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〈要 約〉

　ヒトのiPS細胞は株ごとに分化能が大きく異なる．ヒトのiPS細胞は再生医療および輸血医療への応用が期待されているが，この株ごとの分化能の差は臨床への応用にむけ解決すべき喫緊の課題である．筆者らは，その原因を明らかにするため，多数のiPS細胞株およびES細胞株について血液細胞への分化能を詳細に解析し，同時に，遺伝子の発現やエピゲノムの状態を網羅的に調べ，それらの関連について解析した．その結果，血液細胞への初期の分化はIGF2遺伝子の発現と正に相関していた．また，成熟した血液細胞への分化は体細胞の初期化の過程において生じた異常なDNAメチル化の量と逆相関を示した．iPS細胞の由来する体細胞の種類の影響は主要な原因ではなかった．これらの知見は，ヒトのiPS細胞の生物学的な理解のみならず，臨床への応用や疾患モデルにふさわしい細胞株を選別するのに役だつと考えられた．

はじめに

　iPS細胞（induced pluripotent stem cell，人工多能性幹細胞）は血液の研究分野においても再生医療，輸血医療，先天性疾患の疾患モデルの構築などに非常に有用であり大きな注目をあつめている．しかしながら，ヒトのiPS細胞は株ごとの分化能の差が非常に大きいことが知られ，その応用にむけ大きな障害になっている．過去の報告において，その原因についていくつかの説がとなえられている．ひとつは，iPS細胞の由来する体細胞の種類が分化に影響をおよぼすという説で，体細胞メモリーといわれる現象である1-4)．そのほか，体細胞の初期化の過程において一部の株に異常が生じるという説もあり，とくに，DNAメチル化の異常がもっともよく調べられている3,5-8)．しかしながら，とくに分化能とiPS細胞の性質について調べた論文においては，使用された株の数が少ないなどの問題点から決定的な結論にはいたっておらず，また，原因とされたさまざまな因子がiPS細胞の分化能にそれぞれどのくらい影響をおよぼすのかなど，依然として不明な点が多い．このような背景から，ヒトのiPS細胞の株ごとの分化能の差の原因について，複数の種類の体細胞に由来する多数の株を用いた研究，そして，iPS細胞の分子マーカーと分化能との関係や由来する体細胞の種類との関係などを網羅した包括的な研究がもとめられていた．

1．種々の体細胞に由来するiPS細胞の血液細胞への分化

　線維芽細胞，血液細胞（末梢血および臍帯血），ケラチノサイト，歯髄幹細胞に由来するヒトのiPS細胞35株およびヒトのES細胞4株の血液細胞への分化能について評価した．分化能は，iPS細胞あるいはES細胞から血液前駆細胞までの初期の分化能と，血液前駆細胞から成熟した血液細胞までの分化能とに分けて評価した．さらに，これらの分化能と相関する因子や分子マーカーについて明らかにするため，マイクロアレイや次世代シークエンサーなどの技術を用いて，遺伝子の発現およびDNAメチル化やクロマチンの状態などエピゲノムの状態を解析した．これらのデータの関連を解析することにより分化能に影響をおよぼす因子を同定した．とくに，iPS細胞の分子マーカーについては，iPS細胞の由来する体細胞からiPS細胞，そして，iPS細胞から分化した血液前駆細胞さらに成熟した血液細胞にいたるまでの変化をおうことにより，iPS細胞の由来する体細胞の種類による影響や，どの時期に分化能の差異の原因が生じるかについて詳細に検討した（図1）．

2．iPS細胞の血液細胞への初期の分化能はIGF2遺伝子の発現量と相関する

　iPS細胞あるいはES細胞から血液前駆細胞までの初期の分化において，分化能には株のあいだで約10倍の差が認められた．その原因を明らかにするため，分化能の高い12株および分化能の低い12株における遺伝子の発現をマイクロアレイ法を用いて比較したところ，分化能の高い株においてIGF2遺伝子が高く発現していた．また，分化能およびIGF2遺伝子の発現量は，iPS細胞の由来する体細胞の種類とは関連がなかった．さらに，IGF2遺伝子の強制発現あるいはIGF2の培養液への添加により分化は促進され，RNAi法によるノックダウンあるいはIGF2の主要な細胞膜受容体であるIGF1受容体に対する抗体の添加により分化は抑制された．これらの結果より，iPS細胞の血液細胞への初期の分化においてIGF2遺伝子の発現が重要な役割をはたしており，さらに，IGF2遺伝子の発現量の差がiPS細胞の血液細胞への初期の分化能の株ごとの差の原因であることが実験的に示された（図2a）．IGF2の培養液への添加により，中内胚葉への分化に関連するGATA6遺伝子およびT遺伝子，また，造血幹細胞に関連するHOXB4遺伝子などの発現が上昇したことから，IGF2遺伝子はこれらの遺伝子の発現の上昇を介してiPS細胞の血液細胞への初期の分化を促進することが明らかにされた．

