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研究成果の概要（和文）：イヌiPS細胞由来の間葉系幹細胞を用いて難治性疾患治療薬を開発するために、以下
の成果を得た。
①センダイウイルスベクターでイヌ胎子線維芽細胞に初期化遺伝子（OCT3/4、SOX2、C-MYC、KLF4）を導入し、
イヌiPS細胞株を作製した。②イヌ末梢血単核球（PBMC）を初期化する際の最適な培地および低分子化合物の添
加について検討し、初期化効率の改善およびイヌiPS細胞株の樹立に成功した。③イヌiPS細胞の酵素継代および
フィーダーフリー培養を検討し、効率的なイヌiPS細胞の樹立および大量培養を可能とした。④イヌiPS細胞から
MSC様細胞へ分化誘導することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We attempted to differentiate canine iPS cells into mesenchymal stem cells 
for use in the treatment of intractable diseases.
1. Canine iPS cell lines were generated from canine fetal fibroblasts by introducing four specific 
genes (OCT3/4, SOX2, C-MYC, KLF4) with Sendai virus vector. 2. We determined the reprogramming 
efficiency of canine PBMCs under several conditions involving several types of media supplemented 
with small-molecule compounds, and successfully generated canine iPS cell lines. 3. Enzyme passage 
and feeder-free culture of canine iPS cells were examined, enabling the efficient establishment and 
mass culture of canine iPS cells. 4. The differentiation of canine iPS cells into MSC-like cells was
 successfully induced.

研究分野：獣医学

キーワード： iPS細胞　イヌ　間葉系幹細胞　MSC　血液　多能性幹細胞　再生医療　フィーダーフリー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、研究に使用できる質の良いイヌiPS細胞株は世界的にもほとんどなく、獣医学領域におけるiPS細胞を用い
た再生医療研究はほとんど進んでいない。本研究成果から、線維芽細胞や血液細胞を使用して安定的にイヌiPS
細胞株の作製に成功し、これを大量に培養することも可能となった。以上の結果は、イヌiPS細胞を用いた研
究・臨床応用を推進する研究成果である。さらに、イヌiPS細胞からMSC様細胞への分化に成功しており、将来的
には、難治性疾患の治療薬として応用できる可能性を示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 近年、さまざまな細胞に分化できる能力をもつ iPS 細胞を用いた再生医療研究が盛んとなっ
ている。獣医療でも日本におけるイヌの飼育頭数が 900 万頭を数え、ヒトの医療と同様に最先
端の治療が求められていることから、イヌ iPS 細胞を用いた再生獣医療の研究が世界的に試み
られてきた。しかし、イヌ iPS 細胞の作製はヒトやマウスと比較して難しく、効果的に iPS 細
胞を作製、増殖させるための技術も確立されていない。 
 一方、骨髄や脂肪由来間葉系幹細胞（MSC）を用いる臨床応用が獣医療で導入され、申請者
らのグループは、重度脊髄損傷を伴った椎間板ヘルニアのイヌにおいて、手術に加えて慢性期に
自己骨髄由来MSC を投与することによって、運動機能の改善が認められることを示している。
さらに、MSCは薬剤に効果のない難治性自己免疫疾患や炎症性腸疾患、重度感染症の治療にも
応用されている。しかし、MSCは取り出した個体によって細胞の性状が異なり、治療効果も一
定ではない。さらに培養してもあまり増えないことから実際の臨床応用には限界がある。 
 
２．研究の目的 
 申請者らは獣医学領域での再生医療実現を目指して、イヌ体細胞に初期化遺伝子を導入する
ことでイヌ iPS 細胞の作製を試みてきた。本研究では、これまでの研究成果をもとにセンダイ
ウイルスベクターを用いて、ゲノム内への遺伝子挿入のない安全なイヌ iPS 細胞を作製し、こ
の安全なイヌ iPS細胞を大量に培養するための技術開発を行う。さらに、イヌ iPS細胞からMSC
への分化技術を確立するとともに、iPS細胞由来MSCの性状を解析し、安全性および治療効果
を評価する。これらの研究によって、イヌ幹細胞由来MSCを用いた臨床応用へ展開するための
基盤作りを目指すものである。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）遺伝子挿入のない安全なイヌ iPS 細胞の作製 
A）イヌ胎子線維芽細胞に自然に除去される仕組みを持ったセンダイウイルスベクター
（SeVdp(KOSM)302L）を使用して、初期化遺伝子（OCT3/4,SOX2,C-MYC,KLF4）を導入後、マウス
胎子線維芽細胞と共培養し、体細胞の遺伝子に傷がつかないイヌ iPS 細胞の作製を行った。 
 
（2）末梢血単核球からのイヌ iPS 細胞の作製 
B）（1）で遺伝子挿入のないウイルスフリーなイヌ iPS 細胞の作製に成功した。そこで、次に侵
襲性が低く容易に採取可能な血液細胞からイヌ iPS 細胞の作製を試みた。健常犬から採取・分離
した末梢血単核球（PBMC）に、センダイウイルスベクターSeVdp(KOSM)302L を用いて 4因子を導
入した。 
C）上記の方法では、初代イヌ iPS 細胞コロニーの出現率が非常に低く、さらにテラトーマ（奇
形腫）形成能がなかった。これらを改善するために、イヌ PBMC を初期化する際の最適な培地お
よび低分子化合物の添加について検討し、初期化効率の改善およびイヌ iPS 細胞株の樹立を試
みた。 
 
