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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   教授 

 

 研究要旨 

 ヒトiPS細胞の樹立方法が確立し、この技術を用いた新規創薬および再生医療の実現

が期待されている。ヒトiPS細胞を利用した再生医療の実現に関してはヒト胚を破壊せ

ずに樹立可能であるという倫理面からの優位性が存在するものの、造腫瘍性の課題が

あり、再生医療の実現に向けた大きな障壁となっている。ヒトiPS細胞由来神経前駆細

胞（hiPS-NPC）の造腫瘍性の原因となる細胞集団は、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。奇形腫は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現在存在しない

ため困難である。そこで本研究の目的は、hiPS-NPCを用いた再生医療実現化の為の造

腫瘍性の制御し、hiPS-NPCの腫瘍原性を規定する細胞集団の同定およびその分子的基

盤を明らかとすることである。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 c

ell 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。また、

造腫瘍性を規定する分子基盤の同定を目的として各種解析を行い、その原因となる因

子を同定した。 

 

 

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。本研究拠点では京都大学iPS細胞研究所

(CiRA)よりヒトiPS細胞の供与を受け、神経前

駆細胞への誘導後に、マウス脊髄損傷モデル

への移植後の治療効果に関して検討してきた。

その中で造腫瘍性を示す、iPS-NPCを複数見出

してきた。 
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 一方、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。本研究

ではこれらの知見を生かし、①造腫瘍性をき

たすhiPS-NPC(unsafe hiPS-NPC)と造腫瘍性

を呈さないhiPS-NPC(safe hiPS-NPC)との比

較により、造腫瘍性を規定する分子的基盤の

解明を目指す。また、造腫瘍性をきたした

hiP-NPCを②FACS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)を樹立した。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。 

 

Ｂ．研究方法 

（１） メチル化DNAのプロファイリング 

 CiRAより提供を受けた、レトロウイルスに

より樹立されたiPS細胞株を利用し、胚葉体形

成を利用し、神経前駆細胞への分化誘導を行

った。このiPS細胞2株(201B7, 253G1)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、③ヒト胎児由来神経前

駆細胞をそれぞれ培養し、これらのサンプル

からゲノムDNAを抽出して、イルミナ社の

Infiniumシステムを用いて、全ゲノム領域の

DNAメチル化状態を網羅的に解析を行った。 

 

 

 

(2) iPS-NPCの造腫瘍性の検討 

iPS-NPCの造腫瘍性を検討するために、

hiPS-NPCにルフシフェラーゼ発現用のレンチ

ウイルスを感染させ、免疫不全動物に感染さ

せた。これらの細胞を1x10^6ずつそれぞれ脳、

脊髄、損傷脊髄に移植した。移植を受けた動

物はイメージングにより細胞の増殖の程度を

ルシフェラーゼの発光強度により定量し

(IVIS system)、また移植細胞の増殖による組

織圧迫等により生じる行動機能も同時に解析

した。移植後3ヶ月、6ヶ月後にこれらの動物

から組織標本を作成し、各種染色を施行後に

組織内での広がりや病理学的な解析を行った。 

 

 (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） 
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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)造腫瘍性を規定するDNAメチル化領域同定 

  造腫瘍性とDNAメチル化の関連は多くの腫

瘍組織において認められ、ガン抑制因子の転

写制御領域のDNAメチル化の亢進によるガン

抑制因子の発現低下とガン化の関連の報告は

数多くなされている。しかし、iPS細胞、

iPS-NPCにおけるメチル化状態の記載、造腫瘍

性との関連は明らかではなかった。また、DNA

メチル化は定量的解析が可能であるため、造

腫瘍性と関連する
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DNAメチル化領域の同定は再生医療実現に向

