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研究成果の概要（和文）：産業用動物であるブタに近年発達する人工多能性幹細胞(iPS細胞)技術を適用し、動物生命
科学への新たな発展する技術として確立することを目的とした。産業用動物であるブタに注目し、ブタ由来iPS細胞を
作成した。Oct3/4, Klf4, Sox2, c-Mycに２つの因子を加えることによって安定的に継代可能なブタiPS細胞を得た。ブ
タiPS細胞はヒトのものと異なり、継代操作上で単一細胞にしても細胞死を誘導せず、増殖因子にLIF(白血球遊走阻害
因子)、低分子量阻害剤を必要とした。さらにメス由来のiPS細胞でX染色体の活性化が観察された。我々は発生初期段
階の状態に近いブタ由来iPS細胞の樹立に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we applied the induced pluripotent stem (iPS) cell technology to 
the livestock science. We focused on the porcine, one of the major livestock, and established the porcine 
derived iPS cell. We obtained porcine derived iPS cells with the expression of six reprogramming factors, 
including Oct3/4, Klf4, Sox2, c-Myc. The porcine derived iPS cell had different nature from that of 
human, and it showed the growth dependency to the LIF (leucocyte migration inhibition factor), and low 
molecular inhibitors. Interestingly, porcine derived iPS did not cause the massive apoptosis even after 
the enzymatic digestion into the single cell, which nature is different from human. Furthermore, the 
re-activation of X chromosome was observed in female derived porcine iPS cells. We succeeded the high 
quality porcine derived iPS cell, which is close to the nature of early embryonic stage.

研究分野：畜産学, 分子遺伝学, 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 京都大学の山中伸弥教授の研究により、一
度終末分化した細胞に全能性を付加する iPS 
細胞(Induced Pluripotent Stem Cell)技術が
開発された。この技術は人工的に４種類の転
写因子(Oct3/4, Sox2, Klf4, c-myc)を導入し
生殖細胞を含む全身の細胞へ分化する幹細
胞へ感化させる技術である。本方法はヒトに
おける再生医療の切り札となる技術として
注目されている。本技術を動物生命科学に応
用すれば様々な利用が可能になると考えら
れる。 
 iPS 細胞技術は京都大学の山中伸弥教授に
よって開発された。Oct3/4, Sox2, Klf4, 
c-Myc)と呼ばれる４つの遺伝子を人工的に
発現させることによって、一度終末分化した
細胞を受精卵に含まれる時点と同じ状況に
導く。この過程はリプログラミングと呼ばれ、
ゲノム中に存在する遺伝子群の発現が劇的
に変化することがわかっている。本技術は多
くの研究者が長い間夢見ていたが、なし得な
かった大きなブレークスルーであり、我が国
の生命科学が達成した大きな宝の技術であ
る。 
 我が国の畜産産業は現在、外国からの圧力
に苦しんでいる。我が国の畜産業は高い市場
価値を高めて、さらに国際的な競争力を高め
る必要がある。現在、家畜において人工授精
が多くの動物で行われているが、生殖細胞は
終末分化した細胞であるために再度細胞分
裂を開始することはない。そのために優秀な
家畜の生殖細胞は有限な遺伝資源となって
いる。もし優秀な家畜由来の iPS細胞を作出
でき、生殖細胞へ人工的に分化誘導が可能に
なれば、優秀な家畜の生殖細胞を無限に利用
できる可能性が広がる。 
 さらに近年、ゲノム編集技術と呼ばれる技
術が発展している。ゲノム編集技術とは数億
bp の塩基から構成されるゲノムの１点を特
異的に切断、改変する技術である。このよう
な技術は次世代の品種改良のための大きな
ブレークスルーになると考えられている。従
来の家畜育種であれば、交配に依存するため
に導入したい形質以外のゲノム領域が交雑
されてしまうため、長期に渡る戻し交雑が必
要となる。もし導入したい形質の原因遺伝子
が明らかになっていれば、旧来の交雑を経ず
に、ゲノム編集技術を用いて直接形質を導入
することが可能になるかもしれない。 
 このような背景から、我々は産業用家畜で
あるブタを対象に iPS細胞の樹立とその樹立
した細胞の生物学的性質を解析した。 
 
２．研究の目的 
 ブタ胎児筋肉由来線維芽細胞へ山中４因
子と呼ばれるOct3/4, Sox2, Klf4, c-Mycを発
現するベクターを導入を行った。当初、山中
４因子を導入したブタ iPS細胞を作成したが、
東日本大震災による被災によって完全に死
滅してしまった。我々は死滅したブタ iPS細