（3）イヌ iPS 細胞におけるフィーダーフリー培養法の検討 
D）イヌ iPS 細胞はフィーダー細胞であるマウス胎子線維芽細胞と共培養し、手作業で継代する
ため大量培養が困難であった。そこで、イヌ iPS 細胞の酵素継代およびフィーダーフリー培養を
検討し、効率的なイヌ iPS 細胞の樹立および大量培養を試みた。 
  
（4）イヌ iPS 細胞における MSC 分化能の検討 
E）申請者らが作製したイヌ iPS 細胞を側板中胚葉（LPM）や神経堤細胞（NCC）を経由した方法
で間葉系幹細胞（MSC）へ分化誘導した。 
F) さまざまな組織由来のイヌ iPS 細胞株を用いて MSC へ分化を試み、細胞株間での比較を行う
ことで、MSC の効果的な作製方法を検討した。 
 
４．研究成果 
 
（1）遺伝子挿入のない安全なイヌ iPS 細胞の作製 
A）イヌ胎子線維芽細胞に、センダイウイルスベクター（SeVdp(KOSM)302L）を使用して初期化遺
伝子を導入したところ、ヒト iPS 細胞に類似した細胞コロニーが得られた（図 1）。この細胞は、
長期継代が可能であり、継代を経ることで自然にセンダイウイルスベクターが除去された（図
2）。また、未分化マーカーの発現、in vitro および in vivo における三胚葉（外胚葉、中胚葉、
内胚葉）への分化能が示されたことから、遺伝子挿入のないウイルスフリーなイヌ iPS 細胞の作



製に成功した。 
 
 

 
 
（2）末梢血単核球からのイヌ iPS 細胞の作製 
B）末梢血単核球（PBMC）に初期化遺伝子を導入したところ、初代コロニーが得られ、継代培養
後の細胞は、SeVdp(KOSM)302L の除去が確認された。本細胞は未分化マーカーが陽性であり、さ
らに浮遊培養にて胚葉体を形成し、接着培養した胚葉体は三胚葉マーカーに陽性を示した。しか
し、免疫不全マウスに接種したところ、神経系の細胞にのみ分化しテラトーマ形成は確認できな
かった。 
C）健常犬から採取・分離したに PBMC に SeVdp(KOSM)302L で初期化遺伝子を導入し、初期化時に
低分子化合物カクテルを添加した
N2B27培地を用いることで、イヌ iPS
細胞初代コロニーを高効率に得る
ことに成功した。この iPS 細胞は、
長期継代可能であり、複数の細胞株
が得られた（図 3）。これらの細胞株
は各種未分化マーカーに陽性を示
した（図 4）。さらに、免疫不全マウ
スに接種することによりテラトー
マ（奇形腫）の形成が可能となった
（図 5）。この手法によって、複数の
イヌ由来の PBMC からも iPS 細胞株
を樹立可能であることが示され、再
現性の高い方法であることが確認された。 

 
 

 
 

図 2 

図 1：イヌ iPS細胞コロニー 

図 3：樹立された複数のイヌ iPS細胞株 

図 4：qRT-PCRによる未分化マーカー発現確認 
図 5：テラトーマで確認された三胚葉分化 



図 8：免疫細胞化学による未分化マーカー

発現 

 
（3）イヌ iPS 細胞におけるフィーダーフリー培
養法の検討 
D）さまざまな培地および細胞外基質の組み合わ
せの中で、StemFit と iMatrix-511 がフィーダー
フリー培養に最も適した組み合わせであること
を明らかにした（図 6）。また、このフィーダーフ
リー培養を使用してイヌ iPS 細胞を樹立したと
ころ、複数の細胞株が樹立された（図 7）。これら
の細胞は未分化マーカーに陽性であり（図 8，9）、
三胚葉への分化能を示した。さらに、フィーダー
フリー培養によって、イヌ iPS 細胞の大量培養が
可能となった。 
 

 
 
 
 
 

 

 
（4）イヌ iPS 細胞における MSC 分化能の検討 
  
E）LPM または NCC を経由して分化させた細胞は MSC 様の形態を示した。LPM 経由の細胞は、P1～
P3 では MSC 様の形態を示したが、P4で細胞膨化、倍加時間の延長が認められた。UCC を経由し、
MSC 培地である StemFit For MSC で培養した細胞は P3で形態が変化し、増殖が停止した。UCC を
経由し、PRIME-XV で培養した細胞は、P10 以降も MSC 様形態、増殖能を維持した（図 10）。また、
これらの細胞は CD44、CD90 陽性であり、CD34、CD45 ともに陰性であった（図 11）。 
 
F)さらに、さまざまな組織由来のイヌ iPS 細胞株を用いて MSC の分化を試みたところ、胎子線維

図 6：イヌ iPS細胞培養におけ

る培地と基質の組み合わせ 

図 7：フィーダーフリーで樹立されたイヌ

iPS細胞株 

図 9：RT-PCRによる未分化マーカー発現の確認 



芽細胞や血液由来 iPS 細胞から分化した MSC 様細胞は、P10 以降も MSC 様形態を維持した。しか
しながら、皮膚線維芽細胞由来 iPS 細胞は、NCC 維持培地で生存することができず、iMSC へ誘導
できなかった。以上のことから、由来組織によってイヌ iPS 細胞から MSC への誘導効率が異なる
ことを明らかにした。 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上の研究結果より、イヌ iPS 細胞を効果的に作製し、大量培養後、MSC 様細胞へ分化誘導する
ことに成功した。 

図 10：各分化方法による細胞継代結果 

図 11：iPS細胞由来MSC様細胞におけるMSCマーカー発現 
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