けた品質管理項目として有用であると考えら

れる。そこでイルミナ社のInfiniumシステム

を利用し、全ゲノムメチル化状態を解析した

(図１)。対照群としてiPS細胞の由来となるヒ

ト線維芽細胞、ヒト胎児由来神経前駆細胞

(Fetal NS)そしてヒトグリオブラストーマの

試料を用いた（全41サンプル）。全ゲノムのメ

チル化状態をもとに各サンプルをクラスタリ

ング解析を行ったところ、まず特記すべき点

として造腫瘍性を有する細胞のコントロール

として用いたグリオブラストーマとiPS細胞

およびiPS-NPCは全ゲノムDNAメチル化状態が

大きく異なることが分かった(図１)。さらに

細胞の株による差異よりも細胞の状態の差異

の方が大きく、ゲノム全体の状態から造腫瘍

性の有無を規定する要因は見出せなかった。

そこで継代による差異等を平均化し、iPS細胞、

iPS-NPCおよび胎児由来NPCにおける全ゲノム

DNAメチル化状態に関し、クラスタリング解析

を行った(図２)。  

  しかし、興味深いことに造腫瘍性を呈する

253G1由来の神経前駆細胞(unsafe hiPS-NPC)

において継代によるDNAメチル化状態の変化

を解析すると、継代を進めることによりDNA

メチル化状態が上昇していく領域が存在した

（図３）。プロモーター領域5kベースの領域に

着目すると685遺伝子、転写開始部位近傍で解

析すると457遺伝子においてDNAメチル化状態

の上昇が見出された。一方で、iPS細胞におい

てはDNAメチル化状態の変動は限られており、

継代を経たDNAメチル化によるエピジェネテ

ィクス変化に抵抗性を有していることが想定 

 

された。また、DNAメチル化変動領域はCOSMIC

に登録されているガン抑制遺伝子も含まれて

おり、DNAメチル化状態は遺伝子発現と負に相

関することからunsafe hiPS-NPCにおいては

ガン抑制遺伝子のDNAメチル化により発現抑

制により、造腫瘍性を規定しているのではな

いかという可能性が示唆された図４)。 

さらに、201B7由来hiPS-NPC(safe hiPS-NPC)

と253G1由来hiPS-NPC(unsafe hiPS-NPC)を比

較することにより、両者において顕著に差の

見られる領域を複数見出した(図5)。これらの

領域は造腫瘍性と関連する遺伝子制御領域も
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含まれているため、再生医療実現に向けた

hiPS-NPCの品質管理項目として有用であると

期待された。 

 

(2)iPS-NPCの造腫瘍性検討 

 本年度樹立したiPS-NPCの造腫瘍性を検討

するため、本研究拠点では図6のようなパイプ

ラインを作成し、解析を行った。まず移植後

のiPS-NPCの生体内での増殖を定量的に解析

するためにルシフェラーゼ発現レンチウイル

スによる標識を行い、継時的に増殖度を定量

した。また、移植後の細胞の異常増殖による

組織圧迫およびそれに起因する機能低下を定

量するために行動学的な評価を行った。また、

細胞移植後の免疫不全動物は移植後3ヶ月 

 

 

6ヶ月での組織学的な解析を実施し、病理医の

指導のもと病理組織学的な診断を行った。 

1210B2由来iPS-NPCを免疫不全マウス(脳:NOG

マウス、脊髄:NOD/SCID)の中枢神経系に移植

し、経時的にルシフェラーゼの活性(photon 

count)を解析した。全例において移植後一過

的にphoton countの低下を認めるが、その後

時間経過を経て、photon countは上昇し、生

体内において増殖しているのが予想された。

しかし、極端に個体内における細胞増殖を認

める個体は存在せず、また行動異常や脊髄機

能の低下を認める個体は存在しなかった。本

研究拠点での予備的な検討からiPS細胞の残

存により生じる奇形腫やグリオーマ由来の細

胞は移植後に、数百%以上のphoton countの上

昇を呈するため今回誘導した1210B２由来神

経前駆細胞は個体内での増殖性に関して腫瘍

とは一定の違いあることが推察された。 
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<移植細胞の造腫瘍性に関して> 