3．iPS細胞におけるIGF2遺伝子の発現の制御機構

　WGCNA（weighted gene co-expression network analysis，加重遺伝子共発現ネットワーク解析）法などのネットワーク解析および遺伝子間の相関関連解析により，IGF2遺伝子はGATA6遺伝子，CDX2遺伝子，BMP4遺伝子などの中内胚葉と関連する遺伝子と発現量の強い相関が認められ，これらの遺伝子は遺伝子ネットワークを構成して相互の発現量に影響をおよぼすとともに，協調してiPS細胞の中内胚葉への分化を促進する可能性が示唆された．また，IGF2遺伝子はインプリント遺伝子であることから，iPS細胞における株ごとの発現量の差異の原因としてインプリント制御領域におけるDNAメチル化について詳細に調べたが，インプリント制御領域におけるDNAメチル化の量とIGF2遺伝子の発現量との関連は認められなかった．IGF2遺伝子および相関する遺伝子がどのようなシグナル伝達経路により制御されるか調べたところ，IGF2遺伝子および中内胚葉と関連する遺伝子の発現はFGF2やアクチビンAにより著明に抑制された．ATAC-seq法を用いてiPS細胞におけるクロマチンの状態を解析したところ，IGF2遺伝子を高発現する株と低発現する株とではIGF2遺伝子および相関する遺伝子におけるクロマチンの構造のゆるみに違いが認められ，また，FGFシグナルはクロマチンの構造を閉じることによりIGF2遺伝子およびGATA6遺伝子の発現を抑制した．

4．iPS細胞の成熟した血液細胞への分化能は体細胞の初期化の過程において生じた異常なDNAメチル化の量により決定される

　血液前駆細胞から成熟した血液細胞への分化能についても，iPS細胞の株ごとに大きな差が認められた．また，それぞれのiPS細胞において，初期の分化能と成熟した血液細胞への分化能とに相関は認められなかったことから，初期分化能および成熟した血液細胞への分化能の株ごとの差は別の原因によると考えられた．成熟した血液細胞への分化能の高い株18株および低い株18株を選定しiPS細胞の由来する体細胞ごとに分類したところ，血液細胞に由来するiPS細胞はほかの体細胞に由来するiPS細胞と比べ分化能が高い傾向にあったが，過去の報告とは異なり，線維芽細胞や歯髄幹細胞に由来するiPS細胞でも半数弱の株は血液細胞に由来するiPS細胞と同等に高い分化能を示した．これらの結果は，いっけん，iPS細胞の由来する体細胞の種類の影響，すなわち，体細胞メモリーの影響をうたがわせたが，線維芽細胞や歯髄幹細胞に由来するiPS細胞でも半数弱の株は高い分化能を示したことは体細胞メモリーにより説明がつかないため，それ以外の因子の影響する可能性が示唆された．

