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 研究要旨 

ヒトiPS細胞由来神経幹細胞の造腫瘍性能は再生医療実現において大きな障壁である。

本研究では、ヒトiPS細胞由来神経幹細胞の腫瘍化の実体を明らかとし、その問題を多

角的に解決することでヒトiPS細胞由来神経幹細胞を用いた臨床応用への加速を図る。

iPS細胞およびiPS細胞由来神経幹細胞、ヒト脳腫瘍由来の細胞を用いて、その腫瘍原

性を調べるべく、抽出DNAからがん遺伝子一塩基変異(SNP)や融合遺伝子の検索を行

った。これらの結果はヒトiPS細胞由来神経幹細胞の腫瘍形成能のメカニズム解明につ

ながる可能性があり、安全性の確保のための項目として利用できると考えられる。 

 

Ａ．研究目的 

ヒトiPS細胞由来神経前駆細胞(hiPS-NPC)は、

脊髄損傷や脳梗塞患者に対する再生医療の有

用なツールとして注目されている。申請者ら

は、マウス及びヒトiPS細胞から分化誘導した

神経前駆細胞をマウスや霊長類コモンマーモ

セット脊髄損傷モデルに移植し、その有効性

と安全性を報告してきた。しかしその一方で、

hiPS-NPC移植後の造腫瘍性の問題も明らか

になってきている。そこで本研究の目的は、

hiPS-NPCの腫瘍化のメカニズムを明らかに

し、腫瘍化に対する安全性確保のための項目

を開発することで、hiPS-NPCの臨床応用を

実現可能なものとすることである。 

 

Ｂ．研究方法 

 (1) iPS 細胞由来神経幹細胞における造腫瘍

性評価系の確立 

①京都大学山中研で樹立された iPS 細胞４株

(253G1, 201B7, 836B3, 414C2)および②これら

の各細胞株を神経幹細胞/前駆細胞へ分化誘

導したものをそれぞれ培養し、これらのサン

プルから DNA を抽出して、シーケノム社の

MassARRAY システムを用いて、がん遺伝子

の一塩基変異（SNP）について網羅的に解析

を行った。それぞれのサンプルから 2 マイク

ログラムずつ DNA を準備した。これらを、既

存の癌遺伝子の代表的な SNP で、１サンプル

あたりの変異混入率を網羅的に解析可能なシ

ーケノム社の OncoCarta panel v1.0、v2.0、v3.0、
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OncoFOCUS を利用し、解析を行った。また、

全ゲノム SNP アレイの実施を目的として

Infinium の OmniExpress-24 BeadChip を用いた

解析を行った。 

 

2) 融合遺伝子の解析 

サンプルとして 253G1 iPS 細胞由来の神経幹

細胞と、それを NOD-SCID マウスに移植した

5 日目の組織および、103 日目の組織、さらに

201B7iPS 細胞由来の神経幹細胞と、それを

NOD-SCID マウスに移植した５日目の組織と

103 日目の組織を使用した。103 日目の組織に

関しては、253G1 は 6 検体、201B7 は 3 検体

分の組織を用意した。 

イルミナ社の Genome AnalyzerⅡを使用して 75

ベースの single read でのシーケンスと、

Hiseq2500 を用いて 70 ベース 70 ベースの pair 

end でのシーケンスをおこなった。 

Single read 法、pair end 法ともに FusionMAP

を使用して解析を開始した。 

 

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。 
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C.研究結果 

(1) SNP解析によるiPS細胞由来神経幹細胞に

おける造腫瘍性評価系の確立 

 平成25年度の解析により、iPSのfeeder細胞、

253G1iPS細胞、253G1由来神経幹細胞（3継代

目と12継代目）、201B7iPS細胞、201B7由来神

経幹細胞（3継代目と6継代目）、836B3iPS細胞

についてPanel v3.0で解析したところ、

253G1iPS細胞において、PDGFRAの

D842_S847>EAの変異が13.2％混入している

こと、また201B7iPS細胞において同様に

PDGFRAのD842_S847>EAの変異が18.4％混

入していることがわかった。そこでOncoCarta 

Panel v1.0, v2.0およびOncoFocus Panel v1.0(図

6-8)を用い、体細胞遺伝子変異プロファイリン

グの実験と解析を行った。さらに比較対照群

としてヒト脳腫瘍由来試料（グリオブラスト

ーマ）を利用した。 

 その結果、本年度実施した検体（全30検体）

のうちSNP解析により変異の見出された遺伝

子はTP53,PDGRAおよびJAK3であった（図

9）。これらのうちTP53およびJAK3に関して

は対照群として用いた腫瘍サンプルにおいて

のみ見出された。一方、PDGFRAに関しては

10%程度の確率でiPS-NPCにおいて見られた

が、腫瘍原性を有しない201B7株由来の

iPS-NPCにおいても観察されることから、造

腫瘍性を規定する因子としては考えにくいと

いう結果となった(図10)。さらに、SNPの結

果を確認するために、Surveyor assayにより

PDGFRAの当該領域に対する解析を行った

ところ変異の検出ができなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


