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■　緒　言
胚性幹細胞（ESCs）や誘導多能生幹細胞（iPSCs）は、基礎研究から臨床応用まで幅広く活用される。

この多能性幹細胞の活用にあたっては、それぞれの研究目的に応じた品質管理が重要であり、これま
でに遺伝子発現やゲノム修飾などさまざまな指標が報告された 1,2）。しかしながら細胞の分化の実態
を把握するためには、実際に分化させることが必須であり、特に in vivo においては多大なコストと
時間を要する。

我々は 2022 年度において本財団特別助成「発育鶏卵を用いたテラトーマ形成試験のバリデーショ
ン評価」にて支援を受け、マウス多能性幹細胞のテラトーマ形成試験の代替法開発を行った。その結
果、発育鶏卵接種法の 1 つである漿尿膜上接種法を応用することで従来のマウスを用いたテラトー
マ形成試験を代替できることを見出した。これにより、テラトーマ形成試験に要する試験期間、単価
と維持費、設備を大幅に短縮することに成功した 3）。

これらの成果に基づいて今回、対象動物種の拡大しヒト iPS 細胞を用いて新規テラトーマ形成試験
の実証試験の完遂を目的として、各種試験に取り組んだ。

■　方　法
1. 一般細胞株での腫瘍形成試験

一般細胞株としてヒトメラノーマ由来の G-361 細胞株を用いた。EMEM 培地（Wako）にウシ胎子血
清（Thermofisher Scientific）と抗生物質を添加したものを用いて培養し、Trypsin-EDTA（Wako）を用い
て適宜継代した。細胞の接種溶媒として HBSS（Wako）にウシ胎子血清を加えたものを用い、1 接種あ
たり 105 ～ 106 細胞を含む 100 μL を注入した。

マウスを用いた腫瘍形成実験は、免疫不全マウスとして C.B-17/IcrHsd-Prkdcscid 系統（SCID マウ
ス）を用いて SPF 環境下で飼育した。上述の細胞懸濁液を皮下へ接種して、注意深く経過観察しつつ
採材を行なった。

発育鶏卵は 2022 年度に構築したプロトコルに倣い、10 日齢卵を用いた。漿尿膜上に上述の細胞懸
濁液を接種して、転卵せず 6 日間孵卵器にてインキュベートして採材を行なった。

採材は滅菌シャーレ内で行い、観察後、組織化学解析や核酸解析に供した。観察にあたり、腫瘍
の大きさを確認し、長径が 1 cm 以上のものを ++、1cm 未満のものを +、膜の肥厚に留まるものや斑
状のものを±、観察できないものを−に分類した。組織化学解析にあたり、中性緩衝ホルマリンまた
はブアンにより固定を行い、定法に従ってパラフィン包埋、薄切、染色を行った。核酸解析にあた
り、ISOGENII（ニッポンジーン）および ReverTra Ace（Toyobo）、Gotaq（Promega）を用いた。
2. ヒト iPS 細胞での腫瘍形成試験

ヒト iPS 細胞株は樹立方法の異なる細胞株を 2 株ずつ用いた。京都大学 iPS 細胞研究財団の Fit プ
ロトコルを参照して培養と継代を行なった 4）。細胞の接種溶媒としてマトリゲル（Corning）に ROCK
阻害剤の Y-27632（Wako）を加えたものを用いた。接種後の解析は上述の方法と同様にして行なった。
3. 接種細胞数と接種後の溶媒動態

漿尿膜上への接種細胞数の確認実験として、2022 年度での使用実績のあるメラノーマ細胞株
（B16F10 細胞）およびテラトカルシノーマ細胞株（F9 細胞）を用いた。RPMI 培地（Wako）にウシ胎子血
清と抗生物質を添加したものを用いて培養し、Trypsin-EDTA を用いて適宜継代した。細胞の接種は
上述の方法に倣い、接種あたりの細胞数は 103 ～ 106 細胞に調整した。解析は上述の通り行なった。

接種後の溶媒動態の確認として漿尿膜上に接種した鶏卵を CT 撮像した。上述の方法にて造影剤
（オイパロミン 300 注）を注入し、microCT（RIGAKU）にて撮像を行った。
4. 動物使用について

動物の使用について、山口大学山口地区動物使用委員会の許可を受けた上で実験を行なった（承認
番号：612）。発育鶏卵の使用について、本実験での取り扱い範囲内では SCAW 分類のカテゴリー A
に該当し、動物実験に該当しないが、人道的な取り扱いを心がけた。また、試験内容についてはあら
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かじめ山口大学山口地区動物使用委員会の許可を受けた上で実験を行なった（承認番号：612）。

