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１． 研究のねらい 

近年、ヒト iPS 細胞の樹立が報告され、幹細胞を用いた再生医療への応用に期待が集まっ

ている。しかし、一口に幹細胞といっても複数の種類があり分化能に違いがあることが分かっ

てきた。幹細胞の分化能を表す新しい表現として、naïve 状態とprimed 状態という区別が用い

られるようになっている。マウスのES（ｍES）細胞はnaïve状態を示す細胞で、非常に高いキメ

ラ形成能を持ち、生殖細胞へも寄与しうる。一方、これまでヒト ES 細胞（iPS 細胞）として同定さ

れた「幹細胞」は、マウスの ES 細胞が持つ多能性（naïve 状態）はなく、限られた細胞種にし

か分化できずキメラへの寄与率もほとんど認められない primed 状態を示すことが分かってき

た（図1）。ヒトES(iPS)細胞は、むしろマウスのEpiSC（epiblast stem cell）として報告されたmES

細胞より分化の進んだ状態の幹細胞と似た性質を持つ。ヒトの再生医療への応用を考えると、

primed 状態から naïve 状態のヒト iPS 細胞を作製することが、医療応用範囲が広く望ましい。

一方マウスを用いた実験から、EpiSC は特定の遺伝子（Klf4 など）を一過性に過剰発現させる

ことにより、naïve 状態の iPS 細胞にリプログラミングできることが報告された。このリプログラ

ミングの過程を分子レベルで理解することが、真の多能性を持ったヒト naïve 状態 iPS 細胞を

効率よくかつ安全に作出する為の基礎的知見として重要である。しかし EpiSC 及びマウス ES

細胞はどちらもいわゆる幹細胞マーカーを発現しており、これまでのマーカーでは両者を区別

することは難しい。そこで本研究では epiSC と、mES /iPS 細胞の大きな違いである X 染色体

の再活性化に注目した。X 染色体再活性化の状態をモニタリングすることにより、これまで不

可能であった多能性幹細胞の識別が細胞を生かしたまま簡単かつ正確に行える実験系を構

築することを目指した。 

  

 



 

２． 研究成果 

（１）概要 

 本研究では幹細胞の多能性と密接な関連が指摘されている X 染色体再活性化に注目し、

再活性化状態を簡便に Live imaging で検出できる系を開発する点に特徴がある。X 染色体の

不活性化は、雌の発生で 2 本ある X 染色体の内 1 本が不活性化され、雄と雌の間で活性を

持つ X 染色体の本数が揃う機構である。これまでの研究から、いったん X 染色体の不活性化

が成立すると、その記憶は分化した全ての細胞で維持されるが、内部細胞塊/mES 細胞や始

原生殖細胞といった多能性をもつ幹細胞では、不活性化された X 染色体が再活性化されるこ

とが報告されている。また、iPS 細胞樹立過程で、いったん分化した体細胞を人工的に幹細胞

にリプログラミングしても X 染色体の再活性化が観察されることが分かってきた。このように、

幹細胞の持つ多能性（pluripotency）と X 染色体の再活性化は密接に関連していると考えられ

ている。本研究ではマウスを材料に、X 染色体の再活性化の状態を生きた細胞でモニタリン

グするため、図２に示すように 2 本ある X 染色体それぞれに赤（mCherry）と緑（eGFP）のレポ

ーター遺伝子を挿入した（それぞれの X 染色体を XRED, XGFP と表記）。これにより、これまで区

別が困難であった naïve 状態と primed 状態の幹細胞を生かしたまま簡単に区別することが

可能となった。この系を用いると、一端起きたランダムな不活性化（1 本の X 染色体が不活性

化、一本が活性化: 赤又は緑の細胞）がリプログラミングを受け再活性化（2 本の X 染色体が

活共に性化: 黄色の細胞）される過程が検出できるようになると期待できる。 

 

 

 

