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■STAP現象が存在するか否かを一から検証する。

■論文に記載された方法で再現性を検証する。
（リンパ球からの多能性細胞誘導の検証）

■論文に記載された方法とは異なる、より厳密な細胞追跡法
を用い、STAP現象の有無を検証する。
（Cre-loxPシステムを用いた検証）

検証実験の目的
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脾臓
塩酸（HCl）を用いた
弱酸性化

C57BL/6
Oct3/4‐GFP
（GOF）
生後5~10日目

論文に記載された主たるＳＴＡＰ細胞誘導の手順

Lympholyte®（リンパ球分離溶液）を用いた
遠心分離による赤血球の除去
＝90%以上CD45陽性細胞

線維芽細胞増殖因子（FGF2）
添加の有無

(Obokata et al., Nature, 2014, retracted)
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添加量（µl/500 µl of HBSS）

HCl：10μlの35%HClを590μlのHBSSで希釈したものを添加

pH

塩酸（ＨＣｌ）濃度の設定
実験結果１
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17番染色体 Oct3/4遺伝子

遺伝子クローニング

GFP遺伝子の挿入

GOF（人工遺伝子）

マウス受精卵へのDNA注入
？番染色体

Oct3/4‐GFP人工遺伝子(GOF)
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STAP様細胞が誘導されたことを確認する方法

１ 浮遊細胞塊の出現

２ Oct3/4‐GFP (GOF)からのGFP蛍光遺伝子発現

(Obokata et al., Nature, 2014, retracted)
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塩酸（HCl）を用いた弱酸性条件で処理した脾臓細胞集
団から出現した細胞塊 （培養7日目）

HCl添加量（µl/500 µl of HBSS）

6 µl (pH 6.7~7.0) 10 µl (pH 5.7~6.0)

実験結果２
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490 nm

520 nm

550 nm

590 nm

蛍光顕微鏡を用いたＧＦＰ蛍光の検出

ＧＦＰ遺伝子を発現する細胞の蛍光顕微鏡観察像（ＥＳ細胞）

励起光波長
（中心値）

蛍光波長
（中心値）

緑色蛍光観察フィルター

赤色蛍光観察フィルター

GFPの蛍光は緑色蛍光観察フィルターによってのみ検出される
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490 nm

520 nm

550 nm

590 nm

蛍光顕微鏡を用いたＧＦＰ蛍光の検出

Oct3/4‐GFPを持つ脾臓細胞から得られた細胞塊の蛍光顕微鏡観察像

励起光波長
（中心値）

蛍光波長
（中心値）

緑色蛍光観察フィルター

赤色蛍光観察フィルター

緑色・赤色蛍光観察フィルターともに蛍光が検出される

実験結果３
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１．蛍光顕微鏡ならびにセルソーターを用いた解析で、GFPの蛍光を明
確に検出することはできていない。

２．定量PCR法を用いた遺伝子発現解析で、内在性Oct3/4遺伝子の発
現上昇は検出できていない。

３．細胞塊の免疫染色法を用いた解析で、内在性Oct3/4遺伝子の発現
上昇は検出できていない。

C57BL/6マウス脾臓細胞から塩酸処理で得られた
細胞集団の解析結果のまとめ
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Albumin‐Cre Tg Rosa‐loxP‐STOP‐loxP‐H2BEGFP Tg

肝細胞でのみ
Creが発現

Rosa‐loxP‐H2BEGFP Tg

肝細胞でのみloxP配列
の組み換えが起こりGFP
が恒常的に発現

恒常的にGFPを発現す

る肝細胞を含む肝臓を
採取

トランスジェニックマウスの交配
単一細胞に分散

STAP様細胞化

小細胞塊の
胚盤胞への
注入

キメラ胚における三胚
葉への寄与の検証

分化細胞特異的Cre組み換え酵素発現による恒常的子孫細胞追跡法
（アルブミン遺伝子発現を指標とした肝細胞の標識化を例とした）

Albumin 
promoter

Cre
recombinase pA

Rosa 
promoter PGKneopA EGFP pA

Rosa 
promoter EGFP pA

肝細胞でのみGFPを発現するマウス
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Nkx2.5‐Cre:Rosa26‐loxP‐STOP‐loxP‐H2BEGFP P6

Nkx2.5‐Creを用いた心筋細胞の恒常的標識
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Alb‐Cre: Rosa26‐Rosa26‐loxP‐STOP‐loxP‐H2BEGFP P5

Albumin‐Creを用いた肝実質細胞の恒常的標識
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CD45 陽性細胞などの分化細胞からのSTAP
様細胞の誘導

STAP様細胞のキメラ寄与能の検証

STAP様細胞からのSTAP幹細胞作製の検証

STAP幹細胞のキメラ寄与能の検証

分化細胞特異的にCreを発現する
マウスの入手と交配

分化細胞標識の検証

分化細胞標識マウスからのSTAP様細胞の誘導

STAP様細胞のキメラ寄与能の検証

STAP様細胞からのSTAP幹細胞作製の検証

STAP幹細胞のキメラ寄与能の検証

研究実施スケジュール（予定）

中間報告 最終報告
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C57BL/6以外のマウスでの検討
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種々の臓器に由来する細胞からの
種々のストレス処理によるSTAP細胞誘導

(Obokata et al., Nature, 2014, retracted)
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マウスの遺伝的背景 C57BL/6, 129, C57BL/6x129 F1

臓器 脾臓、肝臓、心臓

ストレス処理方法 毛細管通過刺激（trituration法）、ストレプトリジン（SLO）
種々の酸処理

論文記載の方法
ハーバード大学で公開されている方法
など

の範囲で条件を検討する

今後の検証方針

検討すべき条件
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