■　結　果
1. ヒト一般細胞株を用いたプロトコルの検証実験

ヒトの一般細胞株として G-361 細胞株を用いて行った（図 1A）。免疫不全マウスの皮下へ細胞を接
種したところ、乳白色の腫瘍塊の形成が確認された（図 1B）。組織化学解析を行ったところ、エオジ
ン好性の細胞質に富む細胞の房状の増殖像が認められた（図 1C）。同細胞株はメラノーマの細胞株で
はあるものの、in vitro および in vivo のどちらにおいても肉眼的にメラニンの産生は認められなかっ
た。

構築済みプロトコル（2022 年度成果）に従って漿尿膜上接種を行ったところ、接種 6 日後において
接種箇所の漿尿膜内において乳白色の腫瘍様組織の形成が確認された（図 1D）。しかしながら腫瘍の
形成率および形成された腫瘍サイズは 2022 年度で用いた細胞株（B16F10 細胞株および F9 細胞株）と
比較して低く、小さかった。組織化学解析を行ったところ、漿尿膜内にエオジン好性の細胞質に富む
細胞が房状のコンパートメントに分かれて増殖する様子が確認された（図 1E）。また、腫瘍組織内に
おいて、ホストのニワトリの赤血球も多数観察された。

この G-361 細胞の in vitro（CTL）、皮下接種による腫瘍（SCID）、漿尿膜上接種による腫瘍（CAM）の
別でマーカー遺伝子の発現を解析したところ、TYR、MELANA、MTIF の発現が確認された（図 1F）。

以上からヒトの一般細胞株である G-361 細胞でのプロトコルの検証を行い、外挿可能であること
を実証した。
2. ヒト iPS 細胞での腫瘍形成試験の実証への取り組み

ヒト iPS 細胞での腫瘍形成試験の実証へ取り組んだ。エピソーマルベクターとセンダイウイルスベ
クターの 2 種類の方法で樹立したヒト iPS 細胞を用いた（図 2A）。

このヒト iPS 細胞を免疫不全マウスの皮下へ接種したところ、乳白色の腫瘍塊の形成が確認され
た（図 2B）。形成された腫瘍塊は小型のものと大型のものの 2 種類に分けられた。組織化学的解析を
行ったところ、小型の腫瘍塊は中心部と辺縁部とで構造が異なり、中心部は紡錘形の細胞が密集し、
辺縁部は細胞が疎であった（図 2C）。いずれの部位からも典型的な分化した組織像は観察されなかっ
た。一方で、大型の腫瘍塊においては各胚葉に由来する典型的な分化した組織像を含むテラトーマで
あった。具体的には外胚葉由来として神経ロゼッタ様構造と角化上皮、中胚葉由来として軟骨組織と
骨組織、内胚葉由来として腸管様粘膜上皮が観察された。本実験について腫瘍形成までの日数とエ
ンドポイントまでの日数をまとめ、マウス胚性幹細胞との比較を表 1 に示す。マウス ES 細胞は接種
2 ～ 7 週後より腫瘍化が確認でき、その後 1 ～ 2 週間でエンドポイントまで達するのに対して、ヒト
iPS 細胞では接種した一部において 12 週間後に腫瘍形成が確認できるものがある程度であり、腫瘍
形成能と増殖の低さが示唆された。

このヒト iPS 細胞を用いて漿尿膜上接種を行ったところ、顕著な腫瘍の形成は確認できず、接種部
位の漿尿膜の肥厚が観察されるに留まった（図 2D）。肥厚部位を中心に組織化学的解析を行ったとこ
ろ、細胞が密集した小結節の形成や部分的な脂肪組織様構造が観察された（図 2E）。

以上、ヒト iPS 細胞でも発育鶏卵の漿尿膜上接種により細胞が生着し、分化した細胞を含む組織を
構築することがわかったものの、その形成率はマウスの幹細胞と比較して低かった。
3. 接種細胞数と細胞接種後の動態の確認

ヒト iPS 細胞での腫瘍低形成の結果を受けて、接種細胞数と細胞接種後の動態の解析を行った。接
種あたりの細胞数は 103 ～ 106 細胞に調整して漿尿膜上に接種し、形成される腫瘍塊のサイズを肉眼
観察により評価した（表 2）。その結果、マウスの腫瘍細胞株の B16F10 細胞や F9 細胞においては接
種あたり 104 細胞で腫瘍塊の出現が観察されはじめ、105 細胞ではほとんどの漿尿膜で腫瘍が確認で
き、106 細胞ではほとんどの漿尿膜で大きな腫瘍塊が確認できることがわかった。一方でヒト iPS 細
胞を用いた場合、106 細胞の接種においても漿尿膜の肥厚に留まった。