取得画像のデータベース化 

  本年度の研究ではiPS-NPCの造腫瘍性の検

討を行うために、HE染色での組織像に加え、

ヒト由来細胞を特異的に認識する抗体

(STEM121, LAMIN)およびヒトGFAP, Nestin特

異的抗体また増殖性を定量するためにKi67を

用いた免疫組織学的解析を行った。本研究で

得られる組織切片は脳もしくは脊髄由来の試

料であり、各個体ごとに数十枚のスライドを

作成した。このスライドを利用し、各種抗体

染色やHE染色を行うため画像データが膨大と

なる。そこでNanozoomerを用いたスライド全

体の画像の取得・保存を行い、必要に応じて

病理医との病理診断の際の資料とすることが

できた。であり、１検体から数十枚の切片が。

さらにこれらの染色像をデータベース化する

ためにNanozoomerを用い、画像の取得、保存

を行い、この画像を元にした病理医との連携

のシステムを構築した。 

 

hiPS-NPCの造腫瘍性に関して 

 本年度利用した1210B2由来hiPS-NPCを移植

した動物から得た組織標本に関しては各標本

に関して病理医との連携により診断をつけた

（図8）。結果として明らかな悪性腫瘍の発生

は認められなかったが当初の予想とは異なり、

かなりの組織学的な多様性を示していた。ま

た興味深いことに同一の細胞株由来であって

も誘導ごとや細胞の培養条件によりに最終的

な移植細胞の組織学的な評価が異なることが

明らかとなった。また、長期間の観察群にお

いては当初の予定とは異なる組織が見出され

た。以下に本年度の解析により明らかとなっ

た点を記載する。 

1)髄外病変が一定の確率で存在し、増殖性を

有していた 

  今回の解析により、脊髄内、もしくは脳内

に生着した細胞に関しては良好な生着及び分

化傾向を示していたが髄外における細胞の生

着及び増殖像を呈することがあった。 

2)短期経過群(3ヶ月)と長期経過群(6ヶ月)の

比較に関して 

  本年度はhiPS-NPC移植後3ヶ月と6ヶ月の二

点において病理組織学的解析を行ったが、３

ヶ月経過時点において増殖性を有していた移

植細胞も６ヶ月後においては増殖性が低くな

っており、時間経過とともに組織内で分化及

び成熟することが明らかとなった。３ヶ月に

おいては比較的増殖性を有する組織切片が散

見されたため、長期間での造腫瘍性判定が重

要であることが明らかとなった。また、長期

経過群においては異所性の骨化が見られるこ

とがあり、hiPS-NPCに含まれる微量な非神経

系細胞が長期の時間経過を経て増殖すること

が認められた。しかし、組織学的には分化し

た骨組織であり、良性病変であることも明ら

かとなった。 
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Ｄ．考察 

本年度は本研究拠点で造腫瘍性の有無が明

らかであるiPS-NPCとCiRAから提供された末

梢血由来iPS-NPCの解析を行った。前者に関し

てはDNAメチル化という観点から解析し、造腫

瘍性の有無による差異と細胞の継代ごとによ

る差異があることが明らかとなった。細胞の

継代による差異から再生医療にむけた細胞の

供給源としては少ない継代数のiPS-NPCを利

用することが現実的であると考えられた。一

方で、大量の細胞ストックの確保も必要であ

るため、エピジェネティックな観点から安定

であるiPS細胞を大量に準備し、iPS-NPCスト

ックを作成することが重要であると示唆され

た。 

末梢血由来iPS-NPCに関する造腫瘍性に関

しては今後の再生医療実現に向けた取り組み

の加速化及び効率化の観点から解析のパイプ

ラインを作成したが、造腫瘍性という観点か

らは多角的な検討が必要であり、造腫瘍性判

定において重要な項目と必ずしも必須ではな

い項目があることが明らかとなった。 

 

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。 

 

 

Ｆ．健康危険情報    

特になし。 
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厚生労働科学研究費補助金 

難病・がん等の疾患分野の医療の実用化研究事業（再生医療関係研究分野） 

分担研究報告書 

 

ヒトiPS細胞由来神経幹細胞の造腫瘍性評価系の確立とそのメカニズムの解析 
 

 

研究分担者 岩波明生  慶應義塾大学医学部 整形外科学教室 助教 

         

 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。 
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図 11: iPS-NPC における CNV 解析 
継代ごとに iPS-NPC の CNV が異常化をきたすことが 
明らかとなった。Safe iPS-NPC である 201B7 由来 iPS-NPC に
おいても長期間培養時には広領域にわたる欠失が 
観察された。 
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MassArrayシステムによるSNPの検出に関

