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研究成果の概要（和文）： 

 染色体非組込み型ウイルスベクターを用いた安全性の高い iPS細胞誘導方法について検
討を行った。二種類の染色体非組込み型ウイルスベクターを用いて、マウス胎仔線維芽細
胞やヒト線維芽細胞からの iPS 細胞誘導条件を検討したが、iPS 細胞を誘導するまでに到
らなかった。また、iPS 細胞の未分化状態をモニターするためのベクターの作製を試み、
これまでに TERTまたは REX1 のプロモータ下に蛍光タンパク質と薬剤耐性遺伝子を挿入し
たアデノウイルスベクターを作製し、未分化細胞特異的に蛍光タンパク質の発現すること
を確認した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In order to generate safety induced pluripotent stem cells (iPS cells), two 
chromosome non-integration viral vectors infected to murine embryonic fibroblasts 
or human fibroblasts. However, I did not demonstrated successful reprogramming of 
any fibroblasts under culture conditions necessary for 

 

induction of iPS cells. In 
addition, I attempted to generate adenoviral vectors, which specifically expressed 
in undifferentiated state. 
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研究申請時(2007 年秋)には、マウス iPS 細

胞の樹立について以下のような報告がされ

ていた。 

(1) iPS 細胞に誘導される細胞(ドナー

細胞)は、Nanog・Oct3/4 等の未分化マ

ーカー遺伝子のプロモータで誘導され

る薬剤耐性遺伝子をもつ、遺伝子改変マ

ウス由来の体細胞であることが必要で

あった。 

(2) ウイルスを介した染色体への遺伝

子の組込みが必要であり、ゲノムの挿入

場所近傍の無関係な遺伝子を発現させ

てしまう可能性があった。 

(1)については、未分化マーカー遺伝子の発

現を指標とした iPS細胞の樹立は iPS細胞

の品質を見定める上で、また誘導後の迅速

な iPS細胞の判別に必要不可欠である。し

かし、臨床応用において遺伝子改変個体由

来の体細胞を得ることは不可能であり、ま

ずマウスにおいて遺伝子組換体でない野生

型マウスの体細胞をホスト細胞として iPS

細胞を誘導できることが必要であった。ま

た(2)(3)についても、臨床応用の面におい

てより安全性を求めるためには、4 因子の

一過的な発現でリプログラミングを実現さ

せることが必要であった。 

研究開始当初(2008年春)までに、野生型由

来マウス体細胞より iPS細胞の樹立が報告

され、またマウスだけでなくヒト体細胞か

らも iPS細胞樹立が報告されていた。しか

しながら、リプログラミング因子の一過的

な発現による iPS 細胞誘導方法については、

まだ報告がなく、より安全性の高い iPS細

胞樹立方法が求められていた。 

 

２．研究の目的 

 

本研究の申請時までの報告では、iPS 細胞

樹立の際にはレトロウイルスベクターを用

いて 4因子を導入し、リプログラミングさ

れた体細胞を薬剤で選択するために、遺伝

子改変マウス由来の体細胞が必要とされて

いた。そのため、(1)「野生型マウスの体細

胞からの iPS 細胞の誘導」、(2)「より安全

性の高い、4 因子の一過的な発現による体

細胞のリプログラミング」を研究の目的と

した。 

しかしながら、申請後に野生型マウス由来

の iPS細胞が樹立可能であることが報告さ

れていたため、(2)「より安全性の高い iPS

細胞の樹立」を研究の目的とした。また、

ヘルパー依存型アデノウイルスベクター等

を用いて、リプログラミング状態をモニタ

ーおよび薬剤選択できるウイルスベクター

を作製し、iPS細胞の樹立効率化を目指す。 

 

３．研究の方法 

 

染色体非組込み型ウイルスベクター (アデ

ノウイルスベクター・インテグラーゼ変異

型レンチウイルスベクター)を用いた効率

の良い iPS細胞樹立方法の検討 

(1) リプログラミング因子(Oct3/4, Sox2, 

Klf4, c-Myc) を発現するウイルスベクタ

ーの産生。それぞれの遺伝子が単独で入っ

ているベクターの他、Oct3/4, Sox2, Klf4

を Foot and Mouth Disease Virus (FMDV) 

由来の 2A ペプチドでつなぎ、一つのプロ

モータから３因子が共発現するウイルス

ベクターを産生した。 

(2) 染色体組み込み型ウイルスベクター(レ

トロウイルスベクター・レンチウイルスベ

クター)と染色体非組込み型ウイルスベ

クターとそれぞれをヒト胎児肺線維芽

細胞株 MRC9・IMR90、初代ヒト皮膚線維

芽細胞、およびマウス胎仔線維芽細胞に

感染させ、樹立効率を検討した。後者の

ウイルスベクターについては、遺伝子発

現量を維持するために細胞へ複数回ウ

イルスベクターを感染させる必要があ

るため、その回数等についても検討した。

 

未分化状態モニターベクターの作製 

ヘルパー依存型または E1 欠損型アデノ

ウイルスベクターを用いて、未分化特異

的に発現する遺伝子のプロモータを利



 

 

用して、iPS 細胞がリプログラミングさ

れ、未分化な状態に変化した状態を可視

化または薬剤選択できるウイルスベク

ターを作製した。 

 

４．研究成果 

 

