
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）

２４４０３

挑戦的萌芽研究

2013～2012

血液系細胞移植に向けたイヌｉＰＳ細胞から血液系細胞への効率的分化誘導法の開発

Generation of hematopoietic cells from canine induced pluripotent stem cells for cel
l transplantation

００１３７２４１研究者番号：

稲葉　俊夫（INABA, TOSHIO）

大阪府立大学・生命環境科学研究科（系）・教授

研究期間：

２４６５８２７０

平成 年 月 日現在２６   ５ １９

円     3,200,000 、（間接経費） 円       960,000

研究成果の概要（和文）：血液系細胞移植治療に向けて、イヌの人工多能性幹細胞（iPS細胞）から血液系細胞への効
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のクローニング
およびタンパク質を作製することができた。②成犬皮膚線維芽細胞へ４つの多能性関連転写因子の導入により、iPS様
細胞を得た。本細胞コロニーはアルカリフォスファターゼ活性陰性を示したが、24代継代することができた。③ネコiP
S細胞を複数の造血サイトカイン添加によって赤芽球へ分化誘導することができた。この方法をイヌiPS細胞に適用する
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 gen
eration of hematopoietic cells from canine induced pluripotent stem (iPS) cells for cell transplantation, 
and the following results were obtained. We successfully cloned three canine hematopoietic cytokine genes 
and produced their proteins. We reprogrammed adult dog skin fibroblasts into iPS-like cells, using 4 trans
cription factors. While the cell colonies showed negative alkaline phosphatase activity, they were maintai
ned until 24 passages. Erythroblasts could be induced from feline iPS cells, using several hematopoietic c
ytokines. This method will apply to canine iPS cells.
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１．研究開始当初の背景 
 血小板減少症は、イヌにおいてもよくみら
れる病態で、新鮮血小板の輸注以外は効果的
な治療法はなく、しかも、血小板は傷害され
易く、寿命も短いため、血液から分離する方
法では、持続的な対応は困難である。また、
白血病や骨髄異形成症候群に対しては、造血
幹細胞移植による治療が有効であるが、ヒト
においてさえも適合ドナーを獲得するのが
困難な現状である。一方、山中らによって開
発された iPS 細胞は、体細胞に目的とする遺
伝子を組み込むことによって幹細胞として
の多能性および増殖性を獲得したものであ
り、もし、iPS 細胞から血液系細胞への効率
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、幹細胞成長因子（SCF）ある
いは血小板産生因子（TPO）などの造血系へ
の分化を誘導するサイトカインを作製し、そ
れをiPS細胞の分化誘導培養に用いることに
よって、iPS 細胞の血液系細胞への分化をよ
り効率的に誘導することを目的に、以下の 3
項目について検討した。1）イヌ造血サイト
カイン遺伝子のクローニングおよびベクタ
ーの作製、2）クローニングした遺伝子によ
って発現したタンパク質のサイトカイン活
性の解析、3）イヌ iPS 細胞から血液細胞へ
の迅速かつ効率的な分化誘導法の確立およ
び治療への応用 
 
３．研究の方法 
(1)イヌサイトカイン遺伝子のクローニン
グ： 胚性幹細胞（ES）細胞から造血幹細胞
（HSC）を経て血小板への分化誘導に重要な
サイトカインとして、SCF、顆粒球コロ二―
刺激因子（G-CSF）、Flt3 リガンド、血管内
皮成長因子（VEGF）、TPO およびエリスロポ
エチン（EPO）が挙げられる。このうち TPO
と EPO のイヌ遺伝子は、先行する研究におい
てすでにクローニング済であるので、本研究
では、それ以外の上記サイトカイン遺伝子の
クローニングを行った。①既報のイヌ、ヒト
あるいはマウス塩基配列をもとに設計した
プライマーを用いて、骨髄細胞あるいは活性
化させたイヌ末梢血T細胞から作製したcDNA
ライブラリーの中の SCF、G-CSF、および Flt3
リガンドの cDNA を PCR によって増幅した。
増幅後、cDNA を pCR-Blunt クローニングベク
ターに挿入し、DH5αコンピテントセルに形
質転換して増殖させクローニングを行った。 
(2)クローニングした遺伝子の塩基配列をシ
ークエンサーで解析し、既報の塩基配列のデ
ータに照らして、目的のサイトカインをコー
ドする cDNA のクローンを選択した。③選択
したクローンを哺乳類に発現可能な pcDNA 
3.1/myc-His、pSVL などのプラスミドに挿入
し、サイトカイン遺伝子の発現ベクターを作
製した。2）クローニングした遺伝子によっ

