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研究成果の概要（和文）：イヌの人工多能性幹細胞（iPS 細胞）による脊髄損傷イヌの治療に向

けた基盤技術の開発を目的に検討し、以下の成果を得た。①イヌ胎子線維芽細胞に４つの転写

因子をレンチウイルスベクターによって導入することにより、マウス ES 細胞に類似した形態の、

25 代以上安定して継代できる多能性細胞株を作製することができた。②本細胞から選択的に神

経細胞へ分化誘導できた。③骨髄間質細胞を代用した脊髄損傷イヌの細胞治療により、その安

全性と有効性を評価したが、iPS 細胞の利用についてはさらに検討が必要と考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to development of cell therapy 
using induced pluripotent stem (iPS) cells for dogs with spinal cord injury, and the 
following results were obtained. ① We successfully reprogrammed canine embryonic 
fibroblasts into iPS-like cells using lentiviruses containing 4 transcription factors. 
Canine iPS-like cell colonies displayed a mouse embryonic stem (ES) cell-like morphology, 
differentiated to multiple cell types in vitro, and maintained their proliferation and 
mouse ES-like morphology beyond passage 25. ②Neurons could be induced from canine 
iPS-like cells. ③ Bone marrow stromal cell transplantation caused no complications and 
could have beneficial effects on functional recovery of dogs with spinal cord injury, 
and further studies are required to apply iPS-like cells for the treatment of these dogs. 
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１．研究開始当初の背景 
脊髄損傷は交通事故、スポーツ、椎間板ヘ

ルニアなどによって発生する。損傷部位によ
って症状は異なるが、重度の場合は排尿・排

便障害、四肢（後躯）麻痺など永続的にその
機能が障害される。現在、日本には 10 万人
以上の脊髄損傷患者が存在しており、毎年
5,000 人以上が新たに発生している。獣医学
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領域においても、近年、ミニチュアダックス
フントなどの犬種の飼育の増加に伴い、椎間
板ヘルニアによる脊髄損傷の症例が増加傾
向にある。現在、確立している治療法は、脊
髄の減圧および脊椎の固定術と術後のリハ
ビリテーションであるが、機能の回復が困難
な場合は寝たきり、または、車椅子での生活
を余儀なくされる。 

最近、山中らによって多能性幹細胞に特異
的に発現する 4つの遺伝子を体細胞に導入す
ることによってヒト人工多能性幹細胞（iPS
細胞）が樹立された。本 iPS 細胞の作製技術
は効率は低いものの、目的とする遺伝子を組
み込むことにより多能性幹細胞株を樹立で
きる点で画期的であり、ヒト再生医療への応
用が期待されている。しかしながら、ヒトの
再生医療における iPS細胞の有効性や安全性
については未知のものがあり、実際の医療応
用に際しては慎重なトランスレーショナ
ル・リサーチが必要となる。そのために、多
くのグループがヒトにおける再生医療を目
指し、そのモデルとしてマウスやラットに特
化して研究を行なっている。しかし、それを
再生医学領域で活用するためには、マウスや
ラットに限らず、ヒトに近い大型の動物で安
全性モデル実験を行う必要がある。一方、ヒ
ト以外の伴侶動物においても、再生医療への
期待が大きい。 

本研究は、ヒトと共通の脊髄疾患、生活習
慣病、老齢化による疾病などが自然発症する
イヌに着眼し、イヌの iPS 細胞を作製し、本
細胞を用いた再生獣医学研究を推進するも
ので、伴侶動物の再生医療というこれまでに
ない全く新規の試みといえる。さらに、げっ
歯類よりも大型で、寿命の長いイヌの研究デ
ータは、特に長期的な経過を必要とする腫瘍
化や期待しない組織への分化などの副作用
を継時的に確認することによって、iPS 細胞
治療のヒト臨床応用への有効性を検討する
ための信頼性の高い情報を提供できるもの
と考える。 

 
２．研究の目的 
本研究は、ヒト再生医療の実用化を円滑に

進め得るトランスレーショナルリサーチの
１つとして、ヒトと同様な生活習慣病や老齢
化による疾病の自然発症がみられるイヌに
着目し、イヌの人工多能性幹細胞（iPS 細胞）
を効率的に樹立する技術を開発し、脊髄損傷
イヌの治療へ応用することを目的に、以下の
3項目について検討した。1) イヌ iPS 細胞の
効率的・安定的樹立技術の開発 2) iPS 細胞
から神経幹細胞への分化誘導 3) 骨髄間質細
胞を代用した脊髄損傷イヌの治療 