胞よりもさらに優れた、より発生段階の初期
の細胞に近いものを作成することを試みた。
より高品質なブタ iPS細胞を作成するために
山中４因子に加えて Nanogおよび Lin28と
呼ばれる遺伝子群を利用することにした。こ
れらの２つの遺伝子は iPS細胞の作成の初期
の研究においてWisconsin大学の研究グルー
プが重要な働きをしていることを報告して
いる。ヒトにおいてはこれらの６因子の発現
によって iPS細胞を報告した例はあるが、ブ
タにおいてはほとんどない。そこで我々は
Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc, Lin28, Nanogの
６因子を発現するブタ iPS細胞を樹立するこ
とを試みた。 
 
３．研究の方法 
 ブタ胎児由来筋肉からの線維芽細胞を用
いた。使用したブタは妊娠後約 45 日のブタ
を用いた。初代線維芽細胞へ Oct3/4, Sox2, 
Klf4, c-Myc を発現するレンチウィルスであ
る STEMCCA を感染させた。STEMCCA は EF1 プ
ロモーターによってドライブされる発現ユ
ニットを持つ組み換えレンチウィルスであ
る。我々は STEMCCA と同様に EF1 プロモータ
ーでドライブされるレンチウィルスにマウ
ス由来の Lin28 および Nanog を導入した。加
えて Lin28 および Nanog の発現カセットに融
合させる形でハイグロマイシン耐性遺伝子
を導入した。Lin28, Nanog, ハイグロマイシ
ン耐性遺伝子のタンパク質は自己消化性ペ
プチドである 2A ペプチドによって連結した
(図 1A)。組み換えレンチウィルスのパッケー
ジングには 293T 細胞における一過性発現系
を使用した。293T 細胞へはパッケージングプ
ラスミドと共にリポフェクションによって
導 入 し た 。 STEMCCA ウ ィ ル ス お よ び
Lin28-Nanog を発現する組み換えウィルスを
混合し、ブタ初代線維芽細胞に感染させた
(図 1B)。ウィルス感染後、72 時間後にマウ
ス胎児性線維芽細胞(MEF)由来のフィーダー
細胞上にリシードを行った。リシード後２週
間目に出現したコロニーを観察し、EGFP の蛍
光が見られるコロニーを選抜した。顕微鏡下
で pick up したコロニーをさらに MEF フィー
ダー上で増殖させ、安定的に維持できるブタ
iPS 細胞ラインを樹立した。 
 樹立したブタiPS細胞の細胞増殖に必要な
培地構成成分の同定、ゲノム DNA からの PCR
による発現カセットの検出、RT-PCR による内
在性ブタ多能性関連遺伝子の発現の検出、蛍
光抗体法による多能性関連タンパク質の発
現の検出、核型解析、テロメラーゼ活性の検
出、SCID マウスの精巣組織におけるテラトー
マ（奇形腫）の形成、細胞周期の検出、COBRA
法による X染色体不活性化の検出、ブタ胚盤
胞期胚への iPS 細胞の注入を行った。 
 