て発現したタンパク質のサイトカイン活性
の解析： クローニングした両遺伝子を各々
発現ベクターに挿入し、チャイニーズハムス
ター卵巣由来株である CHO 細胞に導入し、サ
イトカインタンパク質の発現をサイトカイ
ンに対する特異的抗体あるいは付随発現す
るタグエピトープに対する特異的抗体を用
いて、フローサイトメトリーによって評価し
た。また、サイトカインとしての機能を骨髄
細胞との共培養による造血コロニーの形成
能により評価した。 
(3) 成犬体細胞由来 iPS 細胞の作製： 成犬
皮膚線維芽細胞にレンチウイルスを用いて
ヒト由来の 4 つの多能性関連転写遺伝子
（OCT3/4、 SOX2、KLF4 および C-MYC）を導
入し、イヌ iPS 細胞の作製を行った。 
(4) iPS 細胞から血液系細胞への迅速かつ効
率的な分化誘導法の確立：イヌ iPS 細胞の分
化誘導の予備実験として、当教室で樹立した
ネコ iPS 細胞を用いて検討した。すなわち、
ネコiPS細胞を浮遊培養して胚様体を形成さ
せた。造血系への分化を誘導するサイトカイ
ンと胚様体を培養することによって、接着分
子によるシグナルと液性因子によるシグナ
ルを効果的に発生させ、iPS 細胞から血液系
細胞への分化誘導を行った。 
 
４．研究成果 
(1)既報のイヌ G-CSF 遺伝子の塩基配列、あ
るいは SCF および fms-like tyrosine kinase  

(図 1) イヌ G-CSFcDNA の塩基配列 

ACGAATTCACCATGAAGCTGACCGCCCTGCAG

CTGCTGCTGTGGCACAGCGCACTCTGGATGGT

GCAAGAAGCCGCCCCCCTGGGCCCTACCGGCC

CCCTGCCCCAGAGCTTCCTGCTCAAGTGCCTA

GAGCAAATGAGGAAGGTCCAGGCTGATGGCAC

GGCGCTGCAGGAGACTCTGTGTGCCACCCACC

AGCTGTGCCATCCTGAGGAGTTGGTGCTGCTC

GGGCACGCTCTGGGCATCCCCCAGCCTCCCCT

GAGCAGCTGCTCCAGCCAGGCCCTGCAGCTGA

TGGGCTGCCTGCGTCAACTCCACAGCGGCCTC

TTCCTCTACCAGGGCCTCCTGCAGGCCCTGGC

AGGGATATCCCCCGAGTTAGCGCCCACCTTGG

ACACACTGCAGCTGGACACCACCGACTTTGCC

ATCAACATCTGGCAGCAGATGGAAGATCTAGG

AATGTCCCCCGCCGTGCCACCTACCCAGGGCA

CCATGCCAGCCTTCACCTCGGCCTTCCAGCGC

CGGGCAGGAGGTGTCCTGGTGGCCTCCAACCT

GCAGAGCTTCCTGGAGCTGGCATATCGCGCTC

TGCGCCACTTTGCCAAACCCGGATCCAC 



3 1igand（Flt3-L）遺伝子の細胞外領域の塩
基配列をもとにプライマーを設計し、それぞ
れイヌ T細胞、骨髄細胞、および末梢血単核
球から抽出したcDNAをテンプレートとして、
PCR により、目的の cDNA を増幅し、クローニ
ングを行った。G-CSF のクローニングにより、
606bp の cDNA が得られた（図 1）。本 cDNA の
塩基配列は既報のそれと比べて2塩基の相違
が認められた。 
SCF および Flt3-L のクローニングにより、

それぞれ 573bp および 555bp の cDNA が得ら
れ、両 cDNA の塩基配列は既報のそれらと全
て一致していた。 
 
(2)リポフェクタミンを用いて作製遺伝子を
チャイニーズハムスター卵巣由来株である
CHO 細胞に導入した。培養上清に含まれる
G-CSF と SCF をイヌ骨髄細胞と培養し、それ
らが骨髄細胞の増殖および分化に与える影
響を細胞数、形態学的特徴、表面マーカー、
造血細胞コロニーの形成能によって評価し
た。 
細胞数：図 2に示すように、培養後の細胞数
を測定したところ、G-CSF および SCF の 2 因
子添加（G+S：G-CFS + SCF）の培養において
コントロールと比較して有意に細胞数が増
加した。しかし、Flt3-L も加えた 3 因子添
加（G+S+F：G-CFS + SCF + Fit3-L）の培養
においては、コントロールと比較して有意な
差は認められなかった。 

(図 2) 作製因子を添加して 10 日間培養した
後の細胞数 
 
細胞形態：図 3に示すように、ヘマカラー染
色により培養前の細胞の形態を観察したと
ころ、核の大きな未分化な前駆細胞が多数認
められた。培養後 10 日の細胞の形態を観察
すると、サイトカインを添加しない培地のみ
の培養（コントロール）では好中球やマクロ
ファージ、未分化な細胞などさまざまな細胞
が観察されたが、作製 G-CSF のみで培養した
ものではほとんどの細胞が分葉した核を持
つ好中球であり、それ以外の少数細胞はマク
ロファージであった（図 4）。一方、作製 SCF
単独添加および作製 Flt3-L 単独添加の培養
では、好中球やマクロファージの他に未分化
な細胞も認められた。G-CSF + SCF および
G-CSF + SCF + Flt3-L の培養によっても好中
球やマクロファージの他に、未分化な細胞が
多く認められた。 

