
体細胞初期化における質的不均一性
加藤　智朗 ,  大野　モニカ ,  塚原　正義
公益財団法人　京都大学 iPS 細胞研究財団 (CiRA Foundation)

発表に関連し、開示すべき COI 関係にある企業等はありません。
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iPS 細胞 (~12 クローン /ドナー ) 遺伝子発現＆メチル化解析、心筋分化能評価

ドナー名 年齢 性別
HDF1 54 男性
HDF2 32 女性
HDF3 29 女性
HDF4 38 女性
HDF5 31 女性
HDF6 30 女性

ドナー名 年齢 性別
PBMC1 38 女性
PBMC3 35 男性
PBMC4 24 女性
PBMC5 35 男性
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実験方法

目的
人工多能性幹細胞 (iPS 細胞 ) は多種多様な体細胞から初期化因子導入により作成できる胚性幹細胞 (ES 細胞 ) 様の細胞である。容易に区別でき
ない類似した形態を示していても、増殖能や分化能に差異が見られることもある。その様な質的不均一性に関わる内的要因を調べるため、繊維
芽細胞及び末梢血単核球から iPS 細胞を樹立し、遺伝子発現やDNAメチル化解析を実施して細胞の特徴に影響し得る要因を調べた。
結果
体細胞初期化に用いたセンダイウイルスベクターの細胞への導入量や残存期間をコントロールすることは容易ではなく、細胞の性質に影響する
事が考えられた。遺伝子導入された初期化因子により最大で 50%近くの遺伝子が影響を受けている可能性があり、その中でユビキチン化に関
わるシグナルが最も関連性が高かった。遺伝子発現解析から RNAスプライシングに関わる複合体を構成する遺伝子発現にばらつきが見られ、
DNAメチル化解析ではヒストン結合タンパク質のばらつきが大きかった。初期化方法の改良 (miRNA によるベクターの自己消化やmRNAリプ
ログラミング等 ) によりさらなる品質の安定化が望まれる。

コロニーピッキング 細胞増殖能評価 (5 ～ 8継代目 )

(~6 クローン /ドナー )

ベクター残存と非常に強い相関 (±0.9 ～±1.0) を示す遺伝子群 ベクター残存と強い相関 (±0.7 ～±0.9) を示す遺伝子群

細胞増殖と相関 (±0.3 ～±0.7) を示す遺伝子群 心筋分化と相関 (±0.3 ～±0.7) を示す遺伝子群

(miR-302ターゲット配列有 )

(miR-302ターゲット配列不含 )
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相関の強さにより分類した遺伝子の存在比率
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HDF iPS クローン間における遺伝子発現のばらつき PBMC iPS クローン間における遺伝子発現のばらつき
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発現のバラつき (SD) が大きい遺伝子

メチル化のバラつき (SD) が大きい遺伝子
HDF iPS クローン間におけるDNAメチル化のばらつき PBMC iPS クローン間におけるDNAメチル化のばらつき

SDSD

発現のバラつき (SD) が大きい遺伝子

メチル化のバラつき (SD) が大きい遺伝子 ONTOLOGY ID Description GeneRatio pvalue p.adjust geneID

BP GO:0050808 synapse organization 26/431 7.44E-06 0.025788

SHANK1/FGF13/DSCAM/PAK3/SHISA6/SYN
1/FLNA/IL1RAPL2/LRRC4B/SLITRK2/SLITRK
4/GABRA2/OPHN1/CHRDL1/CDKL5/CNKSR2
/NLGN4Y/MECP2/NLGN3/GPC4/ARHGEF9/
CBLN4/COL4A5/GRIPAP1/ZC4H2/ZDHHC15

MF GO:0042393 histone binding 21/442 1.19E-06 0.000749
AIRE/TBL1X/MSL3/TSPY4/TSPYL2/RBBP7/
SCML1/SCML2/TAF7/MORC4/PHF6/USP51/
PHF8/SPIN2B/SPIN3/SPIN4/NAP1L2/SPIN2
A/TSPY1/TSPY2/TSPY3

MF GO:0061578 Lys63-specific 
deubiquitinase activity 4/442 0.000196 0.042622OTUD5/USP9X/BRCC3/USP27X

