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研究成果の概要： 

根治的な治療方法が確立されていない慢性閉塞性肺疾患(COPD)を始めとする多くの呼吸器疾患

に対して肺構成細胞の再生治療は『既存の肺構造の破壊』に対する治療ストラテジーの一つと

して重要な課題である。我々は線維芽細胞株と薬剤誘導遺伝子発現システムを組み合わせて

induced pluripotent stem (iPS)細胞の樹立を試み安定した細胞株の樹立と肺構成細胞の分化

機序を検討した。 
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                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００７年度 2,200,000  660,000  2,860,000  

２００８年度 1,300,000  390,000  1,690,000  

    

    

    

総 計 3,500,000  1,050,000  4,550,000  

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・呼吸器内科学 

キーワード：呼吸器病学・再生医療 
 
１．研究開始当初の背景 

慢性閉塞性肺疾患(COPD)は、疾患動向予測

において対策が急務な疾患であると認識さ

れているが、COPD に対する根治的な治療方法

は確立されておらず、肺構成細胞の再生治療

は『既存の肺構造の破壊』に対する治療スト

ラテジーの一つとして重要な課題であると

される。幹細胞、特に胚性幹細胞（ES 細胞）、

の多様性分化能に注目が集まり動物実験モ

デルおよびヒトにおいてさまざまな臓器細

胞に分化・再生する報告が集積されているが、

倫理的・政治的・財政的背景から ES 細胞を

用いた再生医療の研究には多くの制約が生

じている。そうした中、四つの遺伝子導入に

より、成体マウス線維芽細胞から、幹細胞の

特徴を有する induced pluripotent stem 

(iPS) cells の誘導に成功し、三胚葉由来の組

織形成を誘導したとする画期的な報告がな

された。 この知見は、自己の線維芽細胞を

用いることにより、（a）幹細胞を用いた再生
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医療が直面する倫理的ジレンマを打開する

可能性を示唆するだけでなく、（b）移植医療

で直面する拒絶反応という課題を回避でき

る可能性を示唆することも合わせて画期的

であると考えられた。以上の背景を踏まえて、

線維芽細胞株を用いた幹細胞誘導遺伝子導

入 iPS 細胞を樹立して、肺構成細胞への分化

誘導機序を解明することが最重要課題であ

ると考えた。 
 
２．研究の目的 
 

（１）線維芽細胞への四遺伝子導入による幹

細胞の特徴を有するiPS cellsの樹立 

（２）樹立可能であったiPS cellsの肺構成細

胞への分化誘導因子の同定 

（３）線維化病変におけるさまざまな起源由

来の線維芽細胞を用いたiPS cells樹立の評価 

（４）iPS cellsを用いた肺再生治療モデルの

確立 

を行う。これらによりヒト線維芽細胞を用い

た肺再生医療への臨床応用に向けた基盤を構

築することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 

遺伝子導入効率の改善、癌化への回避操作、

線維芽細胞以外の成体細胞の利用など、次々

に改良が進んでいるが、1)ウイルスベクター

による外因性の幹細胞誘導遺伝子の一時的

な発現を利用して樹立されていて、外因性幹

細胞誘導遺伝子の発現消失後の幹細胞の性

質を維持するための培養条件の維持が煩雑

であること、2)成体細胞を利用しているため

に iPS cells の樹立細胞間ごとの表現型のば

らつきがあることが課題とされていた。 

幹細胞誘導遺伝子導入による幹細胞の樹

立には、一定期間の幹細胞誘導遺伝子の発現

の維持が必要である一方、成熟細胞への分化

にはその幹細胞誘導遺伝子の発現抑制が必

須となる。この原理を達成し肺構成細胞の誘

導を確立させるために、薬物誘導遺伝子発現

システムを用いて幹細胞誘導遺伝子の発現

調節を試みることに着目した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(１）薬物誘導遺伝子発現システムの構築 
①上記の目的を達成するために、まず、
Tet-on advanced vector の遺伝子導入効率を
評価するために、肺癌細胞株 H1299 細胞株を
利用した。G418 において single colony を選
択し樹立した。また、reporter gene として
green fluorescence protein (GFP)を用いて
pTRE-Tight vector に挿入したコンストラク
ト(pTRE-GFP)を作成した。pTRE-GFP をまず一
時的遺伝子導入を行った。 48 時間後
doxycycline(Dox)を投与して、GFP の蛋白発
現 が 誘 導さ れ るか どう か を評 価 した 
(Figure1)。 
 
