
 
   

 

ナイーブ型ヒト iPS細胞を用いた分化誘導法の開発 

 

京都大学 iPS 細胞研究所未来生命科学開拓部門  

高島  康弘   

 

 

１．はじめに 緒言 目的 背景 序論  
幹細胞は未分化性を維持しつつ増殖する自己複製能を持ち、分化した細胞に比べ、老化やストレスに抵抗

性を示すと考えられる。 

生命最初の幹細胞として、また生命の萌芽である無垢な幹細胞として、胚盤胞(blastocyst)の内部細胞塊

(ICM)や着床前エピブラストに由来する胚性幹細胞(ES細胞)がある。また、山中四因子を用いることによって、

体細胞をES細胞と同じステージの細胞へとリプログラミングした人工多能性幹細胞(iPS細胞)がある。ES/iPS

細胞は試験管内で未分化性を維持しつつ、胚体外組織を除いたすべてを作り出す能力を持つ。マウスES/iPS

細胞は、着床前エピブラストに限りなく近い状態で維持することが可能で、ナイーブ型と呼ばれている。着

床前エピブラストは私どもの体を構成するすべての細胞を作り出す。試験管内で着床前エピブラストと同様

の状態で細胞が維持されるなら、その幹細胞は生体のすべての細胞を同様に作り出す潜在的能力を持つと期

待される。 

このため、ナイーブ型細胞としてES/iPS細胞が維持出来ることは重要である。が、ヒトを含む霊長類では、

ナイーブ型ES/iPS細胞として試験管内で維持することは難しく、少し分化したプライム状態で維持されてい

ると考えられている。この少しの分化のため、現在私たちが培養するヒトES/iPS細胞の株間における多様性

や、同一細胞株内における不均一性という問題が引き起こされる可能性がある。そのため、ヒトにおける真

にリセットされたヒトES/iPS細胞を樹立し、解析することは重要なテーマである。 

iPS細胞を用いた治療をより高いレベルで実現するために、いかに完全なiPS細胞を分化に利用できるのかは、

分化させる技術と細胞を移植する技術とともに重要な技術である。この点において、私の研究は、より完全な

iPS 細胞を樹立する技術を高めることである。ナイーブ型ヒト iPS 細胞は真の生命の始まりの細胞である可能性

があり、現行のプライム型 iPS 細胞に比べ、分化させる細胞としてより相応しい可能性がある。例えば、現在

私たちが培養するヒト ES/iPS 細胞の株間における多様性、あるいは同一細胞株内における不均一性という問題

の解決にナイーブ型ヒト iPS 細胞は役に立つかもしれない。さらに分化能力の株間の差を埋める事につながる

かもしれない。しかしながら、これらは、現時点では可能性であり、実際に確認する必要があり、さらに基礎

的な研究を積み上げる必要もあり、克服しなくてはならない問題は多いと考える。最初にナイーブ型細胞を安

定化させることは最重要であり、続いて分化能力の検討も大事である。 

ヒトナイーブ型細胞は、より初期の幹細胞であることから、ヒトの生命の始まりを解析することに利用で

きる可能性がある。着床前から着床期への生命の発生は、ヒト胚へのアプローチが制限されていることから、

難しい分野であった。ナイーブ型ヒト iPS 細胞を用いて、試験管内での発生システムを構築して、より早い

時期の解析を行っていき、その結果、より適切な分化方法の開発へとつなげていくことが可能になる。その

ため、ヒトナイーブ型 iPS 細胞を用いて初期発生を解析することは重要である。 

そこで本申請では、ヒト多能性幹細胞の分化能力に関し、ナイーブ型とプライム型を比較した。特に胚体

外原始内胚葉への分化を試みた。 

 

２．方法 
ヒトナイーブ型多能性幹細胞を作成するために、ヒトプライム型 ES 細胞（H9 プライム細胞）およびヒト

iPS 細胞(AdiPS プライム細胞)に EOS ベクターを導入したヒトプライム型多能性幹細胞（H9-EOS 細胞, 

AiPS-EOS 細胞）を作成した。これらプライム型多能性幹細胞を HDAC 阻害剤で処理し、ナイーブ培地でヒト

ナイーブ型多能性幹細胞を誘導、維持し、リセット細胞を樹立した(H9 ナイーブ細胞, AiPS ナイーブ細胞）。

マウス ES 細胞に GATA6, GATA4, SOX17 を過剰発現させると、胚体外組織である原始内胚葉に誘導できる。マ

ウス ES細胞に GATA6, GATA4, SOX17を過剰発現すると、マウス原始内胚葉が誘導されることが知られている。

そこで、H9 ナイーブ細胞と H9 プライム細胞株に DOX 誘導下に GATA6 を発現するプラスミドを導入した。 

 

