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研究成果の概要（和文）：山中因子導入によるiPS細胞のin situ作製は魅力的な戦略であるが、安全かつ効率的
な遺伝子導入方法がまだない。本研究では、ゲノム挿入の危険がなく安全かつ効率的にiPS細胞を誘導できるRNA
レプリコンに着目し、高分子ミセルを用いてRNAレプリコンを送達することで、生体内でiPS細胞を作製すること
を目的とする。具体的には、RNAに親和性の高い柔軟性ポリカチオンによるRNAレプリコンを酵素分解から保護す
る機能に加え、細胞質への送達のための機能性アミノ酸を搭載した高分子ミセルを開発し、その投与により生体
内で標的細胞に山中因子を発現させることで、iPS細胞をin situ誘導する方法を検証する。

研究成果の概要（英文）：In situ preparation of iPS cells is attractive approach while its in vivo 
applications have been hampered by low safety and efficacy. Thus, we have developed replicon-loaded 
polymeric micelles by engineering polycation to protect RNA payload and RNA to avoid genome 
insertion. Moreover, we have introduced functional amino acids as pendants in the polymers to 
promote accumulation in cytosol and to accelerate production of Yamanaka factors. In this study, we 
have developed polymeric micelles translating Yamanaka factors in vivo with high safety and efficacy
 aimed to in situ production of iPS cells.

研究分野： 生体医工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
iPS細胞を用いた細胞治療は難治性疾患の新規治療法として注目されているが、患者由来細胞の摘出や山中因子
の導入、iPS細胞の単離といった煩雑な工程が患者様ごとに必要となる。そこで、本研究では、1本の注射剤で安
全かつ効率的にiPS細胞を産出する方法を確立した。本研究で得られた成果を特定の疾患に応用することで、臨
床応用に向けた開発を進めることができると考えられる。

※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 
 ex vivo で山中因子を導入した iPS 細胞を移植する再生医療は、難治性疾患の治療に有望であ
る。現時点で 50 以上の臨床試験が進められ、臨床試験における有用性も実証されている。しか
し、患者由来細胞の摘出、山中因子の導入、iPS 細胞の単離といった煩雑な工程が、患者ごとに
必要となる。また、これらの工程は、専用の施設で、熟練した技術者が行う必要がため、iPS 細
胞による再生医療は世界中でもごく限られた医療機関でしか受けられない。更に、1 件あたり数
千万円以上必要となるなど、経済的コストは非常に高い。例えば、1,000 万人以上と推定される
パーキンソン病患者の全てに対して個別化 iPS 細胞治療を行うことは現実的ではなく、現段階で
iPS 細胞による再生医療は、標準治療とはなり得ない。 
 そこで、患者の体内で標的細胞に山中因子を導入することで、iPS 細胞を in situ 作製する技術
の開発が世界中で進められている。この場合、煩雑な iPS 細胞調製工程が不要となり、コストが
軽減でき、あらゆる医療機関での治療も可能となる。しかしながら、DNA の核内導入による iPS
細胞の in situ 作製では奇形腫の形成および低い遺伝子導入効率が問題となっている。実際に、
DNA 導入ではゲノム DNA への挿入が起こるため、奇形腫の形成によるがん化の危険性が指摘
されている。また、核内導入の必要な DNA は細胞分裂の速い一部の細胞種にのみ使用可能であ
り、細胞分裂の遅い正常細胞への導入は困難であることから、iPS 細胞の作製効率は低い。この
問題に対して、核内導入の必要ないメッセンジャーRNA（mRNA）により奇形種の形成が回避さ
れ、分裂の遅い正常細胞への効率的な遺伝子導入ができると期待される。しかし、DNA 導入と
比べ mRNA 導入では、タンパク質の発現期間が一過的であり、数週間程度の持続発現が求めら
れる iPS 細胞作製には適さないと考えられる。  
 これらの課題に対して、核内導入の必要がなく自己複製により持続的な遺伝子発現が可能な
RNA レプリコンに着目し、生体内に送達することで iPS 細胞を in situ 作製することを着想し
た。この場合、煩雑な iPS 細胞調製工程が不要となり、コストが軽減できる。また、DNA を使
用しないことから、奇形種の形成もなく、非分裂細胞への遺伝子導入も可能となる。さらに、
mRNA 導入と比べ RNA レプリコン導入では、自己複製によりタンパク質を持続的に発現するこ
とに加え、レプリコン 1 分子で 4 種類の山中因子を同時に発現できることから、同一細胞内に 4
種類の山中因子の導入が可能となり、iPS 細胞の作製効率が大幅に向上すると想定される。実際
に、RNA レプリコン導入により in vitro 環境で iPS 細胞の作製に成功した例も存在する。しかし、
RNA レプリコンの生体応用に関して、生体内で急速な酵素分解を受けるほか、細胞へほとんど
取り込まれないため、ナノキャリアを用いて分解から保護し、標的細胞に取り込ませる必要があ
る。これに対して、RNA との親和性の高い柔軟なポリカチオンを基盤として、mRNA 内包高分
子ミセルを開発することで、生体内での mRNA 送達活性を飛躍的に向上させた。さらに、RNA
レプリコンを内包し、生体内に送達する技術も有する。 
本研究では、RNA レプリコンを内包できるナノキャリアを用いて、生体内の標的細胞で効率的
に山中因子を発現させることで、奇形腫形成を回避しながら in situ 再生医療を奏功させること
はできないか、が核心をなす問いであり、柔軟なポリカチオンおよびミセル設計に関する優れた
技術を基盤として、この課題に取り組む（図１）。 
２．研究の目的 
本研究では、安全かつ効率的な RNA レプリコン送達システムを開発することで、生体内で

