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研究成果の概要（和文）：遺伝子挿入のない安全なiPS細胞をイヌとネコで作製し、血液細胞へ分化させること
を目的として、以下の成果を得た。
①センダイウイルスベクターを用いてイヌとネコの胎子線維芽細胞にGFPを導入できることができた。②ネコで
は、6因子とTGFβ阻害剤を添加することでiPS細胞の作製に成功した。これらは各種未分化マーカーの発現およ
び3胚葉への分化能を確認した。③イヌでは、4因子とTGFβ阻害剤を添加することでiPS細胞の作製に成功した。
また、自然に除去されるSeVdpを用いてヒトiPS細胞に類似した細胞コロニーが得られた。しかしながら、これら
iPS細胞の血液細胞分化についてさらに検討が必要と考えられる。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to establish genome integration-free canine 
and feline induced pluripotent stem cells (ciPSCs), and to induce hematopoietic cells from these 
stem cells. The following results were obtained.
①We confirmed that the Sendai virus vector (SeVdp) could infect canine and feline embryonic 
fibroblasts by detecting GFP expression. ②We could reprogram feline embryonic fibroblasts into 
iPS-like cells using SeVdp containing 6 transcription factors with TGF-beta inhibitor. These cells 
were positive for pluripotent markers. ③We transduced four transcriptional factors into canine 
fibroblast cells with SeVdp, and could established iPS-like cell line using TGF-beta inhibitor. 
Finally, we reprogrammed canine embryonic fibroblasts using the auto-erasable defective and 
persistent SeVdp, and canine iPS-like cells were formed. Further studies are required to induce 
hematopoietic cells from these canine or feline stem cells.

研究分野： 獣医学
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１．研究開始当初の背景 
近年、様々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り、
日本では世界で初めての臨床試験として、加
齢黄斑変性の患者に iPS細胞から作製した網
膜色素上皮の細胞シートが移植されて話題
となっている。獣医療でも日本におけるイ
ヌ・ネコの飼育頭数が 2000 万頭近くおり、
ヒトの医療と同様に最先端の治療が求めら
れている。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 ES 細胞を分離・培
養することに世界で初めて成功した（Mol 
Reprod Dev. 2006）。さらに、この知見を活
かして体細胞からイヌ iPS細胞の作製に成功
している（Stem Cells Dev. 2013）。同様にネ
コ iPS細胞の作製にも成功しており国際幹細
胞学会 (2013 年ボストン)で発表を行ってい
る。 

iPS 細胞は、数種類の初期化遺伝子を体細
胞に導入することで作製される。申請者らが
今までに作製したイヌ・ネコ iPS 細胞はレト
ロウイルスベクターなどを用いて遺伝子導
入しており、宿主細胞ゲノムに初期化遺伝子
が挿入されることから、腫瘍化などの危険性
があり治療に応用するためには安全性の問
題がある。一方、申請者らは大学付属獣医臨
床センターで内科診療を担当しており、イヌ
やネコで血液腫瘍や慢性腎臓病による貧血
に多く遭遇するが、ヒトのような血液バンク
がないため輸血用血液の不足や輸血を介し
た感染が大きな問題となっている。 

 
２．研究の目的 
現在、様々な細胞に分化できる能力をもつ

iPS 細胞（人工多能性幹細胞）を用いた再生
医療が注目されており、臨床応用が期待され
ている。一方、獣医学分野では輸血システム
が整備されておらず、貧血のイヌやネコに対
してドナーの確保が難しいことが問題とな
っている。本研究では、安全で臨床応用可能
なイヌとネコの iPS 細胞を作製し、これを利
用して赤血球を大量に作製することで、獣医
療における輸血問題を解決する。具体的な研
究項目は以下の 2 つである。 
①獣医学分野において安全で臨床応用が可
能なイヌとネコの iPS 細胞を作製する。 
②イヌ・ネコ iPS 細胞から赤血球系細胞へ分
化誘導する技術を開発する。 
 
３．研究の方法 
（1）センダイウイルスベクターを用いたイ
ヌ・ネコへの遺伝子導入の検討 
イヌとネコのiPS細胞の臨床応用に向けて

遺伝子挿入のない持続発現型RNAウイルスベ
クターであるセンダイウイルスベクター
（SeVdp）を用いた方法により、イヌおよび
ネコ iPS 細胞の作製を試みた。 
 
①イヌおよびネコの胎子線維芽細胞に SeVdp

を用いて GFP 遺伝子を導入し、その発現を蛍
光顕微鏡で観察した。 
 
②イヌおよびネコの線維芽細胞にヒト
OCT3/4、SOX2、KLF4 および c-MYC の 4遺伝子
を感染力価および温度条件を変えて導入し、
各条件におけるSeVdpの感染効率を免疫染色
により調べた。 
 
③4 遺伝子を導入したイヌおよびネコ胎子線
維芽細胞をノックアウト血清代替物（KSR）
またはウシ胎子血清（FBS）を加えたヒト ES
細胞培地で、マイトマイシン C処理マウス胎
子線維芽細胞と共培養した。 
 
