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研究成果の概要（和文）：多能性幹細胞が有する個性の利用は再生医療を進めていくうえで重要である。このプロジェ
クトでは、多能性幹細胞６株、脂肪幹細胞、線維芽細胞を用いて未分化状態、分化の初期、中期、後期と分け、その過
程で生ずる遺伝子発現を丹念に追跡し、細胞株の個性を明らかにした。その結果、未分化状態ではES細胞群とそれ以外
の細胞集団を分ける明白な遺伝子群が存在した。未分化状態での細胞株のクラスタリングは分化過程で維持されず株固
有の傾向が表れた。これらのプロファイリングの結果を球面体に描出し三次元的に細胞株の特質を把握できるようにし
た。今回得た所見及び解析方法は細胞株の個性を解明し、再生医療に応用するために有益である。

研究成果の概要（英文）：Different pluripotent stem cell lines have characteristic differences making each 
of them unique, which is important in regenerative medicine. We compared the biological and molecular 
profile of 4 human embryonic stem (ES) cell lines, two human induced pluripotent stem (iPS) cell lines 
and two control cell types at four stages between undifferentiated to differentiated states, to identify 
individual characteristics. In the undifferentiated state, a group of genes were identified which 
differentiate ES cell lines from others. In the differentiated state, however, these gene clusters were 
not maintained and the individuality of each cell line became prominent, as disclosed by exhaustive gene 
expression analysis. The individual characteristics of each cell line were portrayed three-dimensionally 
on a globe. These developments are useful for analyzing the individual characteristics of pluripotent 
stem cell lines prior to their application in regenerative medicine.

研究分野： ＥＳ細胞生物学

キーワード： 細胞・組織工学　再生医療
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１．研究開始当初の背景 
ヒト ES 細胞、iPS 細胞の研究が盛んにな

るにつれ、細胞株の“個性”(分化のしやすさ、
しにくさ等)の問題があらわになり、細胞の標
準化が求められるようになった。しかし、こ
の流れは必ずしも正しいとは言えない。細胞
を適切に利用するために、細胞株の性質を
様々な視点から解析することは重要である
が、その結果で株のよしあしを決め、限られ
た細胞のみを使用するのは、多能性幹細胞の
持つ良さを封殺するに等しい。個々の細胞の
“個性”こそ、多能性幹細胞の特質であり、こ
れをうまく利用するために工夫することが
我々に与えられた課題である。例えば、未分
化を維持しにくい困った細胞でも、肝細胞に
なりやすければ、肝疾患の治療の必須アイテ
ムに変貌する。個々の細胞株の“個性”を活か
すことが再生医療を最適な条件で展開する
ための大きな原動力になる。そのためには“個
性”を知らなければならない。 
このような考えに立ち、本プロジェクトで、

申請者らは細胞の”個性”を明かにするための
プロファイリングツールを選択あるいは開
発し、それらの応用を試み、得られたデータ
を基盤にし、多能性幹細胞株の統合的プロフ
ァイリングを実施した。 
 
２．研究の目的 
本研究では独自に開発したあるいは導入

した技術により多能性幹細胞のそれぞれの
細胞株の特質をプロファイリングし、それら
を最適な条件で再生医療に応用可能にする
ことを目的とした。 
計画した具体的な研究開発は、以下の２点

を中心に行った。 
（１）プロファイリングツール開発 
①未分化から分化への移行を識別する技術
開発；分化を特定の方向に進める技術 
②特定の分化細胞への移行をライブで把握
する技術開発 
（２）プロファイリング指標を基盤にした総
合評価による個々の細胞株のプロファイリ
ングの確立 
 
３．研究の方法 
研究全体において、ヒト ES 細胞４株（H1, 

khES1,2,3）とヒト iPS 細胞２株（201B7, 
253G1）及び対照として脂肪幹細胞、線維芽
細胞を用いた。 
（１）未分化から分化への移行を識別する技
術開発 
①多能性幹細胞コロニーの未分化性を維持
するために、KSR を含んだ培地でフィーダー
細胞と共培養、４日以内で網羅的遺伝子解析
を行った。 
②フィーダー細胞をのぞいた長期培養によ

る未分化性からのデリケートな早期の逸脱
を把握するために、フィーダー無しで４日以
上培養し、網羅的遺伝子解析を行った。 
網羅的遺伝子解析の情報を基にしながら

主成分分析を行い、株の個性を把握した。次
にパスウェイ解析を行い、遺伝子発現の相違
について検討した。必要に応じて RT-PCR、
免疫染色を加えた。 
（２）分化を特定の方向に進める技術開発 
多能性幹細胞６株、対照として脂肪幹細胞、

