
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

挑戦的萌芽研究

2013～2011

繊維芽細胞から造血幹細胞へのリプログラミング技法

Direct reprogramming of fibroblasts to hemetopoietic stem cells

９０２８１０９７研究者番号：

伊藤　克彦（Itoh, Katsuhiko）

京都大学・医学（系）研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２３６５９２０２

平成 年 月 日現在２６   ６ １７

円     3,000,000 、（間接経費） 円       900,000

研究成果の概要（和文）：　以下の事を行った。（１）SCL遺伝子のレポーター・マウス系統を作成し、このマウスの
胎児繊維芽細胞を標的として候補遺伝子のスクリーニングを行った。（２）候補遺伝子の「ある組み合わせ」で、極め
て少数の細胞でEGFP発現を示唆する結果を得たが、通常のマウスへの移植実験で、この細胞の造血再構築能を確認出来
なかった。（３）c-kit遺伝子にCrisprにて変異導入したマウスを用いた造血幹細胞検出法を作成したが、造血再構築
能を保持する細胞は、検出出来なかった。
　以上のより、上記の「候補遺伝子」は、繊維芽細胞を造血幹細胞へリプログラム出来ないと結論した。

研究成果の概要（英文）：We have done following experiments; (1) We generated SCL-reporter mouse strains an
d have screened "candidates genes" using fibroblasts derived from these mouse strains. (2) Although the tr
ansduction of a certain combination of "candidates genes" seemed to induce EGFP expression in a small popu
lation of transduced cells, these cells could not reconstitute hematopoiesis in recipient mice. (3) We hav
e generated the mutant mouse strains harboring the mutations in the c-kit locus by Crispr and examined the
 hematopoietic reconstitution ability of the cells described in (2). These cells could not reconstitute he
matopoiesis in recipient mice.
Thus, we have concluded that our "candidates genes" could not reprogram fibroblasts to hematopoietic stem 
cells.
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１．研究開始当初の背景 
 山中らは、４つの転写因子を導入する事

で、分化した体細胞を pluripotency を持つ

細胞（iPS）へと変換した（Cell 126:663 

2006）。幾つかの転写因子の導入で、Graf

らは B 細胞（Cell 117:663 2004）、T 細胞

（Immunity 25:731 2006）、繊維芽細胞

（PNAS 105:6057 2008）を単球へ、Melton

らは膵外分泌腺細胞を内分泌細胞（β-cell）

へ（Nature 455:627 2008）、Wernig らは

繊 維 芽 細 胞 を 神 経 細 胞 へ （ Nature 

463:1035 2010）、Ieda, Srivastava らは心

筋細胞へ（Cell 142:375 2010）変換した。 

 これらは、幾つかの転写因子の組合せを

導入する事で、細胞をフレキシブルに「リ

プログラム」することが可能である事を示

していた。 

 
２．研究の目的 
 分化した体細胞を、multipotency を持つ

造血幹細胞へ、直接リプログラミングする

因子の組合せを同定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

 SCLの発現をEGFPでレポートするマウス

の胎児繊維芽細胞を用いて、造血幹細胞様

の培養細胞に特異的に発現する転写因子群

から、分化した体細胞を造血幹細胞様細胞

へと変換するのに最も効率的な因子の組合

せを同定する。 
 
４．研究成果 

（１）造血幹細胞様の培養細胞に特異的に

発現する転写因子群の同定：造血幹細胞様

の培養細胞と、マウス骨髄中の lineage 陽

性細胞で表出している遺伝子とを比較して、

造血幹細胞様の培養細胞に特異的に発現す

る転写因子群の同定を行った。また、同定

した遺伝子とマウス骨髄中の c-Kit 陽性・

Sca-1 陽性・lineage 陰性細胞群（KSL 細

胞）に発現する転写因子群とを比較し、候

補遺伝子を同定した。驚いた事に、幾つか

の KSL 細胞に特異的に発現する転写因子

の発現が、造血幹細胞様の培養細胞では、

極めて少なかった。同定した候補遺伝子は、

レトロウイルス・ベクターに組み込んだ。 

（２）SCL-EGFPneo トランスジェニック

マウス（Tg/SCL-EGFP）の作成：Green

らにより解析された SCL 遺伝子の転写制

御領域と EGFP を含む配列を導入したマ

ウスを作成したが、KSL 細胞での EGFP

の発現が確認出来なかった。そのため、

flox-CAG プロモーターを更に入れた配列

をマウスに導入して KSL 細胞で EGFP の

発現が確認できたマウス３系統を作製した

が、CRE を発現させて CAG プロモーター

を削除後、KSL 細胞での EGFP の発現が

確認出来なかった。そこで、SCL 遺伝子を

含 む BAC （ Bacterial artificial 

chromosome）クローンの SCL 遺伝子の第

二エクソン領域を flox-CAGプロモーター、

及びEGFPとNeoRを含む配列に置き換え、

これを導入したマウスを２系統作成した。

CAG-Cre マウス系統と、上記のマウスの系

統を掛け合わせたマウスで未熟な造血系細

胞で EGFP 発現を確認した。 

（３）上記のマウスより胎児繊維芽細胞を

作成し、作成した胎児繊維芽細胞を標的と

して候補遺伝子のスクリーニングを始めた。

このスクリーニングで、候補遺伝子の「あ

る組み合わせ」で、稀に極めて少数の細胞

で EGFP 発現誘導を示唆する結果を認め

た。しかし、この極めて少数の細胞は、ス

トローマ細胞との共培養や増殖因子の添加

では、増やす事が出来なかったため、放射

線照射した通常のマウスへの移植実験で造

血の再構築能を確認出来なかった。 

（４）造血幹細胞検出の感度を上げるため、

c-kit遺伝子の一部をClustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeat 

(Crispr) 技法を用いて変異導入したマウ

スを作成した。このマウスへの移植によっ



ても、上記の細胞での造血再構築能は、確

認出来なかった。 

 以上より、私達の同定した候補遺伝子の

組合わせでは、分化した細胞を造血幹細胞

へとリプログラム出来ないと結論した。 
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