培養前       培養後 

 
(図 3) 培養前後の細胞形態の変化 
 
G-CSF     SCF     Flt3-L 

G + S           G + S + F 
(図 4) 作製因子添加培養後の細胞形態 
 
細胞表面マーカー 表面マーカーの発現を
調べたところ、図 5に示すように、造血幹細
胞マーカーである CD34 を発現する（CD34+）
細胞数は、 コントロール、SCF 単独および 
Flt3-L 単独添加の培養では、培養前と比較し
て有意に減少したが、G-CSF + SCF の培養で
は培養前の CD34+細胞の数を維持していた。 
顆粒球・単球のマーカーである CD11b を発
現する細胞数は G-CSF + SCF の培養で有意に
増加したが、Flt3-L を添加することによって
その増加は抑制された。 
 

 

(図 5) 細胞表面マーカー 
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CFU-GM 

造血コロニーの形成能：骨髄細胞をメチルセ
ルロース培地で 14 日間培養して形成された
顆粒球－マクロファージ系細胞 CFU-GM、顆粒
球系細胞 CFU-G、およびマクロファージ系細
胞のコロニーCFU-M を図 6に示した。 

 
 
 
(図 6)造血前駆細
胞コロニー 
 
 

 
図 7に示すように、顆粒球・マクロファー

ジ系前駆細胞の形成するコロニー（CFU-GM）
の数は、G-CSF + SCF の 2 因子の培養でコン
トロールと比較して増加する傾向を示し（p 
=0.051）、G-CSF +SCF + Flt3-L の 3 因子の添
加によって有意に増加した。顆粒球系前駆細
胞の形成するコロニー（CFU-G）の数は、G-CSF 
+ SCF の培養でコントロールと比較して有意
に増加した。Flt3-L 単独添加の培養では、
コントロールと比較して有意に減少したが、
Flt3-L を G-CSF + SCF とともに添加した培
養では、G-CSF + SCF の培養と比較してさら 

(図 7) 造血前駆細胞コロニーの形成能 
 

に有意に増加した。マクロファージ系前駆細
胞の形成するコロニー（CFU-M）の数は、コ
ントロール群と比較してSCFのみの培養およ
び G-CSF + SCF の培養で有意に増加したが、
さらに Flt3-L を加えることによって増加が
抑制された。 
 
 (3)成犬皮膚線維芽細胞にレンチウイルス
を用いてヒト由来の4つの多能性関連転写遺
伝子（OCT3/4、 SOX2、KLF4 および C-MYC）
を導入し、ヒト白血病阻害因子と骨形成蛋白
質 4 を添加した培地で培養した結果、iPS 様
細胞コロニーを得た（図 7）。この細胞コロニ
ーは、ヒトやマウスで報告されている iPS 細
胞と同様に、高い核/細胞質比を示し、3～5
日間の浮遊培養により胚様体を形成した(図
8)。また、未分化マーカーであるアルカリフ
ォスファターゼ染色には陰性を示したが、24
継代まで培養できた。さらに、MAP kinase 阻
害剤と glycogen synthase kinase-3β 阻害
剤を添加した培地でイヌiPS細胞の作製を試
みたが、細胞コロニーを得ることはできなか
った。 

(図 7)イヌ iPS 様   (図 8)胚様体 
細胞コロニー 
 

(4)ネコ胎子線維芽細胞由来 iPS 細胞(図 9)
を用いて、浮遊培養で胚様体を形成させた後、
血液分化培地にSCFなどの造血系への分化を
誘導する各種サイトカインを添加して 20～
30 日間浮遊培養させた。得られた細胞を解離
し、メチルセルロース培地で 10 日間培養す
ることにより、赤血球系の造血前駆細胞コロ 

(図 9)ネコ iPS 様   (図 10)赤血球系造血 
細胞コロニー     前駆細胞コロニー 

 
(図 11) マクロファージ(図 11)赤芽球系細胞 

系細胞  

CFU-G 

CFU-M 



ニーであるBFU-Eに類似したコロニーを得る 
ことができた(図 10)。 
本コロニーにおいて、形態的にマクロファ

ージ系細胞(図 11)と赤芽球系細胞(図 12)が
確認できた。 
 
本研究の結果より、イヌ造血サイトカイン

遺伝子のクローニングおよびタンパク質の
作製に成功した。さらに、これらのサイトカ
インを用いてネコiPS細胞から赤芽球系細胞
への分化誘導にも成功したが、未分化状態お
よび分化誘導効率の高いイヌiPS細胞の作製
には、今後、塩基性線維芽細胞増殖因子等の
他の添加因子を用いることも検討し、今回の
ネコiPS細胞を用いた分化誘導実験結果をイ
ヌ iPS 細胞に反映させていく予定である。 
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