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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、センダイウイルス（SeV）ベクターを用いて誘導したiPS細胞に、時限型SeVベクタ

ーを用いて複数ベクターの連続的感染が可能なことを確認した。さらに、神経細胞分化誘導に関

わる遺伝子を搭載したSeVベクターを感染させることで、ドーパミン産生神経細胞の分化誘導効

率を上昇させることに成功した。SeVベクターは分化誘導用のツールとしても有効であることを

明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Sendai virus (SeV) vectors can efficiently introduce foreign genes without genomic 

insertion of transgenes into various organs and are expected to be clinically applicable. 

We improved the SeV vectors by introducing temperature-sensitive mutations into the SeV 

backbone so that the vectors could be easily removed at nonpermissive temperatures. We 

obtained dopamine-producing neurons by geneX expression in induced pluripotent stem 

cells(iPSCs). These vectors enabled the efficient generation of differentiated cells from 

iPSCs. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞質増幅型の RNA ウイルスである SeV は
原理的に染色体に取り込まれることはなく、
遺伝毒性がないという点で特徴を有する優
れたベクターである。研究代表者らはこの
SeV ベクターに OCT4、SOX2、KLF4、c-MYC を
搭載することで、ヒトの成人皮膚細胞および
小児包皮細胞（BJ 細胞）より、高効率で iPS
細胞を誘導することに成功した。2005 年より
研究代表者は霊長類の ES 細胞を用いて中胚
葉の分化誘導を開始しており、分化誘導にお
ける転写因子発現調節、および一般的な細胞
と比べて効率の悪い多能性幹細胞への遺伝
子導入技術が求められていることを認識し
ていた。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者らはヒトの成人皮膚細胞およ
び BJ 細胞よりセンダイウイルス（SeV）ベク
ターを用いて染色体への遺伝子挿入のない
iPS 細胞の誘導に成功している。本研究では
この iPS 細胞に SeV ベクターおよび時限型等
（細胞質から除去可能な一過的発現が可能
な一連の SeV ベクター）の SeV ベクターを用
いて神経細胞の分化誘導を行う。特に機能的
に高度に分化したドーパミン産生神経細胞
の分化誘導方法の確立および増殖の制御を
行う。 
 
３．研究の方法 
 SeV ゲノム RNA には 3’端から順にヌクレ
オカプシドタンパク質（N）、RNA ポリメラー
ゼの小サブユニットであるリン酸化タンパ
ク質（P）、ウイルス粒子構造を内部から維持
するマトリックスタンパク質（M）、宿主細胞
への侵入に関わる膜融合タンパク質（F）、結
合に関わる赤血球凝集素/ノイラミニダーゼ
（HN）、RNA ポリメラーゼの大サブユニットで
ある巨大（ラージ）タンパク質（L）等の構
造タンパク質が並んでいる。それぞれ遺伝子
は個々の転写制御ユニットを有し、単独の
mRNA として転写され、それぞれ一個のタンパ
ク質が翻訳される。標的細胞に感染した F欠
失型 SeV ベクターは F遺伝子を欠損している
ため、細胞質での転写翻訳は進行するが二次
感染能が無く、高い遺伝子導入効率と高い遺
伝子発現能に加え、高い安全性を有している。
研究代表者らのグループはこの SeVベクター
に様々な変異を加えることで、温度変化によ
って遺伝子発現を制御可能な複数の SeVベク
ターを開発している。これらの温度感受性
SeV ベクターの一例としては、35 度では遺伝
子発現が確認できるが、37 度では発現消失す
るというベクターである。この温度感受性
SeV ベクターに GFP（緑色蛍光タンパク）お
よび BFP（青色蛍光タンパク）を搭載し、連

続的な感染試験を行った。また、神経細胞へ
の分化に関わる分子を SeVベクターに搭載し、
ドーパミン産生神経細胞への分化誘導を
beta-IIItubulin（TUBB3）と thyrosine 
hydroxylase（TH）によって確認した。さら
に、マウスでの移植試験用にマウス胎仔線維
芽細胞（MEF）より iPS 細胞の樹立を行った。 
 
４．研究成果 

 温度感受性SeVベクターによりGFPを発現し

たBJ細胞において、GFP消失後にBFPを搭載し

たSeVベクター感染によるBFPの発現を確認し

た。この試験結果は温度感受性ベクターを用

いることにより、連続的に複数の遺伝子発現

が可能であることを示している。また、iPS

細胞にこれらの蛍光タンパク発現SeVベクタ

ーを感染させることで、90%以上という高効率

な感染性を確認した。カチオニック脂質（一

般的な遺伝子導入試薬）を用いたプラスミド

遺伝子導入やレンチウイルスベクターなどで

はiPS細胞に対する遺伝子導入効率が悪いが、

SeVベクターはこの点においても優れたベク

ターである。神経細胞への分化誘導に関与す

る遺伝子Xを搭載したSeVベクターを感染させ

たiPS細胞では未感染のiPS細胞に比べてTH陽

性率の高いドーパミン産生神経細胞の誘導に

成功した。この試験結果はSeVベクターが分化

誘導においても、重要な分化誘導促進ツール

として機能することを示している。マウスを

用いた機能評価試験を行うためにC57BL/6Nマ

ウス由来のMEFより温度感受性SeVベクターを

用いてiPS細胞の樹立を行った。ヒトと同様、

簡便にiPS細胞が誘導され、得られたiPS細胞

のSeVゲノムは数回の継代で消失した。これら

のiPS細胞をC57BL/6Nマウスの皮下に移植し

たところ、1ヶ月程度でテラトーマが確認され

、三胚葉へ分化していることを確認した。こ

のように温度感受性SeVベクターが本研究の

目的達成手段として相応しいものであること

が確認された。現在、より機動的かつ短時間

の発現制御が可能な実用的な時限型ベクター

の開発を進めている。 
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