iPS細胞を作製することを目的とする。iPS 細胞を移植する再生医療は、その有用性が臨床で実
証された一方で、経済的コストや煩雑な iPS 細胞調製工程が障害となり、標準治療とはなり得な
い。本研究は、この課題を克服する上で、極めて重要である。レプリコン送達による生体内 iPS
細胞作製が実現することで、現在患者ごとのオーダーメイドだった再生医療を、将来的に世界中
で応用が可能な治療にすることができる。本研究で、以下 4 点の革新的成果が期待される。（１）
煩雑で高い経済的コストを要する ex vivo での iPS 細胞の GMP 製造を回避できる。（２） ミセル
は保存、輸送が容易で、随時供給可能である。（３）他の遺伝子治療と比べレプリコンは、ゲノ
ム挿入の危険がなく、臨床応用可能な安全性を有する。（４） RNA の配列を変えるだけで、将
来的にはがん、感染症にとどまらず幅広い疾患に対する新たな治療コンセプトの構築に繋がる。
これまでレプリコンを用いて生体内で iPS 細胞を作製した報告はなく、独自性は極めて高い。ま
た、DNA で iPS 細胞を作製した例もあるが、奇形種の形成や低い遺伝子導入効率が障壁となり
臨床応用は非現実的である。本研究では、将来的に臨床応用可能な方法で iPS 細胞を in situ 作製
する点が特長である。レプリコンを用いた生体内での山中因子の導入が行われてこなかったの
は、技術的に困難であったためと想定される。この課題に、革新的な技術基盤を用いて取り組む。 



 