しては、10％程度の変異率では偽陽性が出や

すいこともわかり、本研究で目的とする少数

の細胞集団へのアプローチとしては必ずしも

最適でないことがわかった。また、全ゲノム

SNPアレイによる造腫瘍性関連メカニズムの

解析を目的として、OmniExpress-24 

BeadChipを用いた解析を施行した。実験試料

としてヒト線維芽細胞,iPS細胞(201B7及び

253G1),iPS-NPCを複数の継代数から得られ

たゲノムDNAを用いた。その結果、興味深い

ことにiPS細胞においてはCNVに関しては継

代ごとに大きな変動はなく安定しているのに

対し、iPS-NPCに関しては継代ごとにCNVに

異常化を来すことが分かった。本研究拠点に

おいては造腫瘍性が見出されなかった201B7

由来のiPS-NPCにおいても、長期間培養後で

は特定の染色体の広範な領域に欠失が見出さ

れた(図11)。 

 今後CNVやSNPに関して詳細な解析をし、

造腫瘍性を規定する因子を見出すことを予定

している。一方造腫瘍性という観点から、iPS

細胞での継代数よりも、iPS-NPCの培養期間

は可能な限り短縮した方がゲノムの安定性と

いう点において有利であることが分かった。 

融合遺伝子の検索に関しては、現在single read

およびpair endでのシーケンスの予備実験が

終了したところであり、single read、pair end

の両方に共通のデータ部分に焦点を当てて、

今後解析を進めていく予定である。 

 

Ｄ．考察 

本研究成果より、細胞株間による genome 

instabilityの違いと、hiPS-NS/PCの passage

により genome instabilityが悪化することが

分かった。さらに、腫瘍を高率に形成する

253G1 iPS細胞株において、他の細胞株には

ない特異的な構造変異があることもわかった。

トランスクリプトーム解析のみでは、遺伝子

発現量のカットオフ値の設定が困難であるた

め、造腫瘍性の評価系としては不十分であっ

た。しかし、造腫瘍性を規定する構造変異及

び DNA メチル化状態や癒合遺伝子などの評

価系を組み合わせることや細胞の継代数を厳

重に管理することにより、より精度の高い

iPS-NPC の品質管理項目の作成が可能とな

ると期待される。 

 

 

 

Ｅ．結論    

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SNP解析や融合遺

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。 

 

 

Ｆ．健康危険情報    

特になし。 
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難病・がん等の疾患分野の医療の実用化研究事業（再生医療関係研究分野） 

分担研究報告書 

 

 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 

 

    研究分担者  神山 淳  慶應義塾大学医学部 生理学教室  准教授 

 

 研究要旨 

本研究ではヒトiPS細胞を用いた再生医療実現に向けた障壁となる造腫瘍性の制御を

目的とする。従来、iPS細胞を用いた再生医療に関する造腫瘍性は残存する未分化な細

胞(iPS細胞)の混入による奇形腫形成であると考えらてきたが、当研究拠点での現在ま

での結果からヒトiPS細胞由来神経前駆細胞の再生医療応用においてはグリオーマ等

の神経系の腫瘍の形成が問題となることがわかってきた。しかし、造腫瘍性の原因と

なる細胞集団の同定がなされておらず、この問題の根本的な解決手法は見出されてい

ない。本研究ではヒト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

為の造腫瘍性の制御を目的とし、hiPS-NPCの腫瘍原性を規定する細胞集団の同定およ

びその分子的基盤を明らかとするため、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、解析を行った。本年度は当研究

室の今までの研究で明らかとなった造腫瘍性を規定しうる55遺伝子の発現が高い細胞

集団を見出した。本研究成果は再生医療実現に向けたiPS-NPCの品質管理項目設定につ

ながる重要な知見であると考えられる。 

 

Ａ．研究目的 

ヒトiPS細胞を用いた神経系疾患の治療法確

立に向け、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及びその制

御は最も重要な課題である。本研究では京都

大学iPS細胞研究所(CiRA)より提供を受けた 

ヒトiPS細胞から神経前駆細胞への誘導法を

確立し、造腫瘍性を検討した上で造腫瘍性を

有していた細胞株に関し、その腫瘍形成に関 

 