MF GO:0042043 neurexin family protein 
binding 4/442 0.00027 0.042622NLGN4Y/NLGN3/CASK/SYTL4

MF GO:0106018
phosphatidylinositol-
3,5-bisphosphate 
phosphatase activity

4/442 0.00027 0.042622MTM1/MTMR1/MTMR8/OCRL

ONTOLOGY ID Description GeneRatio pvalue p.adjust geneID

MF GO:0042393 histone binding 22/431 1.94E-07 0.000112
TBL1X/MSL3/TSPY4/TSPYL2/RBBP7/SCML
1/NAP1L5/SCML2/BRDT/MORC4/DPPA3/PH
F6/USP51/PHF8/SPIN2B/SPIN3/SPIN4/NAP
1L2/SPIN2A/TSPY1/TSPY2/TSPY3

CC GO:0071556
integral component of 
lumenal side of 
endoplasmic reticulum 
membrane

6/449 3.93E-05 0.006217HLA-DQB2/HLA-DPA1/HLA-
DRB5/BCAP31/HLA-DQA1/HLA-DRB1

BP GO:0002399 MHC class II protein 
complex assembly 5/425 2.00E-05 0.033387HLA-DQB2/HLA-DPA1/HLA-DRB5/HLA-

DQA1/HLA-DRB1

MF GO:0106018
phosphatidylinositol-
3,5-bisphosphate 
phosphatase activity

4/431 0.000245 0.04712MTM1/MTMR1/MTMR8/OCRL

ONTOLOGY ID Description GeneRatio pvalue p.adjust geneID

BP GO:0048705 skeletal system 
morphogenesis 27/770 6.25E-07 0.003035

ALX1/CHAD/CYP26B1/DHRS3/EYA1/FOXC1/
HHIP/HOXA1/HOXA11/HOXA3/HOXA5/HOXA
9/HOXB4/HOXB6/HOXD4/HOXD8/HOXD9/IR
X5/LTF/MSX1/MYF5/NDST1/P2RX7/PAPPA
2/PHOSPHO1/RARB/TFAP2A

BP GO:0009952 anterior/posterior 
pattern specification 24/770 9.96E-06 0.012096

AURKA/BTG2/EN1/FOXB1/FOXC1/HES5/HE
Y2/HOXA10/HOXA11/HOXA3/HOXA5/HOXA9
/HOXB4/HOXB6/HOXD4/HOXD8/HOXD9/MS
GN1/MSX1/MYF5/PCDH8/PCSK6/TDRD5/T
SHZ1

BP GO:0048706 embryonic skeletal 
system development 17/770 1.75E-05 0.017011

ALX1/EYA1/HOXA1/HOXA11/HOXA3/HOXA5
/HOXA9/HOXB4/HOXB6/HOXD4/HOXD9/IRX
5/MYF5/NDST1/TFAP2A/UCMA/WNT11

BP GO:0009954 proximal/distal pattern 
formation 9/770 6.18E-06 0.010002CYP26B1/EN1/GLI1/HES5/HOXA10/HOXA11

/HOXA9/HOXD9/IRX3

CC GO:0031261 DNA replication 
preinitiation complex 5/830 7.79E-05 0.021302GINS2/MCM2/MCM3/MCM5/MCM7

ONTOLOGY ID Description GeneRatio pvalue p.adjust geneID

CC GO:0005925 focal adhesion 69/1973 2.30E-05 0.006671
ACTN2/ACTN3/AJUBA/ANXA6/APBB1IP/ARH
GAP26/ARL2/ARPC5L/ATP6V0A2/B2M/CALR
/CD151/CD99/CDC42EP1/CHP1/CSPG4/CTT
N/DLC1/EFNB2/EZR/FBLN7/FERMT1/etc.

MF GO:0016887 ATP hydrolysis activity 61/1922 3.12E-05 0.035313
ABCA3/ABCB10/AFG3L2/ATAD3A/ATP10A/A
TP2A2/ATP2B4/ATP4A/ATP7B/ATP8B1/ATP
8B2/ATP9A/ATP9B/CCT3/CHD1L/DDX19A/D
DX23/DDX24/DDX27/DDX31/DDX3Y/etc.

