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(2)単層培養系hiPS-NPCを用いたsinge cell 

sorting条件検討 

NPCはFACSによる一細胞分取および一細胞由

来NPCs樹立は細胞調整時の細胞死などの問題

があり技術的な困難があった。そこで本年度

はFACS施行前の細胞の前処理方法を検討した。

その結果、FACS前のNPCにROCK阻害剤処理を施

すことにより大幅に生存率が改善した。そこ

でこの手法を用い、hiPS-NPCからの１細胞分

取を試みた。本年度の造腫瘍性検討から

1210B2由来hiPS-NPCのCi-4株において明らか

な造腫瘍性は認められないものの、移植後の

長期経過後における移植細胞由来組織の増殖

性や異所性骨化などが見られたため、1210B2

由来hiPS-NPCの一つとして樹立したCi-4株を

用いた。その結果本年度は100株程度の一細胞

由来hiPS-NPC株が樹立可能であった。 

 

 

 

 

(3)1細胞由来hiPS-NPCの遺伝子発現解析 

本年度樹立した一細胞由来hiPS-NPCは最終的

には実験動物に対する移植により造腫瘍性判

定を行うことを計画していたが造腫瘍性判定

には長期の解析が必要であり（中村の項目参

照）、移植により造腫瘍性判定を行う細胞株を

選別する必要があった。そこで本年度は１細

胞由来hiPS-NPCの転写レベルでの多様性を解

析すべく、マイクロアレイによる解析を行っ

た。70検体のマイクロアレイを施行し、うち

18サンプル分に関しては二次解析を施行した

ので報告する。 

 

 まず1細胞由来hiPS-NPC１8株の遺伝子発現

をマイクロアレイにより解析し、クラスタリ

ング解析による各株間の相関を解析した。比

較対照群として当研究室で安全性が確認され

ている201B7由来hiPS-NPCの実験試料を利用

した。その結果、今回樹立した18株は201B7

由来hiPS-NPCとは大きく遺伝子発現パターン

が違うことが分かった。これは神経誘導の手

法が接着培養系と浮遊培養系(201B7由来
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hiPS-NPC)の差に起因すると考えられる。興味

深いことに18株の間の相関に関しても複数の

クラスターを形成していることが予想された

（図7）。 

  次に主成分解析による遺伝子発現パターン

による分類を行ったところクラスタリング解

析と同様に複数のサブグループに分類された。

特に２株(クローン74とクローン91)において

は他の細胞とは明らかに性質の異なるもので

あることが示唆された(図8)。次に、すでに当

研究室で造腫瘍性と関連すると想定している

55遺伝子に関して着目し、これらの遺伝子の

発現レベルの平均値をとり、各株における発

現レベルを検討するとクローン74とクローン

91は発現レベルが高いことが分かった(図9)。

特にこの55遺伝子のうちもっとも造腫瘍性と

関連すると考えられてきたPDGF receptor 

alpha（PDGFRA）に関してはこれら２クローン

の発現レベルは他の株に比べ高い事が明らか

となった。 

  今後残りの株の発現解析を進めるとととも

に、クローン74やクローン91の株の細胞とし

ての性質付けを進めることにより造腫瘍性の

実体を明らかとしたい。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ｄ．考察 

hiPS-NPCの造腫瘍性という観点からの細胞

の不均一性 (heterogeneity)の解明は重要な

課題である。本年度の解析から末梢血由来iPS

細胞からも神経前駆細胞の誘導が可能であり、

また一細胞由来hiPS-NPCの樹立が可能であっ

た。本年度に行った遺伝子発現解析により、

hiPS-NPCには遺伝子発現という観点からも不

均一性、多様性があることが明らかとなった。

さらに、特定の細胞集団は当研究拠点で現在

までに明らかにしてきた造腫瘍性関連遺伝子

発現が高レベルで見られることが分かった。

従来、hiPS-NPCの造腫瘍性は①残存未分化細

胞(iPS細胞)による奇形腫形成②神経前駆細

胞の腫瘍化によるアストロサイトーマもしく

はグリオーマの形成が想定されてきたが、本

年度の研究によりhiPS-NPCに含まれる特定の

細胞集団が造腫瘍性の一部を担っている可能

性が示唆された。今後はこの解析を引き続き

継続し、造腫瘍性の実体解明および細胞の品

質管理項目の設定に注力したいと考えている。 

 

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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