 
３．研究の方法 
(1)  イヌ iPS 細胞株の樹立 

イヌ胎子線維芽細胞に、マウスやヒトで使
われている４つの多能性関連転写因子遺伝
子（Oct4 、Sox2、 Klf4 および c-Myc）をウ
イルスベクターを用いて導入し、イヌ iPS 細
胞株の樹立を行った。作製細胞は、未分化細
胞に特異的なマーカー遺伝子（Nanog, 
Oct-3/4, Sox-2, Klf4 など）やマーカータン
パク質（SSEA-1、SSEA-3、アルカリフォスフ
ァターゼ、NANOG、 OCT-3/4 など）を用いて
未分化性を評価するとともに、胚様体形成に
よる三胚様性の細胞分化能などの多能性分
化能について検討した。 
 (2)  iPS 細胞から神経幹細胞へ分化誘導
の検討 
①イヌ iPS細胞から神経幹細胞へ分化誘導す
る予備実験として、既に樹立されている胚性
幹細胞（ES 細胞）株を用いて検討した。すな
わち、ラット胎子由来初代培養アストロサイ
トの培養上清を用いて，カニクイザル ES 細
胞から神経幹細胞への分化誘導を行った。得
られた細胞は B27 Supplement 添加
Neurobasal Medium（B27 培地）中で接着培養
を行い、細胞増殖させた。増殖した細胞をア
ストロサイト培養上清または B27培地にイン
スリン様成長因子 I（IGF-I）を添加した培地
で接着培養することで神経系細胞へ分化誘
導させた。神経幹細胞、幼若神経細胞、およ
びアストロサイトの関連マーカーを調べた。 
②ES 細胞株を用いた予備実験結果を踏まえ
て、iPS 細胞から神経幹細胞へ分化誘導を行
った。増殖した細胞について、神経幹細胞お
よび幼若神経細胞マーカーを調べた。 
(3)  骨髄間質細胞を利用した脊髄損傷イ
ヌの治療 
骨髄間質細胞は骨髄間葉系幹細胞を含む細
胞群で、骨、脂肪、軟骨、および神経など多
分化能を有している。イヌ iPS 細胞を利用し
た治療の予備実験として、iPS 細胞と同様な
拒絶反応の問題点を克服できる自己の骨髄
間質細胞を用いて検討した。すなわち、自己
の骨髄間質細胞を脊髄損傷イヌに応用し、運
動機能の検査で治療効果および腫瘍形成の
有無を検討した。運動機能については、歩様
をビデオにより撮影し、イヌにおける運動機
能の評価法（TSCIS、Olby et al., Am. J. Vet. 
Res. 2001, 62: 1624-1628）を用いて機能の
回復を調べた。 
 
４．研究成果 
(1)  イヌ iPS 細胞株の樹立 
①イヌ胎子線維芽細胞に 4つの多能性関連転
写遺伝子（Oct4, Sox2, Klf4 および c-Myc）、
さらに、多能性選抜マーカーとして EOS レポ
ーターをレトロウイルスベクターを用いて
導入した。両遺伝子導入から 2週間後、出現
した EOS-GFPを発現するコロニーをフィーダ
ー細胞上に継代した。これらのコロニーは、



 

 

継代後もマウス ES 細胞様の形態を維持し、
トリプシン処理で継代可能であった。また、
多能性遺伝子の発現を RT-PCR で、多能性関
連タンパク質の発現を免疫染色によって検
討した結果、内因性のイヌ OCT3/4 や NANOG
などの発現、および体細胞マーカーである
THY1 の発現の減少が見られた。一方、得られ
たコロニーを丸底のディッシュを用いて 5日
間浮遊培養すると胚様体を形成し、様々な細
胞に分化することが確認された。しかし、コ
ロニーの安定的な継代培養はできなかった。 
②イヌ胎子線維芽細胞にレンチウイルスベ
クターを用いて上記の 4つの多能性関連転写
遺伝子を導入することで、iPS 様細胞コロニ
ーを得た（図 1）。 