（2）センダイウイルスベクターを用いたイ
ヌ・ネコ iPS 細胞作製効率改善の検討 
（1）でイヌとネコの iPS 様細胞コロニー

を得ることに成功したが、その作製効率は低
く、SeVdp の除去もできていない。そのため、
次に iPS 細胞コロニー形成の効率化および
SeVdp の除去を試みた。 
 
①ネコ胎子線維芽細胞に SeVdp を用いて、多
能性関連遺伝子であるヒト OCT3/4、SOX2、
KLF4 および c-MYC の 4因子を導入後、フィー
ダー上に播種し、ヒト胚性幹細胞培地を用い
て培養した。。得られた細胞の形態・継代数
の評価、アルカリフォスファターゼ（AP）染
色、核型解析、未分化マーカーの免疫染色お
よび PCR、三胚葉マーカーの免疫染色を行っ
た。さらに、これらの細胞株を siRNA 処理す
ることで SeVdp の除去を行い、PCR により
SeVdp の有無を確認した後に培養を試みた。 
 
②イヌ胎子線維芽細胞へSeVdpを用いてヒト
OCT3/4、SOX2、KLF4、C-MYC（4因子）を導入
後、bFGF と LIF を添加した KSR 培地で培養し
た。感染後 4 日間、TGFβ阻害剤である
SB431542 あるいは A83-01 をそれぞれの濃度
で添加し、出現したコロニー数から初期化効
率を比較した。得られた iPS 様細胞を物理的
に継代し、培養後の細胞の未分化性をアルカ
リフォスファターゼ（AP）染色、RT-PCR およ
び免疫染色にて評価した。さらに胚様体を作
製し、RT-PCR にて三胚葉マーカーの発現を調
べた。また siRNA 処理後に RT-PCR にて SeVdp
の除去の有無を確認した。 
 
（3）センダイウイルスベクターを用いたイ
ヌ・ネコへの遺伝子導入の検討 
（2）でイヌとネコの iPS 様細胞コロニー

を得ることに成功し長期継代が可能であっ
たが、SeVdp の除去が難しいことが多い。そ
のため、ネコでは siRNA を用いた SeVdp 除去
条件の検討、イヌでは自然に除去される仕組
みをもった違うタイプの SeVdp による iPS細
胞作製を試みた。 
 



①ネコ胎子線維芽細胞に SeVdp を用いて、多
能性関連遺伝子であるヒト OCT3/4、SOX2、
KLF4 および c-MYC の 4 因子を導入後、TGFβ
阻害剤である SB431542 を 0～6 μM、あるい
は A83-01 を 0～4 μMでそれぞれ培地中に添
加し、初代コロニーの形成効率を比較した。
またSB431542の添加をSeVdp 感染後1～4日、
4～7 日、あるいは 1～7 日に行い、初代コロ
ニーの形成効率および未分化マーカー発現
を評価した。 
 
②ネコ胎子線維芽細胞に SeVdp を用いて、上
記4因子とヒトNANOGおよびLIN28 を加えた
6 因子を導入後、A83-01、EGF、および
Forskolin（FSK）を培地中に添加し、初代コ
ロニーの形成効率および未分化マーカーの
発現を調べた。また、siRNA 処理にて SeVdp
の除去後、継代数および未分化マーカー発現
を評価した。 
 
③イヌ胎子線維芽細胞に自然に除去される
仕組みをもった SeVdp を用いてヒト OCT3/4、
SOX2、KLF4 および c-MYC の 4 因子を導入し、
iPS 細胞の作製および SeVdp が除去されるか
を PCR で調べた。 
 
４．研究成果 
 
（1）センダイウイルスベクターを用いたイ
ヌ・ネコへの遺伝子導入の検討 
イヌとネコのiPS細胞の臨床応用に向けて

遺伝子挿入のない持続発現型RNAウイルスベ
クターであるセンダイウイルスベクター
（SeVdp）を用いた方法により、ネコおよび
イヌ iPS 細胞の作製を試みた。 
 

①イヌおよびネコの胎子線維芽細胞にGFPの
発現が確認でき、遺伝子導入時のウイルス力
価に依存してGFP発現細胞数の増加が見られ
た。 
 
②SeVdp の感染効率を免疫染色により調べた
結果、ウイルス力価に依存して感染率が上昇
し、MOI=7 以上の力価でプラトーに達した（図
1,2）。また低温で遺伝子導入を行うことで、
SeVdp の感染効率が向上することがわかった。 

 

③FBS 群に比べて KSR 群で iPS 様細胞の初代
コロニーが多数出現し、そのコロニーは未分
化マーカーであるALPに陽性を示した（図3）。 

 
 