BP GO:0006814 sodium ion transport 47/1885 2.51E-05 0.02786
ASIC1/ATP1B2/ATP2B4/ATP4A/CATSPER3/C
HP1/CLCNKB/COMMD3/COMMD9/EDNRB/
FGF11/FGF13/FXYD1/GRP/HECW2/KCNE3/
KCNQ1/NALCN/NDUFA9/NEDD4L/etc.

BP GO:0016125 sterol metabolic 
process 35/1885 2.52E-06 0.007572

ACADVL/ACLY/APOC1/APOL1/CYP11A1/CY
P27A1/CYP3A4/CYP51A1/DHCR24/DHCR7/E
BP/EBPL/EPHX2/ERLIN2/FAXDC2/FDFT1/G
BA2/HDLBP/HMGCR/HSD17B7/IDI1/etc.

BP GO:0006695 cholesterol 
biosynthetic process 17/1885 3.25E-05 0.02786

ACLY/CYP51A1/DHCR24/DHCR7/EBP/ERLIN
2/FDFT1/HMGCR/HSD17B7/IDI1/INSIG1/LS
S/MSMO1/MVD/MVK/NSDHL/PRKAA2

BP GO:1902653 secondary alcohol 
biosynthetic process 17/1885 3.25E-05 0.02786

ACLY/CYP51A1/DHCR24/DHCR7/EBP/ERLIN
2/FDFT1/HMGCR/HSD17B7/IDI1/INSIG1/LS
S/MSMO1/MVD/MVK/NSDHL/PRKAA2

ONTOLOGY ID Description GeneRatio pvalue p.adjust geneID

MF GO:0001216
DNA-binding 
transcription activator 
activity

54/1186 2.79E-05 0.020858
BNC1/CARF/CDX1/ELF1/ELF3/ESRRG/ETV4
/FOS/FOSL1/FOXC1/FOXO3/FOXR1/GATA4/
GCM1/GRHL1/HAND1/HNF4A/HOXB1/HOXB
3/HOXD13/IRF4/IRX6/ISL1/JUN/JUNB/etc.

BP GO:0007389 pattern specification 
process 53/1167 1.81E-05 0.012321

ACVR1/APLNR/BHLHE40/CDX1/CTNNBIP1/
DLL4/DMRTA2/FEZF1/FOXC1/FOXG1/GATA
4/GATA5/GDF11/GPC3/GSC/HAND1/HES2/
HOXB1/HOXB3/HOXB4/HOXD13/HOXD9/etc.

BP GO:0050673 epithelial cell 
proliferation 49/1167 0.000395 0.043703

ALOX5/APLNR/BAK1/CCL26/CCND1/CD109/
CEACAM1/CFLAR/COL8A2/DLL4/DUSP10/E
PPK1/F3/FA2H/FGFBP1/FGL1/GPC3/HAS2/
HMX2/HTRA1/ID2/IL6/IQGAP3/ISL1/etc.

CC GO:0062023 collagen-containing 
extracellular matrix 49/1220 2.68E-05 0.008282

ACAN/ACHE/ADIPOQ/ANGPT1/ANXA2/CCD
C80/COL10A1/COL17A1/COL4A6/COL7A1/C
OL8A2/COL9A1/CSPG4/CTSL/CTSZ/ELN/EM
ILIN2/F3/FGA/FGL1/GDF15/GPC2/etc.

BP GO:0048568 embryonic organ 
development 48/1167 0.000148 0.027768

ACVR1/APLNR/ATP8A2/CASP8/FOXC1/FOX
G1/FZD2/GATA4/GCM1/GSC/HAND1/HMX2
/HOXB1/HOXB3/HOXB4/HOXD9/ID2/JUNB/
MEF2C/etc.

