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研究成果の概要（和文）：血小板減少症の治療に向けて、イヌiPS細胞から血小板への効率的な分化誘導技術の
開発を目的に検討し、以下の成果を得た。①3つのイヌ造血サイトカイン遺伝子を発現するフィーダー細胞を作
製することができた。②長期継代可能なイヌiPS細胞を作製したが、血小板へ分化誘導することができなかっ
た。③新規複能性幹細胞としてイヌ人工胚体外内胚葉細胞様細胞株を作製することができた。本細胞株を用いて
血小板の作製を検討する予定である。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was in the development of the effective method 
for generation of platelets from canine iPS cells, and the following results were obtained. We 
generated canine hematopoietic cytokine-secreting feeder cells by transfection of the genes to OP9 
cells. While we established a stable and long-term culture of canine iPS cells, we could not 
differentiate them into platelets. We generated new canine stem cell lines that closely resemble to 
extraembryonic endoderm cells. These cell lines will apply to platelet production.

研究分野： 農学

キーワード： 再生医療　統合動物科学　ｉＰＳ細胞　血小板　バイオテクノロジー　トランスレーショナルリサーチ
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１．研究開始当初の背景 
血小板減少症は、ヒトと同様にイヌにおい

てもよく見られる病態で、新鮮血小板の輸注
以外に効果的な治療法はない。研究代表者ら
はイヌiPS細胞から血小板を作製することに
世界で初めて成功している（Stem Cells Dev, 
22, 2026-35, 2013）。しかしながら、生体内
では１個の巨核球から 2000 個ほどの血小板
が産生されると言われているが、ヒト iPS 細
胞を用いた報告と同様に、イヌ iPS 細胞にお
いても１個の細胞から数十個程度の血小板
しか作製できていないのが現状である。iPS
細胞から血小板への効率的な分化誘導法を
確立できれば、上記問題の解決に大きな前進
をもたらす 
 

２．研究の目的 
本研究では、イヌ iPS 細胞を用いて、造血

系分化誘導サイトカイン遺伝子を導入した
フィーダー細胞上で培養した後、血小板を効
率的に作製することを試みる。本研究の成果
は、iPS 細胞から他の血液系細胞への分化誘
導にも応用可能で、また、ヒトの再生医療に
も有用な情報を提供するものである。 
 

３．研究の方法 
(1)イヌサイトカイン発現フィーダー細胞
（株）の作製：イヌ造血サイトカイン（幹細
胞（成長）因子（SCF）、トロンボポエチン（TPO）、
およびエリスロポエチン（EPO））遺伝子を作
製し、これらの遺伝子を piggyBac トランス
ポゾンベクターにより骨髄間質細胞由来フ
ィーダー細胞の OP9 細胞に導入し、本 OP9 細
胞株からの造血サイトカインの発現を調べ
た。 
 
(2) ドキシサイクリンの有無により導入遺
伝子の発現を操作することができるドキシ
サイクリン誘導性レンチウイルスベクター
を用い、4 つの多能性維持遺伝子（マウス
Oct3/4、Klf4、Sox2、c-Myc）をイヌ胎子線
維芽細胞に導入することで、血小板に効率的
に分化誘導可能なイヌiPS細胞の作製を試み
た。 
 
(3) (2)と同様に薬剤誘導性ベクターを用い
て多能性維持遺伝子導入を行い、マウスやヒ
トでiPS細胞の作製効率を上げると報告され
ている低分子阻害剤を同時に添加し、イヌ
iPS 細胞の作製を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) OP9 細胞の培養上清を ELISA 法にて分析
することで、SCF のタンパク質発現が確認さ
れた。しかしながら、TPO および EPO のタン
パク質発現は検出できなかった。イヌ TPO や
EPO に対する ELISA キットの検出度感度が低
い可能性が考えられたので、培養上清を濃縮
し、ウエスタンブロッティングにて TPO およ
び EPO のタンパク質発現を確認したところ、

TPO と EPO の両方において目的バンドが得ら
れた（図１）。本結果より、イヌ造血サイト
カインを発現するOP9細胞株が得られた。iPS
細胞から血球系細胞を分化誘導するには、造
血サイトカインが必須であることから、今後、
本細胞株を用いたイヌiPS細胞の効率的な分
化誘導法の確立が望まれる。 
 

 
図１．イヌ TPO、EPO 遺伝子導入 OP9 細胞に
おけるタンパク質の発現 
OP9 細胞の培養上清を濃縮・精製後、糖鎖修
飾を切断し、ウエスタンブロッティングした。 
 
(2)薬剤誘導性ベクターを用いて長期継代
可能なイヌ iPS 細胞を作製した。本細胞は、
未分化マーカーを発現しており（図 2）、三胚
葉への分化能を有していた（図 3）。また、無
血清・無フィーダー細胞条件下で培養維持で
きた（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2．イヌ iPS 細胞の免疫染色 
A: NANOG、B: OCT3/4、C: Stage Specific 
Embryonic Antigen4(SSEA4) 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3．イヌ iPS 細胞を浮遊培養することで得
られた胚様体と胚様体を接着培養すること
で得られた細胞の免疫染色 
A: 胚様体、B: β-Ⅲ-TUBULIN（外胚葉）、
C: DESMIN（中胚葉）、D: SOX17（内胚葉） 
 
 
 
 
 
 