以上のことから、SeVdp を用いた遺伝子導

入により、イヌおよびネコ iPS 様細胞コロニ
ーを得ることに成功した。さらに、ネコ iPS
様細胞では長期間継代可能な細胞株が得ら
れている。  
 
（2）センダイウイルスベクターを用いたイ
ヌ・ネコ iPS 細胞作製効率改善の検討 
イヌとネコのiPS様細胞コロニーを得るこ

とに成功したが、その作製効率は低く、SeVdp
の除去もできていない。そのため、次に iPS
細胞コロニー形成の効率化およびSeVdpの除
去を試みた。以下のような結果が出ている。 
 

①感染後 10 日目で扁平型の形態を示すネコ
iPS 細胞様コロニーが出現した。これらの細
胞は、P30 以上の長期継代が可能であり、AP
染色陽性で 2n=38XY 型の正常核型を示した
（図4）。免疫染色ではOCT3/4、NANOG、SSEA-4、
TRA1-60 陽性であり、PCR で OCT3/4、NANOG
陽性を示した。また浮遊培養により胚様体を
形成し、その後の接着培養で SOX17、DESMIN、
βⅢTUBLIN に陽性を示した。また、PCR で
siRNA 処理による SeVdp 除去を確認したが、
除去後の細胞は、長期間継代培養できなかっ
た。 図 1：SeVdp 感染後の線維芽細胞 

図 2：SeVdp の感染力価 

図 3：イヌ、ネコ iPS 様細胞は ALP 陽性を示す 



 
②TGFβ阻害剤を添加することでヒト型 iPS
細胞に類似したイヌiPS様細胞コロニーが出
現した（図 5）。初期化効率は無処置群と比較
して SB431542 添加では有意な上昇は認めら
れなかったが、A83-01 を 2 µM 以上で添加す
ることで有意に上昇した（図 6）。継代後のコ
ロニーは扁平型を維持し、AP 染色に陽性を示
した（図7）。RT-PCRにて内因性OCT3/4、SOX2、
NANOG、免疫染色にて NANOG、SSEA4、TRA-1-60
の発現を確認したが、SeVdp の存在も同時に
認められた。さらに胚様体を形成し、RT-PCR
にて三胚葉マーカーである FOXA2、βⅢ
TUBLIN、DESMIN に陽性を示した。また siRNA
により SeVdp の除去が確認され、除去後の細
胞も Primed 型の形態を維持していた。 
 
図 5：得られたイヌ iPS 様細胞 

 
（3）センダイウイルスベクターを用いたイ
ヌ・ネコ iPS 細胞株樹立の試み 
イヌとネコのiPS様細胞コロニーを得るこ

とに成功し長期継代が可能であったが、
SeVdp の除去が難しいことが多く、安定した
iPS 細胞の作製に問題があった。そのため、
ネコでは siRNA を用いた SeVdp 除去条件の検
討、イヌでは自然に除去される仕組みをもっ
た違うタイプの SeVdp による iPS細胞作製を
試みた。その結果、以下のような結果が出て
いる。 
 
①ネコ iPS様細胞の初代コロニーの形成効率
は、4因子に SB431542 を 2 μM以上で、一方
A83-01 では 0.25 μM 以上の添加により、無
処置群と比較して有意に改善した。また、
A83-01 は SB431542 よりも形成効率が高かっ
た。本形成効率は SB431542 の添加を 1～4日
にすると 0.02 %、1～7日で 0.025 %であった
が、4～7日では 0 %であった。しかし、得ら
れた細胞は免疫染色で OCT3/4 陽性を示した
が、AP 染色陰性であり十分未分化性を維持で
きなかった。 
 
②ネコ iPS様細胞の初代コロニーの形成効率
は 6 因子のみでは 0 %であったが、添加因子
を加えると上昇し、6 因子+A83+EGF+FSK で
2.2％と最も高かった。すべてのコロニーは
AP 染色陽性であり、免疫染色では OCT3/4、
TRA1-60 に陽性を示した。さらに SeVdp 除去
後の細胞は長期継代が可能であり、OCT3/4 に
陽性を示した。 
 
③イヌ胎子線維芽細胞に自然に除去される
仕組みをもったSeVdpを用いて遺伝子導入し
たところ、ヒト iPS 細胞の類似した細胞コロ
ニーが得られた。この細胞は、長期継代が可
能であり、さらに継代を経ることで自然に
SeVdpが除去されることが確認された（図8）。
現在、この細胞株の性状を解析中である。 
 
図 8 継代後、PCR にて SeVdp の除去が確認
された 

図 4：ネコ iPS 様細胞は、扁平のヒト

型 iPS 細胞に類似していた 

図 6：TGF-β阻害剤の効果 

図 7：ALP 染色陽性を示す 

 



以上のことから、イヌおよびネコにおいて、
センダイウイルスベクターを用いて安全性
の高いイヌおよびネコiPS細胞作製の道筋が
つけられた。しかしながら、これらの細胞を
血液細胞へ分化する技術については今後検
討が必要であると思われた。 
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doi: 10.1111/and.12453.  
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