わる分子機構を明らかとすることを目的とす

る。特にhiPS-NPCは造腫瘍性という観点から

不均一な集団であり(heterogeneity)、この不

均一性の問題を打開するためにFACSを利用し、
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単一細胞由来iPS-NPC(siPS-NPC)を樹立を試

みる。さらにこれらの細胞株を用いた解析を

行うことで造腫瘍性の実体を明らかとするこ

とを目的とする。 

Ｂ．研究方法 

(1)ff-iPS細胞由来NPCストックの作成 

再生医療用iPS細胞ストックの提供時期が平

成27年度後半以降であるという状況から平成

26年度は再生医療用iPS細胞ストックと同様

の手法を用いて末梢血から作成されたiPS細

胞(1210B2,1231A3)より神経系への分化誘導

を試みた。手法としてはFalkらが2012年に

Plos One誌に発表した手法を一部改変し、基

本培地を味の素社が開発したGMPグレードの

神経前駆細胞用培地を利用した。誘導した

hiPS-NPCに関しては分化能や神経前駆細胞マ

ーカーの発現解析等により機能評価を行った。 

 

(2)siPS-NPCの樹立と維持 

上記の手法により樹立されたhiPS-NPCをFACS

により１細胞分取を行い、96wellプレート上

に播種した。これらの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、96wellプレート上で増殖した

細胞は細胞の数に応じて培養のスケールを上

げ、最終的に10cmの培養皿での培養が維持可

能となった段階でRNAサンプルを調整ののち

に凍結を行った。 

 

(3)遺伝子発現解析 

１細胞より得られた細胞株由来のRNAサンプ

ルはイルミナ社のiScanを用いた全転写産物

の発現解析を行った。 

 

 

 

 (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
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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)ff-iPS由来NPC細胞の樹立および機能評価 

iPS中核拠点からの再生医療用iPS細胞ストッ

クの入手時期の問題から、末梢血から再生医

療用iPS細胞ストックと同一手法により樹立

されたfeeder free iPS細胞(ff−iPS細胞)２株

(1210B12, 1231A3)を用い神経前駆細胞への

誘導を行った(図1)。まず、1210B2を利用し、

誘導を開始したところ末梢血由来ff-iPS細胞

も既報と同様に接着系での神経前駆細胞

(iPS-NPC)培養が可能であった。また、これら

の細胞を培養すると継代を経ても増殖性に変

化はなく、また神経前駆細胞マーカーの発現

も90%以上の細胞で観察された(図2)。 

 

 次に神経系への分化誘導効率および純度を

解析するためにPSA-NCAMとCD133を用いて解

析を行ったところ、98%程度の細胞がこれらの

マーカーを発現しており、高純度な神経系細

胞へと分化誘導されていることが明らかとな

った（図3）。また、これらのiPS-NPCを14日間

分化誘導を行ったところ高効率な神経誘導が

可能であった(図４)。 
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 そこで次に1231A3株を用いて同様の解析を

行った。1231株において1210B2株と同様に誘

導を行ったところ、Rosette形成は問題なく観

察されたものの、iPS-NPCの維持が困難であり、

神経前駆細胞のマーカーであるSox1, Sox2、

Nestinの発現が少数の細胞しか見られず、同

様にPSA-NCAMを用いたFACSの解析においても

50%程度であり、神経系への分化抵抗性が見ら

れた(図5)。 

 

 

 

このiPS-NPCの神経細胞への分化誘導を試み

たがニューロンマーカー陽性細胞数が少なく、

NPCから神経細胞への分化においても抵抗性

が認められた。この原因の一つとして1213A3

株由来のiPS-NPCにおいては核型異常が見ら

れており(図17)、染色体異常が分化抵抗性と

連関していることが予想された。今後の

iPS-NPCの再生医療への実現に向けての品質

管理項目として核型異常は簡便な検査項目で

あり、未然に防げる可能性のあるものである

ため、造腫瘍性検討を目的とした免疫不全動

物への移植に関しては1231A3由来iPS-NPCは

使用せず、1210B2由来iPS-NPCを利用すべきで

あると判断した。 
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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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