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ヒト人工多能性幹細胞（iPS細胞）

山中４因子
(Oct3/4, Sox2, 
Klf4, c-Myc)

体細胞（分化） iPS細胞（未分化）

永遠に増える能力
（自己複製能）

様々な細胞に分化す
る能力（多能性）



ヒトiPS細胞を医療応用する際の最大の課題：造腫瘍性

3

iPS細胞をそのままマウス脳に移植すると、テラトーマ
（良性腫瘍）が形成されてしまう

ヒトiPS/ES細胞

Ectoderm Mesoderm Endoderm

Kawai et al. J. Cerebral Blood 

Flow & Metabokism 2010



ヒト（自己）iPS（様）細胞加工医薬品等の品質及び安全性
の確保に関する指針、薬食発0907第３号 2012年9月7日

P13-14



ヒト多能性幹細胞を検出・除去する技術

治療用細胞
〈安全〉

ヒトiPS細胞

造腫瘍性
検出・除去

移植

分化効率は
100％未満

分化

治療用細胞
〈危険〉

残存未分化細胞

逸脱細胞



iPS細胞表層も糖鎖で覆われている

糖鎖

Collaboration with Dr. Yoshihiro Akimoto

Electromicroscopic photograph of hiPSCs



一般的な糖鎖構造解析の流れ

Glycoconjugates at 

the cell surface
Liberate glycans from 

proteins or lipids

Label with fluorescenceSeparate by HPLCMS analysis

Time consuming, laborious, and requires a lot of samples

Glycoproteins/Proteoglycans

Glycolipids

Extract 

glycoconjugates

Glycolipids

Glycoproteins/Proteoglycans



A large number of glycans can be classified 

using a panel of lectins with different glycan-

binding specificity

Concept: Lectinn

Lectin A

Lectin B

Lectin C

Lectin D
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解析した細胞

Cells Number

MRC5(fetal lung)-derived hiPSCs １２

AM（amnion）-derived hiPSCs ３６

UtE（endometrium）-derived hiPSCs ２７

PAL（placental artery）-derived hiPSCs ２７

Dermal fibroblast-derived hiPSCs １２

hESCs ９

Somatic cells, mouse feeder cells １２

Total １３５



プロトコールの流れ

Cells Protein 
extraction

Fluorescence 
labeling

Apply on lectin 
array

Statistic analysis Scan
50 ng = 
~103 cells

～10 million cells



クラスター解析の結果

9
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体細胞
（分化）

ヒトiPS細胞/ES細胞
（未分化）

Tateno et al. 

J Biol Chem

2011 

細胞表層糖鎖も
リプログラムされる



HPLC/TOF-MSによる定量的糖鎖構造解析

Fibroblasts, 

hiPSCs（201B7）

Hydrazinolysys

Re-N-acetylation

Pyridylamination

Anion exchange HPLC

Size-fractionation HPLC

Reverse-phase HPLC

MALDI-TOF-MS

Fibroblasts iPSCs 

(201B7)

N-glycans 20 37

O-glycans 7 10

Total 27 47

Hasehira et al. Mol Cell Proteomics 2012



ヒト線維芽細胞のN型糖鎖マップ
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ヒト多能性幹細胞が発現する特徴的な糖鎖

Sia
α2-6

Typical structureTerminal structure

Fuc
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Hasehira et al. Mol Cell Proteomics 2012



ヒト多能性幹細胞特異的レクチンの発見
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Tateno et al. J Biol Chem 2011

Hasehira et al. Mol Cell Proteomics 2012 

rBC2LCN（Burkholderia cenocepacia由来BC2L-C
レクチンのN末端ドメイン）

H type1 H type3

Fuca1-2Galb1-3GlcNAc Fuca1-2Galb1-3GalNAc

ヒト多能性幹細胞マーカー



rBC2LCNレクチンリガンドは
他の多能性幹細胞マーカーと密接に関係

Cer Cer

Cer

Cer

Gb4 SSEA3

SSEA4

H type 4 

(Globo H)

Tra-1-60/81
H type 1

(SSEA5, R17F)

H type 3

FUT1/2b3GalT5 rBC2LCN 

リガンド



ヒト多能性幹細胞の生染色

Onuma et al. BBRC (2013) Point: No toxicity to cells

Mixed populationhiPSCs
Cells deviated 
from hiPSCs

蛍光標識rBC2LCNレクチンを培養液に添加



三胚葉への分化に伴い糖鎖プロファイルが変化
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rBC2LCNレクチンの反応性は分化に伴い低下

内胚葉分化

中胚葉分化

外胚葉分化
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rBC2LCNレクチンのヒトiPS細胞への
結合メカニズム

Tateno et al. Stem Cells Transl Med 2013
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rBC2LCN陽性ポドカリキシンは培養液中に分泌される

rBC2LCN陽性ポドカリキシン

培養液中に分泌

iPSC/ESC cell surface



Tateno et al. Sci Rep 2014

培養液を用いて多能性幹細胞を検出する技術を開発

rBC2LCN-R10Gサンドイッチ
アッセイ

Cell number
O

D
4

5
0

ヒト多能性幹細胞数を測定

rBC2LCN

Peroxidase-

labeled R10G 

antibody

H type3-

podocalyxin

LLOD  = 0.0006%の未分化細胞数



三胚葉分化に伴う未分化細胞数のモニタリング
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iPS細胞の心筋分化過程における未分化
細胞数のモニタリング
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rBC2LCNレクチンは細胞内に内在化する

NuclearrBC2LCN

Tateno et al. Stem Cells Reports 2015

rBC2LCNレクチンをヒトiPS細胞内に薬
剤を送達するDDSとして使用できるので
は？



rBC2LCNレクチン-薬剤複合体の開発

rBC2LCNレクチン
iPSCs/ESCs Targeting

緑膿菌外毒素 （PE23）

rBC2LCNN C

5261

HHHHHHKDEL

PE38

rBC2LCNN C

3961

HHHHHHKDEL

PE23

rBC2LCN-PE23

rBC2LCN-PE38

図５ 薬剤融合型rBC2LCNの調製
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未分化細胞の除去

hiPSCs on feeder cells All hiPSCs are dead.
Only feeder cells are alive

hiPSCs colony

(Green color)
Feeder cells Lectin-drug conjugate

rBC2LCN-PE23 (10 ug/mL) After 24 h



rBC2LCN-PE23の未分化細胞除去効果

hiPSCs/
ESCs

Non-
hiPSCs/
hESCs

After 24 h

Tateno et al. Stem Cells Reports 2015



殺傷機構

Endocytic 

compartment

Endoplasmic 

reticulum

eEF2 eEF2

ADP-ribose

Inhibition of 

protein synthesis
Cell death

Endocytic 

compartment

furin

rBC2LCN-PE

hiPSCs/hESCs



殺傷効果の高い除去剤の開発
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rBC2LCN-PE38による未分化細胞除去効果
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Before treatment
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rBC2LCNレクチンの利点

１、分子量が小さい（抗体の10分の１）
２、高い安定性と溶解性
３、大腸菌で大量生産可能(100 mg/L)
４、安価
５、ヒトES/iPS細胞に高い親和性を示す

Antibody（150 kDa)rBC2LCN（16 kDa）



rBC2LCN関連原著論文
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