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研究成果の概要（和文）：センダイウイルス変異株Cl.151を骨格とした持続発現型RNAベクターによる細胞リプログラ
ミングにおいて、外来遺伝子フリーの細胞を作製するためには、リプログラミング後にベクターゲノムを細胞から除去
することが重要である。本研究では、ベクター搭載遺伝子の発現を低分子化合物の添加や組織特異的に制御できる人工
リボスイッチやマイクロRNAを利用し、幅広い細胞リプログラミングに利用できる除去方法の構築を試みた。

研究成果の概要（英文）：To generate transgene-free cells by cell reprogramming using a persistent RNA vect
or based on a Sendai virus mutant Cl.151, it is important to eliminate the genome of Sendai virus vector f
rom infected cells. For a wide range of application of cell reprogramming, we examined methods to eliminat
e the vector genome using an artificial riboswitch or microRNAs, which could inhibit the gene expression b
y addition of small molecules or in a tissue-specific manner.
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１．研究開始当初の背景 
 2006 年、京都大学の山中伸弥教授らにより、
Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc の 4 種類の転写因
子をマウス体細胞に導入することで体細胞
が初期化され、ES 細胞に極めてよく似た細胞
ができることが報告された（Takahashi and 
Yamanaka, Cell, 126, 663-676, 2006）。こ
の 細 胞 は 人 工 多 能 性 幹 細 胞 （ induced 
pluripotent stem (iPS) cell）と名付けら
れ、翌年の 2007 年にはヒト体細胞からも iPS
細 胞 が で き る こ と が 確 か め ら れ た
（Takahashi et al., Cell, 131, 861-872, 
2007）。iPS 細胞の発見は、複数の転写因子等
により細胞の形質を自由に変化させること
ができるという新たなパラダイムを生み出
し、iPS 細胞のような多能性を持つ細胞だけ
でなく、組織特異的な転写因子等により神経
細胞など分化の進んだ細胞を作る direct 
reprogramming という手法も新たに開発され
た （ Vierbuchen et al., Nature, 463, 
1035-1041, 2010）。遺伝子導入による細胞リ
プログラミング技術は、目的の細胞を in 
vitro で比較的容易に調製できることから、
将来の再生医療を支える極めて重要な技術
と考えられるようになった。 
 iPS 細胞が報告された当初、外来遺伝子を
体細胞に導入する方法としてレトロウイル
スベクターが使用された。レトロウイルスや
レンチウイルスを骨格としたベクターは外
来遺伝子を宿主のゲノムに組込むため、安定
な遺伝子発現が可能であり、一定期間の遺伝
子発現を必要とする細胞リプログラミング
においては非常に有用なベクターである。し
かしながら、レトロウイルスベクターによる
遺伝子の組込みは、細胞をがん化させる恐れ
があり、iPS 細胞を再生医療に利用するため
には、遺伝子を宿主ゲノムに組込まない、よ
り安全な遺伝子導入方法の開発が緊急の課
題となった。 
 宿主ゲノムに遺伝子を組込まない発現系
として、プラスミドや合成 mRNA などを使っ
た非ウイルス発現系またはアデノウイルス
やセンダイウイルスなどのウイルスベクタ
ーを使った系が試され、これらによりゲノム
に組込みのないiPS細胞を作製できることが
報告された。我々の研究室では、以前から
Cl.151 というセンダイウイルス変異株を骨
格とした遺伝子発現ベクターを開発してお
り、このベクターを利用し体細胞から iPS 細
胞を樹立することに成功した（Nishimura et 
al., J. Biol. Chem., 286, 4760-4771, 2011）。 
 
２．研究の目的 
 センダイウイルスは 1本鎖の RNAをゲノム
に持つ RNA ウイルスであり、ヒトに対し病原
性をもたない。我々が開発しているセンダイ
ウイルスベクターは、M, F, HN というウイル
スの伝播に必要な構造タンパク質を完全に
欠損させているため、二次感染粒子を産生し
ないが、NP, P, L というウイルスゲノムの複