（２）詳細 

X 染色体へのレポーター遺伝子の挿入はマウス ES 細胞を用い相同組み換えを利用し行っ

た。1copy の遺伝子を目的部位に挿入することによりモニタリングの系が定量性を持つことが

期待できる。更に目的の相同組み換えを起こした ES 細胞を用い、遺伝子組換えマウスを作

製することに成功した。得られたマウスを用い、レポーター遺伝子がどれだけ X 染色体の状態



 

を忠実に検出できるか新生児 1 日目の雄と雌の臓器について緑色蛍光の発現を調べた結果

が図 3 である。雄では 1 本ある X 染色体は活性化状態にあり、予想通りほぼ全ての細胞で緑

色蛍光が検出できた。一方、雌の臓器では1本が活性化され、もう一本が不活性化されること

が予想される。実際の蛍光は、予想通り約半数の細胞で緑色蛍光が検出でき、臓器レベルで

X 染色体の状態を忠実にモニタリングできることが分かった。更に、作製した赤及び緑色レポ

ーター遺伝子を持つマウス（XREDXGFP）から、ES 及び EpiSC を樹立し、X 染色体の活性化状態

の観察を行った（図 4）。その結果、期待通り ES 細胞（naïve 状態）では X 染色体は再活性化

され赤と緑の 2 色が共に陽性の黄色の細胞を、EpiSC（primed 状態）では 2 本の X 染色体の

片方が不活性化され、赤または緑単色の細胞を検出することに成功した。これにより、Ｘ染色

体の再活性化を指標に、異なる種類の幹細胞を生かしたまま見た目で区別することが初めて

可能となった。 

 

 

 

 

 

３． 今後の展開 

本研究では X 染色体の再活性化を連続的に Live imaging として検出する方法を開発するこ

とに成功した。これにより、これまで判別が困難であった複数の「幹細胞」を生きたまま簡便に

分類することが可能となった。この系は、「幹細胞」の多能性を評価できる新しい技術であり、

今後幹細胞の性質を理解する上で有用なツールとなる。細胞を生かしたまま X 染色体の再活

性化状態を観察出来れば、iPS 細胞樹立におけるリプログラミング過程が追跡でき、各段階で

起きていることの詳細な解析が可能となる。その成果は、将来的に真の多能性を持ったヒト

naïve 状態 iPS 細胞を効率よくかつ安全に作出する為の基礎的知見として役に立つと考え

る。 

 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 



 

当初の目標であった「X 染色体再活性化のライブイメージングする方法を確立し、幹細胞の

多能性を簡便に評価できる系」の開発は達成できたと考えている。この系を用いることにより、

これまで不可能であった異なる種類（naïve 状態と primed 状態）の幹細胞を生かしたまま見た

目で区別することが初めて可能となった。今後、幹細胞の性質やリプログラミング過程を理解

する上で有用なツールであると考える。また現在マウス iPS 細胞はマウス ES 細胞よりキメラ

能が低い細胞が多いことが分かっており、一口にリプログラミングと言っても細胞内で起きて

いることは種々雑多で幹細胞の分化能にばらつきがあることが分かってきた。しかし、幹細胞

の品質を管理する定量的なマーカー遺伝子などの基準は殆どない。今後、リプログラミングの

実体が分かれば、雑多な幹細胞集団からより分化能の高く、安全な「質」の良い幹細胞を選別

する技術開発に繋がる可能性も考えられる。これら知見は、将来様々な細胞に分化できる真

のヒト iPS/ES 細胞の効率的な作出方法を確立する基盤となるだけではなく、その安全性基準

を科学的に決める為に必須な情報となる点で発展性があると考える。 

 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

X 染色体の再活性化と幹細胞の関係に注目して、新しい幹細胞の多能性を評価する系を

確立することを目標にした。そのために 2 本の X 染色体の活性が異なる蛍光でモニターできる

マウスを作成した。目標としていた X 染色体の再活性化をライブイメージングでモニターできる

系であることを確認し、系の有用性を示した点は評価できる。今後この系を用いて、リプログラ

ミングのライブでの可視化やその機構解明、多能性幹細胞の品質管理、あるいは組織幹細胞、

がん幹細胞の研究など具体的活用が求められる。 
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