また接種した溶媒の鶏卵内での分布を CT により撮像したところ、気室の中央部と辺縁部に局在す
ることがわかった（図 3）。これは本研究の G-361 細胞での小結節形成部位と hiPS 細胞での漿尿膜肥
厚部と一致した。

■　考　察
本研究では 2022 年度の助成により確立したマウス胚性幹細胞を用いた漿尿膜上接種法によるテラ

トーマ形成試験の代替法の新展開として、ヒト誘導多能性幹（iPS）細胞への外挿可能性の探索を行っ
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た。
まずヒトの一般細胞株である G-361 細胞を用いてプロトコルの再検証を行い、ヒトの細胞株にお

いても外挿可能であることを確認した。この細胞株はヒトのメラノーマに由来するとされているも
のの、他のヒトメラノーマ細胞株と比較して腫瘍の増殖や転移能力が低いことが報告されている 5,6）。
本研究でも 2022 年度に使用実績のある B16F10 細胞や F9 細胞と比較して in vivo での腫瘍形成の速
度が低いことが観測された。これは本プロトコルが細胞株の in vivo での増殖能力を反映しているこ
とを示唆している。

次にヒト iPS 細胞を用いた実証試験を行ったところ、免疫不全マウスと漿尿膜上接種のどちらにお
いても非常に低い腫瘍形成率を呈したものの、分化細胞の存在を組織化学的手法で確認した。またこ
れは PCR によるゲノム検出でも支持する結果を得ている（データ示さず）。2022 年度での実績のマウ
ス幹細胞との違いを鑑みたところ、ヒト iPS 細胞の増殖速度が比較的緩徐である点と細胞の懸濁分散
時に使用する阻害剤の 2 点が挙げられた。増殖が緩徐である点については上述の G-361 でも腫瘍を
形成しづらい傾向になると考察し、ヒト iPS 細胞でも同様であろうと考えた。阻害剤について、分散
時の細胞死を抑制する目的で使用したが、接種後にホスト側へ拡散して懸濁液中の濃度が低下したと
考えられる。これにより接種した細胞のごく一部のみが生着し、腫瘍形成ではなく漿尿膜の肥厚にと
どまったと考えられる。これらの課題を克服するために、接種後の阻害剤などの低分子化合物の拡散
動態の解明や分化タイミングの違いによる細胞生着について解明が必要であると考える。一方で、腫
瘍形成率については総じて免疫不全マウスと漿尿膜上接種とで一定の相関があることが明らかとなっ
た。

■　要　約
我々は 2022 年度での助成課題「発育鶏卵を用いたテラトーマ形成試験のバリデーション評価」でマ

ウス胚性幹細胞を用いてテラトーマの代替法の開発を行なった。本研究では確立したプロトコルをさ
らに発展させてヒト誘導多能性幹（iPS）細胞への外挿可能性を探索した。ヒト iPS 細胞自体の腫瘍形
成率が低いため、本プロトコルにおいても腫瘍形成には至らないものの細胞の生着や結節の形成を確
認できた。
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表１腫瘍形成とエンドポイントまでの日数

表２接種細胞数ごとの漿尿膜上での腫瘍形成
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図１ G-361 細胞による腫瘍形成実験
A：本実験に用いた G-361 細胞の明視野像を示す。
B：免疫不全マウスの皮下接種により得られた腫瘍塊を示す。
C：腫瘍塊（皮下接種）の HE 染色像を示す。
D：漿尿膜上接種により得られた腫瘍塊を示す。
E：腫瘍塊（漿尿膜上接種）の HE 染色像を示す。
F：マーカー遺伝子の発現解析結果を示す。
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図２ ヒト iPS 細胞による腫瘍形成実験
A：本実験に用いたヒト iPS 細胞の明視野像を示す。
B：免疫不全マウスの皮下接種により得られた腫瘍塊を示す。
C：小型腫瘍塊（皮下接種）の HE 染色像を示す。
D：大型腫瘍塊（皮下接種）の HE 染色像を示す。
E：漿尿膜上接種により得られた腫瘍塊を示す。
F：漿尿膜肥厚部の HE 染色像を示す。
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図３ 漿尿膜接種モデルの CT 撮像
コントロール（左）と漿尿膜接種（右）の鶏卵の CT 撮影像を示す。