 
図 4．血清/フィーダー細胞および無血清/無
フィーダー細胞条件下で培養したイヌiPS細
胞  FBS+MEF: 血清/フィーダー細胞条件、
N2B27+matrigel: 無血清/無フィーダー細胞
条件 
 
作製したイヌiPS細胞を前述の造血サイト

カイン産生OP9細胞と共培養し、イヌiPS-sac
を介した手法を用いることで、血小板への効
率的な分化誘導を試みた結果、イヌ iPS-sac
は得られず、血小板への分化誘導はできなか
った。 
 このイヌiPS細胞の特性を詳しく解析した
ところ、本細胞株は、白血病阻害因子(LIF)
が培養に必須である既存のイヌiPS細胞とは
異なり、LIF 非存在下で培養可能であること
が確認された。また、その未分化状態がどの
シグナル経路によって維持されているかを
調べるために、LIF/Stat3 シグナル阻害因子
(JAKi)と Erk1/2 シグナル阻害因子(MEKi)を
培地に添加し、量的 RT-PCR にて多能性維持
遺伝子の発現を調べた。その結果、JAKi では
発現に影響はみられなかったのに対し、MEKi
では発現が低下したことから（図 5）、本 iPS
細胞は Erk1/2 シグナルにてその未分化状態
を長期に維持している着床後後期胚盤胞期
胚から得られるエピブラストの特性を有す
る細胞と考えられた。 
これらの結果から、既存の報告とは異なる

新規の長期継代可能なイヌ iPS細胞を作製す
ることに成功した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5．阻害因子の添加による多能性維持遺伝
子 OCT3/4, C-MYC, KLF4, SOX2 の 発 現 
*P<0.05, **P<0.01 

 

(3)薬剤誘導性ベクターを用いて 4 つの多能
性維持遺伝子を導入したイヌ体細胞を、トラ
ンスフォーミング増殖因子(TGF)β1 阻害剤、
p38 マイトジェン活性化タンパク質キナーゼ
阻害剤などの低分子化合物の存在下で培養
し、イヌ iPS 細胞の作製を試みた結果、培養
5 日からドーム型の細胞コロニーがいくつか
出現し（図 6A）、この細胞コロニーを数回継
代することで辺縁からタイル状の扁平な細
胞コロニーが出現した（図 6B）。得られた細
胞コロニーは 50 継代以上培養可能であった
（図 6C）。また、コロニーを形成する一部の
細胞はアルカリフォスファターゼ(AP)染色
に陽性を示した（図 6D）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6．細胞コロニー 
A：初代細胞コロニー、B:4 継代の細胞コロニ
ー、C:58 継代の細胞コロニー、D:AP 染色 

* 
** 

* 



得られた細胞株は量的 RT-PCR にて多能性
維持遺伝子である OCT3/4 および NANOG の発
現は確認されず、胚体外内胚葉（XEN）マー
カーである GATA4、GATA6、近位内胚葉マーカ
ーである AFP、遠位内胚葉マーカーである TPA、
および胚体内内胚葉マーカーである FOXA2を
発現していた。また外因性遺伝子の発現がサ
イレンシングされていることが確認された。  
これらの結果から、イヌ体細胞から人工的

に胚体外内胚葉細胞様細胞株(iXEN 様細胞
株)を作製することに成功した。 
本細胞株をOP9細胞上で培養し血球系細胞

への分化誘導を行ったところ、培養上清中に
浮遊細胞が確認され、フローサイトメトリー
にて白血球マーカーである CD45 抗原陽性細
胞が確認された（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7．iXEN 様細胞株より分化誘導した CD45
陽性細胞（赤）、コントロール（緑） 
 
さらに、分化誘導した接着細胞を AP 染色

したところ多数の大型多核の細胞が陽性を
示した。また、陰性を示した細胞も存在し、
立体的管様構造を形成する細胞であった(図
8)。 
  無染色 
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図 8. OP9 細胞共培養後分化細胞の顕微鏡写
真 
A：多核かつ多角形状細胞、B：AP 染色陽性細
胞、C：AP 染色陰性細胞 
 
また、多核かつ多角形状の細胞は、肝細胞

特異的なマーカーであるアルブミンタンパ

クを発現しており、さらに、成熟肝細胞マー
カーであるシトクロム P450 酵素の一種であ
る CYP3A4 遺伝子を発現していた（図 9）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 9.分化細胞の成熟肝細胞マーカーの発現 
 
立体的管様構造を形成する細胞は、三次元

管様構造を形成し、毛細胆管膜マーカーであ
る MRP2 タンパクを発現する細胞も確認され
た(図 10)。 

 
図 10. 分化細胞の毛細胆管膜マーカー
(MRP2)の発現 左図：三次元管様構造 
右図：緑 MRP2、青 DAPI 
 
これらのことから、イヌ iXEN 様細胞株は

胚体内内胚葉系細胞への分化能を有してお
り、OP9 細胞上で分化誘導することで、肝細
胞や胆管上皮細胞で構成された肝組織類似
構造を形成することが明らかとなった。これ
まで、XEN 細胞の胚体内組織への分化能や、
肝細胞や胆管上皮細胞への分化誘導の報告
はない。本知見は、いままで明らかでなかっ
たXEN細胞の新たな性質を提示するとともに、
ヒト疾患モデルの作製など獣医再生医療だ
けでなくヒト医療においても応用可能であ
ると考えられる。 
 今後、iXEN 様細胞株と前述のイヌ造血サイ
トカイン産生OP9細胞との共培養による血小
板の大量培養に繋げていきたい。 
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