製に必要な遺伝子はベクター上に残してあ
り、ベクターゲノムが細胞に導入されると、
これらの因子によりゲノム複製が開始され
る。ウイルスゲノムに搭載される遺伝子は、
ウイルスRNAポリメラーゼが認識する転写開
始点および転写終結点の間に挿入されてお
り、各遺伝子は mRNA としてモノシストロニ
ックに転写される。 
 センダイウイルス変異株 Cl.151 は細胞障
害性が低く、感染した宿主細胞を死滅させる
ことなしに長期間、ウイルスゲノムの複製を
行うことができる。我々の研究室では、この
変異株を骨格としたベクターを開発し、
SeVdp（defective and persistent Sendai 
virus）ベクターと名付けた。このベクター
は、複数の外来遺伝子を同一ベクター上に直
列に搭載することができ、導入した細胞内で
それらの遺伝子を長期間、安定して発現させ
ることができる。これらの特徴は SeVdp ベク
ターを細胞リプログラミングに使うための
大きな利点であるが、さらに重要な特徴とし
て、宿主ゲノムへの遺伝子挿入がない点が挙
げられる。センダイウイルスはその生活環に
おいて、DNA に変換する時期がなく、また宿
主の細胞質に局在し、核内に入ることがない
ため、外来遺伝子を宿主ゲノムに組込む危険
性がない。このため、細胞リプログラミング
により体細胞を初期化し、その後ウイルスゲ
ノムを細胞から除去することで完全な外来
遺伝子フリーのiPS細胞を作製することがで
きる。我々は、ウイルスゲノムの複製に必須
のポリメラーゼ遺伝子を抑制することで、ウ
イルスゲノムを導入細胞から除去できるの
ではないかと考え、ポリメラーゼの構成因子
である L 遺伝子の発現を siRNA で抑制した。
その結果、Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc 遺伝子
を搭載したSeVdpベクターで体細胞を初期化
し、適切な時期に siRNA 処理を行うことで、
ウイルスゲノムが除去された、外来遺伝子フ
リーのiPS細胞が樹立できることを明らかに
した。 
 このコンセプトは iPS 細胞以外にも SeVdp
ベクターを用いた幅広い細胞リプログラミ
ングにおいて利用できるものと考えられる
が、神経細胞のようなトランスフェクション
効率が極めて低い細胞を作製する場合は、
siRNA の利用は難しいと考えられる。そこで、
本研究では、siRNA を使わずに、ウイルスポ
リメラーゼ遺伝子の発現を抑制し、ウイルス
ゲノムを細胞から除去できる新しい方法の
構築を試みた。 
 
３．研究の方法 
 細胞リプログラミングにおいて、適切な時
期にSeVdpベクターゲノムを細胞から除去す
るためには、ポリメラーゼ遺伝子の発現を任
意に制御できる ON/OFF スイッチのような系
を利用することが望ましい。本研究では、
ON/OFF のシステムとして、人工リボスイッチ
およびマイクロ RNA の利用を検討した。 



(1) 人工リボスイッチの利用 
 人工リボスイッチは、哺乳動物細胞で機能
することが報告されているテオフィリン応
答性リボザイムを利用した。この人工リボス
イッチはHartigらにより開発されたもので、
ハンマーヘッド型リボザイムのステム領域
を低分子化合物であるテオフィリンに結合
する RNA 配列、いわゆるアプタマーに置き換
えている（Ausländer et al., Mol. Biosyst., 
6, 807-814, 2010）。野生型のハンマーヘッ
ド型リボザイムは mRNA に挿入すると、自己
切断を起こしてしまうが、この人工リボスイ
ッチはテオフィリンと結合した場合のみ、リ
ボザイムが切断活性を示すように設計され
ている。このため、この人工リボスイッチを
目的遺伝子の非翻訳領域（UTR）に組込んで
おくことで、テオフィリンを添加した時のみ、
遺伝子発現を OFF にすることができる。 
 この人工リボスイッチの効果を調べるた
めに、赤色蛍光タンパク（Keima-Red）遺伝
子の 5’UTR に人工リボスイッチを組み込ん
だ SeVdp ベクターを作製した。ベクターを導
入した細胞をテオフィリンにより処理し、
Keima-Red の発現を指標に人工リボスイッチ
の効果を調べた。 
 