 
 
 
 
 
 
    Figure1 

②Tet-on system により、Dox により目的遺

伝子が誘導されることを確認された後、線維

芽細胞株 NIH3T3 を用いて同様に Tet-on 

advanced vector 導入細胞株を樹立した。そ

の細胞株に pTRE-GFP を一時的遺伝子導入し

Dox による GFP 誘導を確認した(Figure2)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
     Figure2              Figure3 

また、iPS 細胞の形質誘導および維持が最適

となるのはDoxの投与による目的遺伝子の発

現誘導(Tet-On)もしくは発現抑制(Tet-Off)

のいずれかであるかを検討するために、



 

 

Tet-off vector を遺伝子導入された MEF3T3

細胞株に対してpTRE-GFP を Hygromycin 耐性

遺伝子 vector と共に導入して、pTRE-GFP 発

現 細 胞 株を 樹 立し た。 こ の細 胞 は、

Doxycycline 投与がない状態（Tet-Off）で

GFP の発現が認められた(Figure3)。 

 
(2）Dox 調節幹細胞誘導遺伝子 vector の作成 
iPS 誘導遺伝子とされる 4 遺伝子のうち
Oct3/4, Sox2, Klf4 を pTRE-Tight vector に
挿入したコンストラクトである pTRE-Oct3/4, 
pTRE-Sox2, pTRE-Klf4 を作成した。近年の報
告で iPS 誘導遺伝子のもうひとつの遺伝子
c-myc なしでも iPS 細胞の樹立が可能である
という報告があった。シークエンスを確認し
て、pTRE-Tight vector, Oct3/4, Sox2, Klf4
に特異的な primers を設計した。 
 

(3) Dox 調節幹細胞誘導遺伝子の細胞株への

遺伝子導入 

iPS 誘導遺伝子の中で、Sox2 や Klf4 は成体
細胞においても発現が報告されている。一方、
Oct3/4はNanog遺伝子などのように幹細胞特
異的は遺伝子と考えられている。一方、iPS
細胞の誘導には、単一細胞にこれら iPS 誘導
遺伝子が同時に導入されていることが必要
であると考えられる。そこで、まず、
pTRE-Oct3/4とhygromycin耐性遺伝子を同時
にelectropolationにて遺伝子導入を行った。
そこで、pTRE-Oct3/4 導入細胞株を樹立した。
その細胞株に対して、pTRE-Sox2, pTRE-Kl4, 
そ し て pTRE-Oct3/4 を 同 時 に
electropolation にて繰り返し遺伝子導入を
行い、単一細胞にすべての目的遺伝子が導入
されている細胞株を樹立することを試みた。
このelectropolationの導入条件を検討する
ために、GFP 発現 vector を用いて指摘条件を
検討した(Figure 4)。この electropolation
の条件において 90%以上の遺伝子導入効率を
確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
                Figure 4 
 

こ の electropolation の 条 件 を 元 に

pTRE-Oct3/4 導入細胞株を樹立した後、３つ

の iPS 誘導遺伝子 vector を繰り返し遺伝子

導入した細胞株を樹立した。その細胞株から

DNA を抽出してpTRE-Tight vector, Oct3/4, 

Sox2, Klf4に特異的な primers を用いて細胞

への導入を確認した。選択された細胞の No17

は、pTRE-3genes の検出を認めた。 

 
 
 
 
 
 
 
        Figure 5 
 
４．研究成果 
 

以上より、Doxycycline 調節 iPS 誘導遺伝子

導入細胞株を Tet-On 導入 H1299 細胞株、

Tet-On 導入 NIH3T3 細胞株、Tet-Off 導入

MEF3T3 細胞株において樹立した。今後

Doxycycline において iPS 誘導遺伝子発現の

調節を行い、iPS 細胞への分化誘導を試みる

予定である。この条件が適正に設定されるこ

とにより、均一な iPS 細胞株を提供すること

ができると想定される。また、この細胞株は

一旦分化した状態となってもDoxを新たに投

与することによるiPS誘導遺伝子発現が可能

となることが利点となり得て、再現性が保た

れると想定される。これにより、肺構成細胞

への誘導をもたらす条件設定が一旦設定さ

れた際、繰り返し肺構成細胞を誘導すること

が可能となり、肺組織の再生医療の基礎とな

りうると考えられた。 
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