３．結果 研究成果 
⚫ ヒトナイーブ型多能性幹細胞とプライム型多能性幹細胞由来の PDGFRA 陽性細胞は異なる集団である 

H9 ナイーブ細胞に DOX を加えて、血清中で分化させたところ、いずれの過剰発現でも naïve 型のドーム状コ

ロニーは平坦になり、分化していった。遺伝子発現を確認したところ、GATA6 を過剰発現させた細胞株では、

ヒトナイーブ型から原始内胚葉のマーカーである GATA4, GATA6, SOX17 が day ２から発現し、day ４にかけ



上昇することが分かった。H9

ナイーブ細胞においても

GATA6 を過剰発現させると、

GATA4, 6, SOX17 は発現が誘

導された。GATA4 を過剰発現

した際も GATA6 ほどではない

が遺伝子の発現が誘導される

ことが分かった。 

マウスブラストシストにおい

て、原始内胚葉は PDGFRA 陽性

である。またマウス ES 細胞か

ら原始内胚葉へと分化した細

胞は、PDGFRA を発現していることが知られる。single cell RNA sequencing を用いた解析において、ヒト胚

の原始内胚葉において、PDGFRA が発現していることが報告されている。そこで誘導した細胞において、PDGFRA

の発現を qPCR で確認すると、ナイーブ型、プライム型同様に GATA6 を発現させると、PDGFRA の発現が上昇

することが分かった。そこでフローサイトメトリーで PDGFRA の発現を確認した（図 1）。GATA6 を過剰発現

させると、PDGFRA の発現が Day1 から認められ、Day3 で GATA6 では

41%、GATA4 では 20%の細胞が PDGFRA 陽性であった。続いて、PDGFRA

陽性細胞の遺伝子発現を調べた。ナイーブ由来 PDGFRA 陽性細胞を

純化しその発現を調べたところ、H9 ナイーブ-GATA6の PDGFRA 陽性

細胞からは、原始内胚葉のマーカーである GATA4、GATA6、SOX17、

HNF4A、FOXA2、COL4A1が発現し、一方多能性のマーカーである OCT3/4、

NANOG の発現は減少した。 

一方、H9 プライム-GATA6から誘導される PDGFRA 陽性細胞の遺伝子

発現を調べたところ、ナイーブ型に比較し、GATA4、SOX17 をはじめ

HNF4A、FOXA2 といった原始内胚葉遺伝子は発現せず、PDGFRB、 KDR、 

SNAI2、 CDH11、 VIMENTIN といった中胚葉や間葉系に関連する遺伝

子が発現していた。以上からナイーブ型からは原始内胚葉関連遺伝

子を発現する細胞が誘導されるが、プライム型からは中胚葉系の遺

伝子を発現する細胞が誘導されることが分かった。 

⚫ ヒトナイーブ型多能性幹細胞由来 PDGFRA 陽性細胞は原始内胚

葉に同等である 

分化のシグナルをより明らかに見るために、非血清培地である SFO3 培地を利用して、誘導を行った。H9 ナ

イーブ-GATA6 において、GATA6 を過剰発現させ、FGF4 を加えて誘導したところ、Day1 では約 30%の細胞が

PDGFRA 陽性になり、Day3 では８０％の細胞が PDGFRA 陽性であった。

PDGFRA 陽性細胞をフローサイトメトリーで純化し、発現を確認したと

ころ、血清コンディションと非血清コンディションでほぼ同程度に

GATA4、SOX17、FOXA2、HNF4A、 COL4A1、SPARC といった原始内胚葉関

連遺伝子を発現していた。免疫染色を実施したところ、GATA6 の過剰発

現によって、GATA4、SOX17 が誘導されることが確認された。PDGFRA 細

胞の性質をより深く解析するために、RNA-seq を用いた網羅的解析を行

った。全遺伝子を用いて主成分解析を行ったところ、H9 ナイーブ細胞

よび H9 プライム細胞は、PC1 で異なり、GATA6 を過剰発現させ誘導した

PDGFRA 陽性細胞（Day1, Day3）はナイーブ型とプライム型で未分化な

状態と同様に PC1 は異なり PC2 が同じ方向に変化した（図 2）。すなわ

ち誘導した PDGFRA 陽性細胞も異なる細胞集団であることが示唆される。

H9 プライムから誘導される細胞は、中胚葉系細胞であることが示唆さ

れたことから、中胚葉系遺伝子の発現を見たところ、D1 において、初

期の原始線条(primitive streak)に関連する遺伝子が発現しており、中

胚葉の細胞へと誘導されることが推測される。一方、ナイーブ細胞では、

このような中胚葉系の遺伝子は誘導されなかった。H9 ナイーブ細胞よ

り誘導された細胞とヒト胚におけるエピブラスト（EPI）と原始内胚葉

（PrE）に関する Top25 遺伝子の発現を比較したところ、誘導前の Day0

はエピブラストに近く、誘導後の Day3 は原始内胚葉に近いことが分か

った（図 3）。以上から、ヒトナイーブ細胞から誘導された PDGFRA 陽

性細胞は原始内胚葉に近い細胞であると考える。 

さらに、ナイーブ型から誘導した原始内胚葉細胞の分化能力を調べるた

めに、フローサイトメトリーで純化後、さらに培養を行った。ヒト胚で

は原始内胚葉細胞は、卵黄嚢と胚体外間葉系細胞に分化することが知ら

れており、遺伝子発現を、qPCR、免疫染色、RNA-seqで検索した。ナイ

ーブ型から誘導した原始内胚葉細胞は、実際、卵黄嚢で発現する FOXA1、



VIL1、GPC3、COL6A1 を発現していた(図 4)。ヒト卵黄嚢から RNA を取り出し

解析した RNA-seq データをコントロールとし、ナイーブ細胞から誘導した細

胞を比較したところ、ヒト卵黄嚢に近い遺伝子発現をすることが分かった。

このことから、ヒトナイーブ細胞から誘導した原始内胚葉は、生体内同様に

卵黄嚢に分化する能力を持つことが分かった。 

 

４．考察 まとめ 
⚫ ヒトナイーブ型多能性幹細胞とプライム型多能性幹細胞由来の PDGFRA

陽性細胞は異なる集団である。 

⚫ ヒトナイーブ型多能性幹細胞由来 PDGFRA 陽性細胞は原始内胚葉に近い

性質を持つ細胞である。一方、プライム型多能性幹細胞は、原始線条か

ら中胚葉遺伝子を発現する。 
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