(2) マイクロ RNA の利用 
 マイクロ RNAは内在性の低分子 RNAであり、
mRNA の 3’UTR に結合して遺伝子発現を抑制
することが知られている。マイクロ RNA には
組織特異的な発現パターンを示すものがあ
り、いくつかのマイクロ RNA は発生・分化に
おいて、非常に重要な役割を担うことが知ら
れている。本研究では、細胞リプログラミン
グで作製する細胞で特異的に発現するマイ
クロ RNA を利用し、遺伝子発現制御を行う。
例えば、線維芽細胞から神経細胞を作製する
場合、神経細胞で特異的に発現するマイクロ
RNA の標的配列をベクター搭載遺伝子の
3’UTR に組込むことで、リプログラミングが
起こった細胞でのみ、その遺伝子の発現が抑
制されることになる。 
 本研究では、マイクロ RNA によるベクター
搭載遺伝子の発現抑制効果を調べるために、
多くの細胞で発現が高いマイクロRNAの標的
配列を EGFP 遺伝子の 3’UTR に組込んだ
SeVdp ベクターを作製した。このベクターを
細胞に導入し、EGFP の発現強度を指標に、マ
イクロ RNA の効果を調べた。また、神経細胞
特異的マイクロ RNAの標的配列を L遺伝子の
3’UTR に組込んだベクターを作製し、direct 
reprogramming による神経細胞作製において、
ベクター除去効果を検証した。 
 
(3)神経細胞の誘導 
 SeVdp ベクターの除去効果を調べる系とし
て、direct reprogramming による神経細胞作
製について検討を行った。Wernig らの報告
（Pang et al., Nature, 476, 220-223, 2011）
を参考にし、神経細胞を誘導する因子を

SeVdp ベクターに組込み、マウス胎児線維芽
細胞から神経細胞の誘導を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 人工リボスイッチによる遺伝子発現制
御 
 EGFP をレポーターとしたプラスミドを使
った実験から、5’UTR に 1個よりも複数の人
工リボスイッチを組込むことで遺伝子抑制
効果が上昇することが分かったため、ベクタ
ーに搭載した Keima-Red 遺伝子の 5’UTR に
複数の人工リボスイッチを組込んだSeVdpベ
クターを構築した。また、コントロールとし
てリボザイムの活性部位に変異を入れた切
断活性を持たない人工リボスイッチを組込
んだベクターも用意した。これらのベクター
を HeLa 細胞に導入し、濃度 3 mM のテオフィ
リンで処理した後、Keima-Red の発現をフロ
ーサイトメトリーで解析した。その結果、テ
オフィリン添加時のみコントロールに比べ、
約 70%の遺伝子抑制効果が認められた。この
ことから、RNA をゲノムとしてもつ SeVdp ベ
クターにおいて、人工リボスイッチによる
ON/OFF の系が利用できることが確かめられ
た。次に、この人工リボスイッチを L遺伝子
の 5’UTR に組込むことを試みたが、ベクタ
ーの作製が非常に困難であった。おそらく、
L 遺伝子上流の繰り返し配列が大腸菌を不安
定化するためだと考えられ、現在、クローニ
ング方法を検討するとともに、人工リボスイ
ッチの組込み位置を変えるなどして、ベクタ
ーの構築を進めている。 
 
(2) マイクロ RNA による遺伝子発現制御 
 マイクロRNAを利用した遺伝子抑制効果を
調べるために、多くの細胞で発現が高い
miR-21の標的配列をEGFPの3’UTRに組込ん
だ SeVdp ベクターを作製した。このベクター
を HeLa 細胞および iPS 細胞に導入したとこ
ろ、顕著な EGFP 抑制効果が見られた。HeLa
細胞を使い、フローサイトメトリーで解析し
たところ、miR-21 の標的配列がある場合、
EGFPの発現が90%以上抑制されていることが
確かめられた。このことから、発現量の多い
マイクロ RNA を利用することで、高い遺伝子
抑制効果が得られることが分かった。次に、
direct reprogrammingによる神経細胞作製に
おいてベクター除去効果を検証した。L 遺伝
子の 3’UTR に神経特異的マイクロ RNA であ
る miR-124の配列を組込んだベクターを作製
し、マウス胎児線維芽細胞から神経細胞の誘
導を行った。その結果、神経細胞様の細胞が
誘導されたが、免疫染色を行ったところ、セ
ンダイウイルスの NP 抗原が陽性であった。
このことから、誘導された細胞において、
miR-124 による遺伝子抑制効果がまだ十分で
はない可能性が考えられるため、現在、さら
なる解析を行うとともに、miR-124 以外の神
経特異的マイクロRNAの利用についても検証
を進めている。 
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