, 東

京） 

38. 中村雅也：脊髄再生医療の実現に向け

て .  第 48回日本脊髄障害医学会 

（2013, 11, 福岡） 

39. 中村雅也：脊髄損傷に対する再生医療

の実現に向けて. 第31回日本神経治療

学会総会（2013, 11, 東京） 

40. 中村雅也：脊髄損傷患者さんを治した

い ‐iPS細胞を用いた再生医療に向け

て‐. 平成25年度関東地区整形外科勤

務医会 第57回関東地区整形外科勤務

医会（2013, 12, 東京） 

41. 中村雅也：免疫不全マウス損傷脊髄に

対するヒトiPS細胞由来神経幹細胞移

植.「iPS細胞」研究支援3制度合同シン

ポジウム2014 ～iPS細胞研究の今～ 

(2014, 1, 東京) 



       

42. 中村雅也：脊髄再生医療の実現に向け

て. 第4回国際放射線神経生物学会大

会（2014, 1, 東京） 

43. 中村雅也：脊髄再生医療の実現に向け

て -現状と展望-.愛知医科大学先端医

学研究センター  第 14回セミナー

（2014, 2, 愛知） 

44. 中村雅也：脊髄疾患再生治療の最前線. 

第5回日本ニューロリハビリテーショ

ン学会学術集会（2014, 2, 東京） 

45. 中村雅也：iPS細胞由来神経前駆細胞

を用いた脊髄損傷の再生医療. 第13回

日本再生医療学会総会 学会賞受賞者

特別講演（2014, 3, 京都） 

46. 中村雅也：脊髄再生医療の現状と展望. 

第13回日本再生医療学会総会 ランチ

ョンセミナー（2014, 3, 京都） 

47. 中村雅也：脊髄の再生医療. Sweden 

Embassy Medical Forum Sponsored 

Seminar (2014, 3, 東京) 

48. 中村雅也：脊髄再生医療の実現に向け

て -現状と展望-. 第10回長崎腰痛セ

ミナー （2014, 3, 長崎） 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況   （予

定を含む。） 
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