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研究成果の概要（和文）：レトロウイルスベクター、レンチウイルスベクターおよびアデノウイ

ルスベクターの 3種類のベクターを用いて、ヒト iPS細胞の作製を試みた。その結果、レンチ

ウイルスベクターを利用した場合の作製効率が最も高く、その作製効率は各ベクターの遺伝子

導入効率を反映しているものと推測された。次に、マウス iPS細胞から血液前駆細胞・脂肪細

胞・骨芽細胞への高効率分化誘導を試みた。CA プロモーターを有する Ad ベクターを用いて 
HoxB4 遺伝子、PPARγ遺伝子、Runx2 遺伝子を導入したところ、従来の液性因子のみを用

いる分化誘導法よりも効率良く血液前駆細胞、脂肪細胞、骨芽細胞に分化することが明らかと

なり、さらに得られた細胞は各々機能的にも最終分化した細胞であることが確認された。これ

らの結果から、我々の Ad ベクターによる遺伝子導入システムは、iPS 細胞を含む幹細胞の効

率的な分化誘導に有用であることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Induced pluripotent stem (iPS) cells were produced by three 
transduction systems, retroviral vectors, lentiviral vectors, and adenoviral vectors.   The 
highest production efficiency was obtained when lentiviral vectors were used.   This is 
because lentiviral vectors could show the highest transduction efficiency.   When HoxB4 
gene, PPARγ gene, and Runx2 gene were transduced with adenoviral vectors with the CA 
promoter, hematopoietic progenitor cells, adipocytes, and osteoblasts were efficiently 
induced, respectively, in comparison with conventional differentiation methods.   These 
results demonstrate that adenoviral vectors could be a useful tool for efficient 
differentiation from iPS cells. 
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１．研究開始当初の背景 

マウス iPS 細胞は 2006 年に京都大学・
山中教授によって樹立された (Takahashi et 
al., Cell, 126, 663-676, 2006)。また、ヒト 
iPS 細胞は山中教授およびウィスコンシン
大学 Thomson 教授らによって 2007 年に
樹立された (Takahashi K et al., Cell, 131, 
861-872, 2007; Yu J et al., Science, 318, 
1917-1920, 2007)。ES 細胞とは異なり、iPS 
細胞は生命の萌芽である胚を破壊する必要
がないことから、再生医療への応用や薬物ス
クリーニング用細胞の作製などに利用でき
る多能性幹細胞として大きく期待されてい
る。一方で、iPS 細胞はその作製時にレトロ
ウイルスベクターによる遺伝子導入が必要
なことから、癌化（形質転換）といった問題
も指摘されている。したがって、今後は癌化
（形質転換）しにくい安全な iPS 細胞を作
製する技術を開発することが再生医療への
応用には必須である。また、ヒト ES 細胞が
樹立されてから約 10 年経つが未だに再生医
療へは応用されていない。この原因は倫理的
な問題もあるが、目的の細胞へ効率良く分化
させる技術の開発が十分でないことも挙げ
られる。分化誘導技術が不十分であれば、仮
に安全な iPS 細胞が作製されたとしても、
それを医療や薬物スクリーニングに活かせ
ない可能性も考えられる。したがって、iPS 
細胞を人類の健康や福祉に役立てるために
は、安全な iPS 細胞を作製する技術の開発
と iPS 細胞の効率良い分化誘導技術の開発
の両方が強く求められている。 
 
２．研究の目的 

本研究課題では、アデノウイルスベクター
を用いた、より安全な iPS 細胞の作製技術
の開発およびアデノウイルスベクターによ
る iPS 細胞の高効率分化誘導法の開発を目
指す。アデノウイルスベクターは高効率かつ
一過性に外来遺伝子を発現せることができ
るベクター系であり、遺伝子導入された細胞
が癌化する危険性はレトロウイルスベクタ
ーと比較し極めて小さいと考えられる。 
ES 細胞を目的の細胞に分化させる場合、

胚葉体 (EB; embryoid body) を形成させ、そ
の後目的の細胞分化に合致した液性因子を
作用させるという手法がとられてきた。しか
しながら、この方法では分化効率が十分では
なく、再生医療へ応用するための十分量の治
療用細胞は得られない。分化効率を増加させ
るため、細胞分化に重要なマスター遺伝子を 
ES 細胞や iPS 細胞に導入する手法が考え
られるが、これまでは ES 細胞や iPS 細胞
に効率良く遺伝子導入する技術がほとんど
開発されてこなかったため、遺伝子導入によ
る細胞分化制御は困難であった。本研究課題

では、iPS 細胞を目的の細胞（骨芽細胞、血
液細胞、肝細胞など）に分化させる場合にお
いても、ファイバー領域を遺伝子工学的に改
変した改良型アデノウイルスベクターを用
いることにより従来の手法と比較しより効
率良く目的の細胞を作製できるものと期待
される。 
 
３．研究の方法 
(1)アデノウイルスベクターを用いたヒト 
iPS 細胞の作製 

アデノウイルスベクターを用いて 4 種の
転写因子 (Oct-3/4, Klf4, Sox2, c-myc) ある
いは 3 種の転写因子 (Oct-3/4, Klf4, Sox2) 
の  cDNA を導入することによりヒト  iPS 
細胞を作製し、作製された細胞の未分化性お
よび多能性を各種マーカーの発現確認やテ
ラトーマ作製などにより評価する。また、対
照として、汎用されているレトロウイルスベ
クターおよびレンチウイルスベクターを用
いた iPS 細胞の作製も行う。 
 
(2)体細胞および iPS 細胞への遺伝子導入に
最適なアデノウイルスベクターの確立 
 ヒト線維芽細胞、ヒト iPS 細胞、および 
iPS 細胞由来胚様体に対し、β-ガラクトシダ
ーゼ (LacZ) 遺伝子あるいはホタルルシフェ
ラーゼなどのレポーター遺伝子を発現可能
な種々の改良型アデノウイルスベクターを
作用させ、これらの細胞への遺伝子導入に最
適なアデノウイルスベクターを決定する。 
 
(3)アデノウイルスベクターを用いた iPS 細
胞の分化誘導 
 上記（２）で最適化されたアデノウイルス
ベクターを用いて、血液前駆細胞・脂肪細
胞・骨芽細胞の分化に重要な遺伝子を導入し、
液性因子のみを用いた従来の分化誘導法と
比較し誘導効率の向上が得られるかどうか
を評価する。 
 
４．研究成果 

レトロウイルスベクター、レンチウイルス
ベクターおよびアデノウイルスベクターの 3
種類のベクターを用いて、ヒト iPS 細胞の作
製を試みた。その結果、レンチウイルスベク
ターを利用した場合の作製効率が最も高く、
その作製効率は各ベクターの遺伝子導入効
率を反映しているものと推測された。特に、
アデノウイルスベクターを利用した場合に
は、遺伝子発現を維持する為の改良が必要で
あることが示唆された。次に、マウス iPS 細
胞から血液前駆細胞・脂肪細胞・骨芽細胞へ
の高効率分化誘導を試みた。CA プロモーター
を有するアデノウイルスベクターを用いて 
HoxB4 遺伝子、PPARγ遺伝子、Runx2 遺伝子



を導入したところ、従来の液性因子のみを用
いる分化誘導法よりも効率良く血液前駆細
胞、脂肪細胞、骨芽細胞に分化することが明
らかとなり、さらに得られた細胞は各々機能
的にも最終分化した細胞であることが確認
された。これらの結果から、我々のアデノウ
イルスベクターによる遺伝子導入システム
は、iPS 細胞を含む幹細胞の効率的な分化誘
導に有用であることが示された。 
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