線維芽細胞を用い、本教室で開発した static 
suspension culture1で胚様体を形成し、三胚
葉への分化を誘導した。５日目に DNA マイ
クロアレイ解析を実施し、遺伝子パターンの
プロファイリングを行い、新たなプロファイ
リング指標の抽出を試みた。さらに主成分分
析を行い、株間の相違の維持、あるいは維持
が崩れるか否かを検討した。 
（３）特定の分化細胞への移行をライブで把
握する技術開発 
これまで教室で開発してきた成長因子（心

筋細胞、肝細胞、神経細胞）、低分子化合物
（膵細胞）を用いた分化誘導法を軸にして、
あらたにアンモニアを用いた内胚葉系分化
誘導法を確立し、分化誘導を実施した。その
後、網羅的遺伝子解析を中心とした解析を行
い、分化肝細胞の分化のレベルを評価した。
それらの知見を基盤に、必要に応じて、ICG
－細胞分画法、RT-PCR、免疫染色、光計測
可視化法などを加えた。 
（４）プロファイリング指標を基盤にした総
合評価による個々の細胞株のプロファイリ
ングの確立 
網羅的遺伝子解析の所見を中心とし、それ

以外の所見を補足データとして参考にし、最
初に未分化及び分化を象徴するものとして
胚様体を選び、８種類の株間で、パスウェイ
解析で遺伝子発現のもっとも大きな差を呈
する遺伝子を抽出した。これは主成分分析の
第一成分にほぼ相当すると考えてよい。これ
ら遺伝子発現の違いを立体的に可視化表現
するために、地球儀上に描くことを試み、遺
伝子のアルファベットを国のアルファベッ
トに対応させ、それぞれの国の首都の緯度、
経度を X、Y 軸とし、遺伝子発現量の相対的
値を凹凸（Z 軸）とした。次の①－⑤の条件
で CAD に打ち込みコンピューター画像とし
た。さらにその一部を立体造形にし、遺伝子
の変化の違いを掌で確認できるようにした。 
①国のアルファベットに遺伝子のアルファ
ベットを対比させた。 
②アフリカ大陸に未分化マーカーを配置し
た。 
③三胚葉マーカーをアフリカ東海岸に対す
る南アメリカ西海岸に配置した。 
④分化マーカーをヨーロッパ、アジア、オセ



アニア、南北アメリカに配置した。 
⑤アルファベットに対応させにくい場合、例
外として固有の国を割り当てた。 
 
４．研究成果 
（１）これまでの培養経験から、未分化性に
関し、Wisconsin University の H1 株、京都株
khES3 は分化しやすく、khES1 及び２は分化
しにくい、iPS 細胞は個性が乏しく khES１に
近いという感触を得ていた。 
 この経験的な感触が遺伝子発現で裏付け
られるのかを Heat Map のデータを基にして
クラスタリングしてみた（図１）。感触と株
の類似性が奇妙なほど一致した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
しかし、発現差の大きい遺伝子を抽出しグ

ループに分けてみると、次の特徴が明らかに
なった。①ES 細胞群（４株）と iPS 細胞、
線維芽細胞、脂肪幹細胞（４株）を分ける遺
伝子群（ARRB1、ANXA3 など）、②ES 細胞
群と iPS 細胞（６株）と線維芽細胞、脂肪幹
細胞（２株）を分ける遺伝子群（SMPD1, 
TRADD など）、③hES1、2 と iPS 細胞（２
株）及び hES3、H1 と線維芽細胞、脂肪幹細
胞と iPS 細胞（２株）を分ける遺伝子群
(CYPB6、MMP2 など)を見出すことができた。
特に iPS 細胞、線維芽細胞、脂肪幹細胞が
ES 細胞群と明らかに異なる近縁の遺伝子を
持つことは興味深い。また、株固有の動きを
する遺伝子は少なかったが京都株２で
CXCL1 の強発現は特異的であった。 

MEF を抜いたものでは、細胞の変化が著明
でないにも関わらず、発現の減少する遺伝子
（Nodal など）や増加する遺伝子が１６種類
ほど識別できるなど予想以上の変化が見ら
れた。これらの遺伝子を制御することで、切
れ味のいい分化誘導法が開発できると推測
されたが、それでも khES2、H1 株と khES3、 
253G１の間に差がみられた。 
（２）次にこれ等を三胚葉に分化誘導した場
合、それぞれの株が未分化と同じ傾向を維持
しながら分化するかを検討してみた。一見類
似の傾向が見られるように思えるが、発現量
の差の大きいものを抽出していくと、未分化
の時に見られたグループ化（クラスタリン
グ）は維持されず、それぞれの株に特有な性
質が見え始めた。以下二つの特徴を抽出した。 
①khES3 と H1 は他の多能性幹細胞に比較し、
抽出した遺伝子に関する限り発現が弱い。そ

