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研究目的 

体細胞に特定の遺伝子を発現させることによって、人工多能性幹細胞 (iPS 細胞) が誘導さ

れる。最近、iPS 細胞の誘導過程において、一度多能性幹細胞に特異的なマーカーを発現す

るようになった細胞 (iPS 細胞前駆細胞)の、実に 50%以上が体細胞へと逆戻りすることが示

された。しかし、そのメカニズムは明らかにされていない。 
本研究では生細胞イメージングを用いて、逆戻り細胞を一細胞レベルで特定し、逆戻り細

胞で生起する変化とその機構を分子レベルで解析する。逆戻りの分子機構を解析することに

より、より詳細な iPS 細胞誘導の必要条件を明らかにする。 
結果 
OKMS MEF で逆戻りは起きない 
 まず初めにこれまで報告されている逆戻りがマウス iPS 細胞誘導中に起こるかどうかを確

認した。iPS 細胞誘導には Collagen1a1TetO-Oct3/4-Klf4-c-Myc-Sox2, Rosa26rtTAマウス胎仔線維芽細胞 
(OKMS MEF) を用いた。この細胞は Collagen1a1 遺伝子座に Oct3/4,  Klf4, c-Myc 及び Sox2 
(OKMS)が挿入されており、ドキシサイクリンを加えることによって iPS 細胞を誘導すること

が可能である。ウイルスやプラスミドを用いた方法ではリプログラミング因子のコピー数や挿

入部位が細胞毎に異なり、細胞毎のリプログラミング因子の発現レベルが異なる。この方法で

は、細胞間で発現レベルが均一であり、リプログラミング因子の働きをより直接的に見ること

ができる。逆戻りは、iPS 細胞誘導開始後 6 日目に SSEA1 陽性 Thy1 陰性細胞（iPS 細胞前

駆細胞）を回収し、3 日後に

SSEA1 陽性 Thy1 陰性細胞がど

れだけ含まれているかで判断し

た。SSEA1 は多能性細胞マーカ

ー、Thy1 は皮膚細胞マーカーと

して知られている。誘導開始後 5
日目で SSEA1 陽性の細胞が出現

し始めることが予備実験により

分かっていた。iPS 細胞誘導が進

むにつれて細胞は iPS細胞へと変

化し、逆戻りが起こりにくくなると考えられたため、出来るだけ早い日の 6 日目の細胞集団か

ら iPS 細胞前駆細胞を回収した。 



 細胞回収直後に97.4%であったThy1陰性SSEA1陽性の割合が9日目には95%となり、2.4%
減少した（図１）。これまでの報告のような 50%程の大きな減少はなく、OKMS MEF では逆

戻りが起きていないと考えられた。 
モノシストロニック O, S, K, M レトロウイルスでは逆戻りが起きる  
これまでの報告により、iPS 細胞誘導過程の細胞の変化はリプログラミング因子の発現量のバ

ランスや遺伝子導入方法に依存することが知られており、逆戻りも iPS 細胞誘導方法に依存し

て起こる可能性が考えられる。そこで、逆戻りが起こる方法と起こらない方法を比較し、逆戻

りの原因を調べるため、逆戻りが起こる方法を探すこととした。まず初めに、ヒトにおいて逆

戻りの報告があるモノシストロ

ニック O, S, K, M レトロウイル

スを検討した。この方法では誘導

開始後 10 日目から SSEA1 陽性

細胞が出現し始める。11 日目に

98%であった Thy1 陰性 SSEA1
陽性画分が 14 日目には 61%であ

り、37%の減少が見られた（図２）。

この結果からモノシストロニッ

ク O, S, K, M レトロウイルスを用いた方法では逆戻りが起こることが分かった。 

 
生細胞イメージングによる逆戻り細胞の特定 
標識に用いる抗体の検討 
 逆戻りする細胞を特定するため、タイムラプスムービーを用いることとした。まず初めに iPS
細胞前駆細胞を標識に用いる抗体の検討を行った。マウス ES 細胞もしくは MEF を ibidi 
μ-slide vi0.4 に播種し、一日培養した後、抗体を添加した phenol red free の培地に交換し、

30 分後写真を撮影した。その結果、SSEA1-FITC 抗体を用いた場合ポジティブコントロール

である ES 細胞は標識されるがネガティブコントロールの MEF は標識されなかった（図３）。

Thy1-APC を用いた場合、ポジティブコントロールの MEF が標識されるがネガティブコント

ロールの ES 細胞は標識されなかった （図４）。以上の結果からこれらの抗体を iPS 細胞前駆

細胞の識別に用いることにした。 



 

 
 
 
今後の予定 
 OKMS MEF では逆戻りが起こらずモノシストロニック OSKM レトロウイルスを用いた方

法では逆戻りが起きた。この結果から逆戻りの原因としてリプログラミング因子の発現のバラ

ンス、発現量、プロモーターのサイレンシングが考えられる。今後これらと逆戻りの関係につ

いて調べる。生細胞イメージングついては、今回検討した抗体を用いて iPS 細胞前駆細胞を標



識し、逆戻りする細胞（SSEA1 陽性 Thy1 陰性から変化する細胞）を特定する。その後、免

疫染色を用いて逆戻り細胞の遺伝子発現について調べる。 
 

以上 


