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II. 成果の概要（総括研究報告） 
和文 

Aim and goal of the joint research 

本研究では、細胞初期化因子発現によって出現するiPS細胞を含む準安定的細胞の樹立、分化に関わ

るエピジェネティック修飾状態、遺伝子発現状態の変化を解析することにより、細胞アイデンティ

ティーの維持、変化に関わるエピジェネティクス制御機構を理解することを目指す。得られた知見

は、細胞アイデンティティーを積極的に制御する手法ACsA (Assisted Cell-state Alteration)に応用するこ

とで、高効率の細胞運命の制御方法の開発を目指す。開発したACsA法を疾患原因細胞に応用し、疾

患発症メカニズムの解明やその治療法開発に発展させる。 

Outcomes of the research 

日本側、カナダ側ともに細胞初期化に関連して出現する準安定的な細胞を同定し、それぞれの特徴

を解析した。日本側研究グループは生体内で体細胞が初期化できる生体内細胞初期化モデルを作製

した。生体内での一過性の初期化因子の発現により、がん細胞に類似した細胞が出現することを示

した(Cell 2014)。さらにiPS細胞前駆細胞の完全初期化においてKlf4が重要な役割を持つことを示した

(Stem Cell Reports 2015)。カナダ側グループは試験管内細胞初期化システムを用いて従来の多能性幹

細胞とは異なるF-Class細胞の樹立を報告した(Nature 2014, Nature 2014, Nature Comm 2014, Nature 

Comm 2014)。初期化因子発現レベルの違いが細胞の運命制御に重要な役割を果たすことを示した。 

Collaboration between Japanese and Canadian research teams 

上述の準安定的細胞の解析において、両国の研究者間での情報交換が重要な役割を果たした。生体

内初期化失敗細胞(Cell 2014) とiPS細胞前駆細胞(Stem Cell Reports 2015) の解析は、Yamada Groupと

Woltjen Groupの共同研究であり、Woltjen GroupとNagy Groupは共著論文(Methods in Molecular Biology 

2016)を出版した。日本、カナダ両研究グループはぞれぞれ独立した細胞初期化可能マウスを作製し

ており、研究サンプルの相互利用を行った。初期化因子発現レベルの違いが与える細胞運命制御へ

の影響について最新の情報交換を行った(Toronto July 24-27, 2016)。若手研究者育成の取り組みとして、

日本側の大学院生をカナダ幹細胞学会に参加させ、カナダ側研究者との情報交換を行った(Till & 

McCulloch Meetings Whistler, October 24-26, 2016)。 

Future prospect 

細胞初期化に関連して出現する３種類の準安定的細胞（生体内初期化失敗細胞(Cell 2014) 、iPS 細胞

前駆細胞(Stem Cell Reports 2015)および F-Class 細胞(Nature 2014, Nature 2014)）の比較検討を行う。ま

た日本、カナダ両研究グループそれぞれが開発した細胞初期化可能マウスを解析し、細胞アイデン

ティティーの維持、変化に関わる知見をヒト細胞に応用することで、ヒト疾患発症メカニズムの理

解や安全で効果的な細胞移植医療開発への応用を目指す。初期化因子発現レベルの違いによる新た

な細胞運命制御方法の開発を行う。 

 
英文 

The goal of the collaborative research is to characterize the epigenetic states accompanying cell 

identity changes, or Assisted Cell state Alterations (ACsA) during reprogramming and differentiation. The 

knowledge gained from this joint effort will hold significant value for improving ACsA techniques and control 

over cell-state changes to multiple fate destinations, which in turn will result in cell products better suited for 

disease modeling and translation to regenerative medicine applications. Furthermore, we believe the efforts of 

this project will better bridge our extensive insights gained from mouse models toward better understanding 

human conditions, many currently regarded as incurable. The foundation of this proposal lies in the enormous 
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dataset that has been assembled under “Project Grandiose,” (PG) which is built on use of the piggyBac 

reprogramming transposon developed by the Nagy group to generate transgenic mouse iPSC lines that is now 

utilized worldwide. Using parallel molecular analyses including genome wide mapping of chromatin 

modifications, CpG methylation, and small (miRNA) and large transcriptome, and proteome analysis, we 

characterized the AScA that arise during reprogramming. The data were analyzed to specifically define the 

molecular differences between two alternative pluripotent states (reprogramming factor expression dependent 

F-class and factor independent ESC-like iPS cells) (Nature 2014, Nature 2014, Nature Comm 2014, Nature 

Comm 2014). In addition, the in vivo reprogrammed mouse model developed by the Yamada lab (Cell 2014) 

provides a tremendous complement to the in vitro piggyBac method.  

The Yamada and Shinkai groups tried to characterize the epigenetic marks associated with the 

tendency for some cell-states to gain a cancer cell identity resulting from transient expression of 

reprogramming factors in the reprogrammable mouse model. The Woltjen group determined how the 

stoichiometry of Klf4, one of reprogramming factors, drives heterogeneity and alternate reprogramming 

outcomes (cell states). Variations in Klf4 protein levels can change reprogramming kinetics, success rates, and 

the identities of “partially” reprogrammed cells (Stem Cell Reports 2015). The Nagy, Woltjen and Yamada 

research teams have completed microarray analyses of their respective cells associated with reprogramming – 

the Nagy team’s fibroblast-derived F-class cells, the Woltjen group’s intermediate cells during in vitro 

reprogramming from MEFs and Yamada group’s kidney cell-derived cancer-like cells. Progress on reducing 

the required cell number for ChIP analysis by the Shinkai group now positions us to be able to address the role 

of specific posttranslational modification of histone tail residues in these cell types as well. Combining the 

microarray and epigenetic data of respective cells that are associated with reprogramming should contribute to 

better understanding of epigenetic changes during cell fate alteration. We hope to find commonality within 

observed epigenetic changes during the respective ACsA processes, as well as epigenetic signatures 

consistently associated with tumor development.  
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