の中でほかに比較し明らかに上昇したもの
が GPRC5C など８種類だった。一方、khES1、
2、iPS 細胞(201B7、253G1)で多くの遺伝子
が強く発現しているが、khES3 と H1 の強い
分化傾向を考えると、これ等は分化を促進す
るマーカーというより（khES3 と H1 では発
現が弱いため）、未分化性を維持するのとは
異なり、分化を押さえ込むマーカーあるいは
分化に移行するための障壁を乗り越えるた
めに必要な遺伝子だと考えるのが妥当であ
り、この中から新しい機能を持つ遺伝子を抽
出できる可能性があると考えられた。特に
201B7 では顕著であった。 
②線維芽細胞と脂肪幹細胞はお互いに類似
傾向を示した。しかし分化傾向を示し始めた
多能性幹細胞との明確な共通性はこの段階
では認められなかった。 
（３）分化細胞に関する知見で、今回得たも
っとも重要かつ驚くべきことは、アンモニア
による分化誘導に関して、多能性幹細胞６株
が押しなべて肝細胞マーカー（ALB、TTR な
ど）を強く発現したことである。このことは、
強力な分化誘導法を用いれば、株の個性を無
視して分化誘導が可能であることを示唆す
る。しかし、個々のマーカーと株とを対比さ
せてみると、やはり株それぞれにマーカー発
現の高低が認められる（図２）。例えばこの
グラフから少なくとも khES2 は肝細胞分化
誘導には適切でないと推定できるかもしれ
ない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）このような遺伝子発現量の差を考慮に
入れ、株の相違を３種類のコンポーネントを
用いた主成分分析で三次元的に表現してみ
た（図３）。Heat Map の様な二次元でクラス
タリングしたものに比較し、近づき方、離れ
方の微妙な違いが把握でき、有益な方法であ
ることが理解できる。 
この分析の要点は、未分化な状態で可能で

あったクラスリング（図１参照）が、分化す
るにつれて、その傾向（図３の青）が維持さ
れずに、崩れていき、それぞれの株独自の挙
動を示すようになることである(図３の紫)。
このように、クラスタリングでは見えにくか
った傾向が、第１、２、３成分を三次元的に
描出した主成分分析で、それぞれの株の違い

図１ 

 

図２ 

 



を明確に捉えることができる。 
 しかし、主成分分析では個々の遺伝子の情
報が見えてこない。主成分分析の結果と個々
の遺伝子の情報をどのように表現するかを
考えてみた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
大量の情報を表現する三次元的手法の一

つ に コ ン ピ ュ ー タ ー を 用 い た SOM
（spherical self organization map）2 という
方法が知られている。これは、遺伝子情報な
どをクラスタリングしたものが、凹凸として
球面に描出されるものであり、魅力的な方法
ではあるが、しかし、この方法でも、個々の
情報まで描き出すことはできない、それらを
総和した凹凸、歪みを描出しているからであ
る。 
そこで、個々の遺伝子の発現量を球面に配

置することでボトムアップ的に遺伝子発現
の傾向を描出できないかと考えた。個々の情
報と全体の傾向を把握できるからである。地
球上に凹凸のある地形が存在するように、地
球儀上に遺伝子発現の高低を凹凸として描
かせて見た（図４）。 
これ等の図は、南極点から見たものを比較

している。１、２、３、３、５、６、７、８
はそれぞれ khES1、2、3、H1、201B7、253G1、 
脂肪幹細胞、線維芽細胞に対応する。色調の
違う遺伝子群を、例えば頂点を結び、山際の
稜線のように描いてみると、主成分分析ほど
クリアではないが、この方法でもそれぞれの
細胞株の全体的な傾向がつかめる。従って、
個々の情報と全体の傾向を同時に三次元的
に描出できたといえる。 
しかし、今回のやり方は、画像上立体的で

あるとは言え、平面に描出された三次元像で
あり、決して真の三次元像ではない。更にリ
アルにする、あるいはあらゆる方向から検討
できるようにするために動画にしてみたが、
それ以前の画像あるいはそれ以後の画像と
の連続性が維持しにくいため、微妙な変化を
読み取ることは困難であった。そこで更に一

歩進め、これらを三次元造形としてみた。す
なわち、CAD（computer aided design）に落
としたデータを３Dプリンターで樹脂造形を
作成した（図５）。これは真実の三次元構造
であるがゆえに、デリケートな要求（わずか
な角度での観察など）にも対応できる。この
ようなものが身近にあれば、膨大な遺伝子デ
ータから得られたその細胞株の特性を三次
元像としてリアルにイメージが可能で、対象
を深く洞察できるようになると考えられる。 
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これまで、膨大な情報を前にして、そして、
それらが対象について限りなく様々な特性
を象徴しているとわかっていながら、それら
を把握できないもどかしさを味わってきた。
今回のプロジェクトの根幹を流れるものは、
このジレンマに対する一つの解答であり、更
に多くの改善が要求されるにしても、研究代
表者にとり、手ごたえのある大きな一歩であ
った。今後この手法は多能性幹細胞の代謝系
の解析に加え、がん幹細胞野プロファイリン
グに展開させる。 
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