 
３．研究の方法 
(1) 多機能型 RNA レプリコン内包ミセルの設計と最適化 
 ミセルはポリエチレングリコール（PEG）とポリカチオンからなるブロック共重合体と RNA
レプリコンを水中で混合することで得られ、凝縮したレプリコンの周りを PEG が覆う構造をと
る。RNA に親和性の高い柔軟なポリカチオンを開発することで、mRNA 送達活性を飛躍的に向
上させたが、今回そのシステムを発展させる（図２）。具体的には、柔軟性ポリカチオンの側鎖
構造に様々な機能性アミノ酸を生分解性エステル結合を介してポリマーに結合させ、最適化の
ためのライブラリーを作成する。例えば、トリプトファンは π-π相互作用で RNA 塩基に強く結
合し、ヒスチジンはミセルのエンドソーム脱出を促進し、システインはポリマー間をジスルフィ
ド架橋でミセルを安定化させる。合成したポリマーとレプリコンからミセルを調製し、粒径を動
的光散乱法や透過型電子顕微鏡法にて決定する。続いて、GFP レプリコンをレポーターとして用
い、様々な組成のミセルのマウス胚由来繊維芽細胞へのレプリコン導入効率を in vitro で評価す
る。GFP が導入された細胞の割合や、GFP 発現の持続期間をフローサイトメーター（FCM）で
調べることで有望なミセル設計を見出す。 
 

 
(2) 培養細胞と実験動物を用いた機能評価 
 有望な設計を用いて山中因子のレプリコンを導入し、抗体染色後に FCM で、山中因子陽性細
胞の割合を経時的に評価する。山中因子発現後、定量 PCR で幹細胞マーカーの発現を確認する。
続いて、調製した iPS 細胞の分化能を、FCM で外胚葉・中胚葉・内胚葉マーカーを定量するこ
とで評価する。調製した iPS 細胞を免疫不全マウスに皮下投与し、切片観察で奇形種の形成の有
無を確認する。安全性が確認された後、蛍光標識されたミセルを全身投与し、全身での臓器分布
の評価や GFP レプリコンを用いたタンパク質発現活性の定量を行う。さらに、山中因子のレプ
リコン内包ミセル投与後の各臓器における山中因子・幹細胞マーカーの発現を ELISA で定量し、
切片観察で外胚葉・中胚葉・内胚葉・奇形腫の形成を確認する。 
 
４．研究成果 
(1) 多機能型 RNA レプリコン内包ミセルの設計と最適化 

1H-NMR 法および GPC 法より、分子量分布の狭いポリマーの形成を確認した。ここで、トリ



プトファン、ヒスチジンおよびシステインの導入も確認した。また、DLS 法および透過型電子顕
微鏡法より、粒径分布の狭い 50 nm サイズのミセルの形成を確認した。続いて、GFP レプリコ
ンをレポーターとして用い、マウス胚由来繊維芽細胞へのレプリコン導入効率を in vitro で評価
したところ、トリプトファン、ヒスチジンおよびシステインの導入率の増大によりレプリコン導
入効率が向上することを確認した。また、最も導入効率が高い組成において GFP 発現の持続時
間が最大化し、導入 1 週間後も発現が持続することを確認した。 
 
(2) 培養細胞と実験動物を用いた機能評価 
導入効率が高い複数のポリマーに山中因子レプリコンを導入し、マウス胚由来繊維芽細胞へ

のレプリコン導入効率を in vitro で評価したところ、GFP レプリコンの場合と同様にトリプトフ
ァン、ヒスチジンおよびシステインの導入率の増大によりレプリコン導入効率が向上すること
を確認した。また、山中因子の発現効率の増大とともに幹細胞マーカーの発現量が向上し、iPS
細胞に効率的に誘導できることを確認した。ここで、調製した iPS 細胞を免疫不全マウスに移植
しても奇形腫が形成されないことを確認した。その後、Cy5 標識されたポリマーと GFP レプリ
コンからなるミセルを全身投与し、全身での臓器分布を確認したところ、肝臓や腎臓において
Cy5 および GFP が確認されたことから、今後の試験については肝臓および腎臓を主要な標的組
織とした。そこで、山中因子レプリコンからなるミセルを全身投与し、肝臓および腎臓の切片観
察を行ったところ、外胚葉や中胚葉、内胚葉の形成が確認された一方で、奇形腫の形成は確認さ
れなかった。よって、開発したミセルを用いることで肝臓や腎臓において iPS 細胞の in situ 作製
ができることが示唆された。 
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