 
(図 1)iPS 様細胞   (図 2)胚様体 

 
本コロニーは、マウス ES 細胞様の形態を

25 継代以上まで維持でき、未分化マーカーで
あるアルカリフォスファターゼ染色および
Nanog 抗体での免疫染色で陽性を示した。導
入遺伝子の発現は、継代初期のコロニーに観
察されたが、一方、8 継代以降では抑制され
た。また、3～5日間の浮遊培養により胚様体
を形成し（図 2）、その後の接着培養で外胚葉
マーカーの class 3β-tubulin、中胚葉マー
カーの Desmin、内胚葉マーカーの Sox17 染色
で陽性を示す細胞に分化した。以上のことか
ら、マウス ES 細胞に類似した形態を持つ、
イヌ iPS 様細胞株を作製することができた。 
 
(2)  iPS 細胞から神経幹細胞へ分化誘導 
①カニクイザル由来 ES 細胞をアストロサイ
ト培養上清で 10 日間浮遊培養した際、神経
幹細胞類似の浮遊細胞塊（neurosphere）を
形成した（図 3）。Neurosphere を B27 培地で
14 日間接着培養した後、蛍光免疫染色を行う
と、神経幹細胞マーカーである nestin に陽
性を示した（図 4）。 

 
(図 3)neurosphere   (図 4)nestin 陽性 
 
 

本 nestin 陽性細胞をアストロサイト培養
上清で約 28 日間培養した後、蛍光免疫染色
を行うと、幼若神経細胞マーカーである Tuj1
およびアストロサイトマーカーである glial 
fibrillary acidic protein (GFAP)に陽性を
示し（図 5,6）、一方、B27 培地に IGF-I を添
加した培地で培養した細胞はオリゴデンド
ロサイトマーカーである O4に陽性を示した。 

 
(図 5) Tuj1 陽性       (図 6) GFAP 陽性 

 
これらのことから、サル ES 細胞が神経幹

細胞を経て、神経系細胞へと分化したことが
明らかとなった。 
②イヌ iPS 様細胞株を約 10日間 アストロサ
イト培養上清を用いて浮遊培養すると、
neurosphere を形成した（図 7）。さらにこの
neurosphere を B27 培地を用いて接着培養す
ると、得られた細胞は幼若神経細胞マーカー
である Tuj1 染色で陽性を示した（図 8）。 
 

(図 7) neurosphere (図 8) Tuj1 陽性 
 
(3)  骨髄間質細胞を利用した脊髄損傷イヌ
の治療 
①重度脊髄損傷を伴った胸腰部椎間板ヘル
ニアのイヌを用いて、脊髄の減圧および逸脱
した椎間板物質の除去手術を行い（図 9）、
術後 1カ月の時点で感覚および運動機能に改
善の認められないイヌに対して、第 5および
6 腰椎間より脳脊髄液中へ自己の骨髄間質細
胞（図 10）を移植した。 
 

 
(図 9)脊髄減圧固定術 (図 10) 骨髄間質細胞 
 
 



 

 

その結果、10頭中6頭が歩行可能となった。 
一方、椎間板物質の除去手術後に細胞を移植
しなかった対照群では、13頭中 2頭が歩行可
能となった（表 1）。 
 
表 1 コントロール群（n = 13）および投与
群（n = 10）の TSCIS の結果  
――――――――――――――――――― 
経過（月） コントロール群  投与群 
――――――――――――――――――― 
   0      0             0.8  
   1            0.5      3.2  
   2            1.2      5.0  
   3            2.3      5.4  
   4            2.3      5.6  
   5       2.3            5.6  
   6         2.3           5.6  
  7-48         2.3         5.6 
――――――――――――――――――― 
 
② 重度脊髄損傷を受傷後 1 週間以内で、感
覚および運動機能を欠如した胸腰部椎間板
ヘルニアのイヌを用いて、脊髄の減圧および
逸脱した椎間板物質の除去手術を行い、自己
の骨髄間質細胞を第 5および 6腰椎間より脳
脊髄液中へ移植して安全性の評価を行なっ
た結果、7頭中 2頭が歩行可能となり（表 2）、
治療 29～62 カ月後においても細胞移植によ
る感染症や腫瘍形成は観察されなかった。 
 
表 2 治療後の運動機能評価 
―――――――――――― 
個体番号     TSCIS 
―――――――――――― 
   1            10.0  
   2             6.0  
   3             0  
   4             0  
   5        0  
   6          0 
   7            0 
―――――――――――― 
 
 本研究の結果より、イヌiPS様細胞の作製、
および本細胞から選択的に神経系細胞へ分
化誘導することに成功した。さらに、骨髄間
質細胞を代用した脊髄損傷イヌの細胞治療
により、その安全性と有効性を評価したが、
iPS 細胞の利用については、今後、さらに検
討していく予定である。 
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