ONTOLOGY ID Description GeneRatio pvalue p.adjust geneID

MF GO:0004842 ubiquitin-protein 
transferase activity 13/118 5.02E-06 0.001115

RFPL2/RFPL4A/RNF125/TNFAIP3/TRIM43/T
RIM43B/TRIM48/TRIM49/TRIM49B/TRIM49C
/TRIM51/TRIM60/TRIM64B

BP GO:0001818 negative regulation of 
cytokine production 10/125 0.00018 0.016341ARRB1/GPNMB/IL23A/KLF4/MERTK/NLRP1

2/NLRP7/RGCC/RNF125/TNFAIP3

BP GO:0022412
cellular process 
involved in 
reproduction in 
multicellular organism

10/125 0.000579 0.038058BRDT/CCNA1/DMRTB1/DNMT3L/MAEL/NO
DAL/PRDM1/RPL10L/SYCP3/TDRD12

BP GO:0045926 negative regulation of 
growth 9/125 4.19E-05 0.004692FBP1/MT1E/MT1F/MT1G/MT1H/MT1M/MT

1X/PI16/WNT3

BP GO:0045165 cell fate commitment 8/125 0.00058 0.038058GDF3/IL23A/IL6R/KLF4/NODAL/PRDM1/WN
T3/WNT5B

ONTOLOGY ID Description GeneRatio pvalue p.adjust geneID

BP GO:0022618 ribonucleoprotein 
complex assembly 14/107 5.90E-11 8.46E-09

RNVU1-
7/RNU11/SMN2/RNU6ATAC/PWP2/RNVU1-
15/RNU5B-1/RNVU1-19/RNVU1-3/RNVU1-
6/RNVU1-4/RNU4-2/RNU1-4/RNU4-1

CC GO:0015030 Cajal body 5/110 8.70E-05 0.002646SCARNA22/SNORA38B/SMN2/SCARNA23/SC
ARNA1

CC GO:0072588 box H/ACA RNP 
complex 2/110 0.001328 0.033636SNORA62/SNORA63

CC GO:0005786
signal recognition 
particle, endoplasmic 
reticulum targeting

2/110 0.003465 0.047875RN7SL2/RN7SL1

MF GO:0032452 histone demethylase 
activity 2/36 0.001559 0.0265KDM5D/UTY

ONTOLOGY ID Description GeneRatio pvalue p.adjust geneID

BP GO:0022613 ribonucleoprotein 
complex biogenesis 26/459 0.000171 0.021855

RNVU1-7/RNU11/RNU5B-1/RNVU1-
17/RNU5A-1/RNU4ATAC/RPL10L/RNU5E-
1/RNVU1-3/RNU6ATAC/PWP2/VCX/RNVU1-
19/DDX21/HSP90AA1/RNU4-2/RNU1-
4/RPS24/EIF3E/RNU4-
1/NPM1/RPL26/RPL7/RPS25/RPL5/RMRP

CC GO:0062023 collagen-containing 
extracellular matrix 25/467 3.75E-05 0.002565

SFRP1/LEFTY2/RARRES2/GDF15/MFGE8/BC
AM/LGALS3BP/ANXA1/THBS1/FGFBP3/CLC
/COL18A1/S100A10/SERPINB9/HSPG2/INHB
E/MFAP2/PTPRZ1/COL1A1/ANXA2/VCAN/H
SP90AA1/GPC3/SFRP2/HSP90B1

MF GO:0004857 enzyme inhibitor 
activity 19/370 0.000426 0.036429

NLRP7/BST2/ARRB1/WFDC2/CST1/ANXA1/
SERPINB5/SERPINB9/CDKN1C/PRNP/TRIB3
/ANXA2/PPP1R14A/GPC3/NPM1/SET/RPL5/
RPL23/GAPDH

BP GO:0045926 negative regulation of 
growth 18/459 4.04E-05 0.006956

MT1G/MT1H/MT1E/MEG3/MT1F/MT1M/BS
T2/MT1X/FBP1/SFRP1/MT2A/GDF15/SEMA
5B/PTPRS/SEMA6B/CITED2/GPC3/SFRP2

BP GO:0001666 response to hypoxia 18/459 0.000355 0.039028
LOC102724560/SFRP1/PTGIS/RGCC/THBS1/
LMNA/STC1/PAM/MALAT1/ADM/MYC/REST
/AK4/CITED2/MDM2/CD24/CHCHD2/HSP90
B1

Log2(probe numbers)Log2(probe numbers)
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