染色体非組込み型ウイルスベクターを用い

た効率の良い iPS 細胞樹立方法の検討 

・ リプログラミング 4 因子をインテグラ

ーゼ変異型レンチウイルスベクターで発

現させたところ、レトロウイルスベクタ

ーや変異型でないレンチウイルスベクタ

ーと比較して同ウイルス量で著しく発現

量が低かったため、同等の発現量を維持

するのが難しく、iPS 細胞誘導ができな

かなかった。また 3 因子を一つのプロモ

ータで同時に発現させたウイルスベクタ

ー(LV-OKS)のみ、または Myc を発現する

ウイルスベクターと二種類同時に感染さ

せた細胞については、レトロウイルスベ

クターとほぼ同程度と思われる発現量が

得られたが iPS 細胞を誘導するのに到ら

なかった。 

・ アデノウイルスベクターを用いて、リプ

ログラミング 4 因子をそれぞれ単独に

(AdV-factors)、もしくは 3因子を一つの

ベクター(AdV-OKS)で発現させ、複数回細

胞に感染させ iPS 細胞誘導を試みた。4

種類もしくは c-Myc を除いた 3 種類のア

デノウイルスベクターをさせたところ、1

回の感染で細胞へのダメージが強く出て

しまい、iPS 細胞誘導できなかった。ウ

イルス量については、iPS 細胞をレトロ

ウイルスベクターにより誘導した際の遺

伝子発現量を指標とした。また研究期間

中にマウス由来細胞およびヒト由来細胞

よりアデノウイルスベクターを用いて

iPS 細胞が樹立できた報告がでたため、

その論文も参考とした。AdV-OKS を用い

ると、感染させるウイルス総量は少なく

て済むために細胞へのダメージは観察さ

れなかった。コントロールのレトロウイ

ルスベクターを用いた誘導方法で iPS 細

胞が出現する条件下において、複数回感

染後、iPS 細胞誘導を試みたが、コント

ロールのレトロウイルスベクターを用い

た誘導方法で iPS 細胞が出現する条件下

において、樹立には到らなかった。 

・ アデノウイルスベクターによるヒト

iPS 細胞樹立では、樹立効率が極端に低

い(0.0002%)ことが報告されているため、

樹立効率を促進させる HDAC 阻害剤(バル

プロ酸;VPA)や、Mek/Erk経路および GSK3

経路の阻害剤(PD0325901 と CHIR99021)

等を用いて iPS 細胞の誘導を試みたが、

樹立には到らなかった。 

ウイルス感染方法(感染回数・感染量等)

の検討、また Nanogや UTF1、p53siRNAと

いったリプログラミング補助因子の共発

現等の検討を行い、iPS 細胞の誘導方法

を検討していく必要があると考える。 

 

未分化状態モニターベクターの作製 

・ ヘルパー依存型アデノウイルスベクタ

ーは従来のアデノウイルスベクター上か

ら全てのウイルス遺伝子を除いた改良型

ベクターで、細胞毒性が低く、挿入可能

な DNAのサイズが 36kbと大きいのが特長

である。このベクターは従来の E1欠損型

アデノウイルスベクターにくらべ、ウイ

ルスの調整が技術的に難しいことが問題

点であるが、研究開始時に所属していた

研究室(埼玉医科大学)では、調整のノウ

ハウが蓄積されており、作製時のトラブ

ルに対応できると考え、このベクターの

特長が生かせる未分化状態モニターベク

ターの作製を試みた。これまでに内在性

Oct3/4の発現を反映することが報告され

ている、Oct3/4の遺伝子座を含む約 18kb

のマウスゲノム領域(GOF-18)を改変し、

Oct3/4 遺伝子座に緑色蛍光タンパク質

(GFP)を挿入したゲノム断片 GOF-18-GFP

を挿入したヘルパー依存型アデノウイル

スベクタープラスミドの作製を試みた。 

・ しかしながら、ベクタープラスミドの構

築が難しく、また研究機関途中で所属が

変わったために、ヘルパー依存型アデノ



 

 

ウイルスベクターを用いたモニターベク

ター作製の計画を変更した。 

・ 異動後の鹿児島大学では、E1 欠損型ア

デノウイルスベクターを用いたモニター

ベクターの構築を試みた。このベクター

は挿入可能な DNA サイズが 8kb であるた

め、GOF-18-GFPは挿入できない。そこで、

ES/iPS細胞や癌幹細胞で高発現している

テロメラーゼ逆転写酵素(TERT)のプロモ

ータ下に蛍光タンパク質と薬剤耐性遺伝

子を挿入したベクタープラスミドの作製

を行った。 

・ TERT プロモータ下に挿入した DsRed の

発現を未分化細胞(図 A, B)および分化細

胞(図 C, D)で観察し、未分化細胞特異的

に DsRed が発現していることを確認した。 

・ 2009年 11月に Chanらにより、TERTは

iPS 細胞の識別マーカーとしては不十分

であること、マーカーとして適している

のは TRA-1-60, DNMT3B, REX1の発現や導

入遺伝子のサイレンシングであることが

報 告 さ れ た (Nature Biotech. 27, 

1033-1037)ため、REX1プロモータ下に蛍

光タンパク質と薬剤耐性遺伝子を挿入し

たベクタープラスミドを作製し、未分化

細胞での GFP の発現を確認した。 

・ これらの未分化状態モニターベクター

は iPS 細胞のリプログラミング状態をモ

ニターするだけでなく、分化後の iPS/ES

細胞に残存する未分化細胞をモニターす

ることが可能である。ヒト ES/iPS細胞を

in vitroで分化誘導した際の未分化細胞

の混入は奇形腫の発生は大きな問題とな

っている。この染色体組込みを伴わない

未分化状態モニターベクターは iPS 細胞

樹立時のみならず、これらの問題を解決

するためにも有用なツールとなると考え

る。 
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