４．研究成果 
 我々は山中４因子を発現するSTEMCCAベク
ターと Lin28 および Nanog を発現する



LVSIN-LN-IRES ZsGreen との重感染によって
２個の独立したブタ由来iPS細胞クローンを
得た。図 1C に示すように樹立したブタ iPS
細胞は Lin28 および Nanog の発現カセットに
下流に設置されたZsGreenのよって強い緑色
蛍光を示した。またゲノム DNA からの PCR に
よって、樹立したブタ iPS 細胞が山中４因子
を発現するSTEMCCAおよび追加の２因子を発
現する LVSIN-Lin28Nanog を両方持つことを
検出した(図 2A)。さらに RT-PCR により、ブ
タ内在性 Oct3/4, Sox2, Klf4,が発現してい
ることを検出した。また iPS 細胞誘導のため
に導入したSTEMCCAカセットが恒常的に発現
していることを検出した(図 2c)。これは導入
した遺伝子カセットがEF1プロモーターによ
ってドライブされていることに起因すると
考えられる。従来の報告では幹細胞に変化し
た後もEF1プロモーターの場合はサイレンシ
ング耐性になることが知られており過去の
報告と一致するものであった。 
 さらに樹立したブタiPS細胞の幹細胞とし
ても生物学的性質を明らかにした。まず幹細
胞のマーカーであるアルカリフォスファタ
ーゼ活性を Fast Red を基質に染色によって
検出した(図 2B)。樹立したブタ iPS 細胞は高
いアルカリフォスファターゼ活性を示した。
くわえて多能性幹細胞に特徴的に発現する
遺伝子産物の発現を蛍光抗体法にて検出を
行った。樹立した細胞は Oct3/4 および Nanog
に対して陽性を示した(図 3)。また表面抗原
である SSEA4 に対して陽性したが、SSEA1 お
よび SSEA3 に対しては陰性であった(図 3)。 
 さらに核型解析を行ったところ、２つのク
ローンはそれぞれ 50 個の分裂体を解析した
が、全て 38+ XX の結果となり、全く異常は
認められなかった（図 4A,B,C)。またストレ
ッチPCR法にてテロメラーゼ活性を検出した
ところ、樹立される元のブタ胎児由来線維芽
細胞と比較して、高い活性が検出された。 
 免疫不全動物(SCID マウス)の精巣組織に
樹立したブタ iPS 細胞を移植した。移植後 12
週後に数センチの腫瘍が発生した(図 5A)。腫
瘍の発生は複数のクローンで認められた。得
られた腫瘍組織を病理組織学的に解析する
と、消化管上皮様組織、線維組織様、神経管
様組織、脂肪組織様など三胚葉由来の組織分
化が検出された(図 5B,C,D)。 
 細胞周期を検出したところ、iPS 細胞を作
成した元となる線維芽細胞より、G2/M 期の細
胞が多く含まれていることが明らかになり、
iPS 細胞への変化を生じたことで細胞周期の
回転が加速されたことが検出された。また X
染 色 体 の 不 活 性 化 パ タ ー ン を
COBRA(Combined Bisulfite Restriction 
Analysis )法にて検出すると、ポジティブコ
ントロールである雌由来線維芽細胞では
Xa(活性化状態のX染色体)+Xi(不活性化状態
の X 染色体)のパターンであったが、樹立し
たブタ iPS 細胞では全てが Xa(活性化状態の
X 染色体)由来のパターンを示した(図 6A)。

このことは我々の樹立したブタ由来iPS細胞
が着床前の受精卵内部の細胞の状態に近い
ことを示している。この X染色体の解析結果
を裏付けるために、ヒストン H3 の K27 トリ
メチル抗体による不活性化 X 染色体の in 
situ における検出を行った。雌由来線維芽細
胞では核内に１つのドット状のシグナルが
検出され、不活性化 X染色体が存在すること
が検出され(図 6B)た。一方、樹立されたブタ
iPS 細胞においては細胞核は染色性を示した
が、線維芽細胞に認められた様なドット状の
染色パターンは認められなかった。このこと
から我々の樹立したブタ iPS 細胞は両方の X
染色体が活性化していると結論した。 
 また我々はブタの後期桑実胚および早期
胚盤胞に iPS 細胞を注入し、発生における変
化を観察した。その結果、48 時間後の胚盤胞
の内部細胞塊に該当する部分にiPS細胞由来
の蛍光シグナルが検出された。このことから
我々の樹立したブタiPS細胞はブタ胎児に寄
与する可能性が示された。 
 我々が樹立したブタiPS細胞は従来の報告
よりも品質が高い細胞と考えられる。理由は
奇形腫の形成とX染色体の活性化状態である。
従来のブタ iPS細胞の報告では X染色体の状
態は不活性化+ 活性化の組み合わせで、体細
胞での状態がリセットされていないもので
あった。我々が報告したブタ iPS 細胞の X染
色体の活性化状態は品質の高いブタiPS細胞
であることを示している。加えて我々のブタ
iPS細胞はSCIDマウスにおいて大きな奇形腫
を形成した。幹細胞としての重要な性質とし
て奇形腫の形成能力が必須である。加えて
我々が樹立したブタiPS細胞は三胚葉性の分
化を示した。この性質はブタ iPS 細胞として
重要である。 
 我々の樹立したブタiPS細胞は従来の報告
よりも品質が高いものであると考えられる。
しかし現在の状態では、外来遺伝子が挿入さ
れしかも発現が継続的に行われている。この
状態ではiPS細胞由来のブタは全て遺伝子組
み換え体となってしまう。産業用動物の次世
代技術として実用化を目指すためには、少な
くとも外来遺伝子フリーにする必要がある。
我々は一過性の遺伝子発現システムを用い
て同様のブタ iPS 細胞を得るために現在、実
験を進めている。 
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