　成熟した血液細胞への分化能の高い株および低い株についてマイクロアレイ法により遺伝子の発現を比較したところ，過去の報告にて一部のiPS細胞において特徴的にDNAメチル化が存在するとされたTCERG1L遺伝子およびFAM19A5遺伝子6,7,9) に発現の差がみられた．そのため，DNAメチル化がiPS細胞の成熟した血液細胞への分化能の株ごとの差の主要な原因である可能性を考え，iPS細胞のDNAメチル化の状態について詳細に調べた．DNAメチル化アレイを用いて成熟した血液細胞への分化能の高い株と低い株とを比較したところ，分化能の低いiPS細胞において特徴的にDNAメチル化されているゲノム領域を同定し，成熟分化障害関連DNAメチル化領域と名づけた．分化能の低い株における成熟分化障害関連DNAメチル化領域の高メチル化は，由来する体細胞からiPS細胞へ受け継がれたものなのか，体細胞の初期化の過程において新たに生じたものなのかを調べたところ，成熟分化障害関連DNAメチル化領域はiPS細胞の由来するいずれの体細胞においてもDNAメチル化されていないこと，そして，分化能の低い株においてのみ，体細胞の初期化の後期において高メチル化されることが明らかにされた．このことから，DNAメチル化が成熟した血液細胞への分化能の株ごとの差の原因であることが示唆されたのみならず，成熟した血液細胞への分化能の株ごとの差は体細胞から受け継がれた性質ではなく，体細胞からiPS細胞へと初期化される段階において異常なDNAメチル化が生じるか生じないかという，おそらく偶然の事象により決定されることが示唆された．

　血液細胞に由来するiPS細胞は全般的に成熟した血液への分化能が高い傾向にあることに注目したところ，血液細胞に由来するiPS細胞は体細胞の初期化の過程において成熟分化障害関連DNAメチル化領域に生じる異常なDNAメチル化の量が，ほかの種類の体細胞の初期化のときと比べ少ないことがわかった．これらの結果から，血液細胞に由来するiPS細胞においても，初期化の過程におけるDNAメチル化の異常が少ないことが全般的に成熟した血液細胞への分化能が高いことの主要な要因である可能性が示唆された．

　成熟分化障害関連DNAメチル化領域に存在する遺伝子について詳細に調べたところ，iPS細胞の成熟した血液細胞への分化能ともっとも相関していたのはTRIM58遺伝子という赤血球や血小板に特異的に発現する遺伝子におけるDNAメチル化であった．TRIM58遺伝子はiPS細胞の由来する体細胞においてはDNAメチル化されていなかったが，成熟した血液細胞への分化能の低い株においてのみ，初期化の過程においてDNAメチル化されていた．成熟した血液細胞への分化能の高い株においてCRISPR-Cas技術を用いてTRIM58をノックアウトしたところ分化能は低下し，分化能の低い株にTRIM58遺伝子を強制発現させたところ部分的ではあったが分化能は回復した．これらの結果により，特定のゲノム領域の初期化の過程におけるDNAメチル化がiPS細胞の成熟した血液細胞への分化能に影響をおよぼすことが実験的に証明された（図2b）．

　成熟分化障害関連DNAメチル化領域におけるDNAメチル化の量はほかの細胞への分化においても影響をおよぼすのかどうかを調べるため，過去の論文における，ヒトの多くのiPS細胞を肝細胞へと分化させてアルブミンの産生能を比較したデータを利用した10)．その結果，iPS細胞から肝臓への分化においても，成熟分化障害関連DNAメチル化領域の高メチル化は分化能と逆相関することがわかった．このことから，作製する細胞の種類によらず，一部のiPS細胞に体細胞の初期化の過程において生じる成熟分化障害関連DNAメチル化領域の高メチル化が成熟した細胞への分化の障害になることが明らかにされた．

おわりに

　この研究において，ヒトのiPS細胞における分化能の株ごとの差の原因が明らかにされた．これらの知見は，iPS細胞の生物学的な理解のみならず，臨床への応用や疾患モデルにふさわしい株を選別するのに役だつと考えられる．また，線維芽細胞に由来するiPS細胞も異常なDNAメチル化が少なければ良好な赤血球あるいは血小板などの成熟した血液細胞へと分化したことは，自己に由来するiPS細胞の輸血医療などへの応用への可能性を広げる知見であると考えられる．
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〈図説明〉

図1　実験の計画

ヒトの複数の体細胞に由来する多数のiPS細胞を作製した．iPS細胞の血液細胞への分化能を，iPS細胞から血液前駆細胞までの初期の分化能と，血液前駆細胞から成熟した血液細胞までの分化能とに分けて評価した．同時に，遺伝子の発現やエピゲノムの状態について，iPS細胞の由来する体細胞，iPS細胞，iPS細胞から分化した血液前駆細胞さらに成熟した血液細胞にいたるまで調べ，それぞれの分化能と関連する分子マーカーを同定した．

図2　ヒトのiPS細胞の血液細胞への分化
（a）血液細胞への初期の分化．

（b）成熟した血液細胞への分化．
