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研究成果の概要（和文）： 
新たに報告された初期化促進遺伝子の知見を取り入れ、非ウイルスベクターであるプラスミド
を用いたヒト iPS細胞の効率の良い樹立方法を開発した。本方法で、ゲノム中へプラスミドが
取り込まれていない iPS細胞が得られている。さらに、免疫拒絶反応に関与する HLA-A, B, C, 
DR がいずれもホモである歯髄細胞 2 株からも iPS 細胞を作製し、ドーパミン神経細胞や網膜色
素上皮細胞に分化することも確認した。計算上は日本人の約 20%へ移植適合性がある。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We developed an efficient and simple method to generate integration-free human iPSCs with 
episomal plasmid vectors from multiple donors, including two in which only one HLA 
haplotype was detected. These iPSCs were effectively differentiated into various cell 
types in vivo and in vitro. The two putatively HLA-homozygous iPSC lines match ~20% of 
the Japanese population at major HLA loci.  
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１．研究開始当初の背景 
 

 私の所属する研究室では、ヒトやマウス線

維芽細胞に、4つの遺伝子(Oct3/4, Sox2、Klf4

および c-Myc)を導入することによって、ES

細胞様の iPS細胞が作製できることを報告し

た(Cell, 126, 663-676, 2006, Cell, 131, 

861-872, 2007)。ES 細胞が持つ倫理問題や免

疫拒絶の問題を回避できることから、iPS 細

胞は細胞移植治療への応用が期待されてい

る。 

しかし最近の研究から、iPS 細胞と ES細胞

の遺伝子発現やエピジェネティック状態の

相違点も明らかとなっており、iPS 細胞の初
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期化が必ずしも十分ではないことが分かっ

てきた(Cell Stem Cell 5, 111–123, 2009)。

申請者らはマウス iPS 細胞を in vitro で神

経前駆細胞へ分化誘導し、免疫不全マウスの

脳へ移植するという研究を行なった。すると

iPS 細胞は移植部位で高頻度に腫瘍を形成し、

しかもその頻度は iPS細胞の樹立に用いられ

た体細胞の種類を反映するということを明

らかにした(Nat Biotechnol., 27, 743-745, 

2009)。つまり iPS 細胞には元になった体細

胞の何らかの性質が残っていると考えられ

る。この結果も、現在の iPS 細胞の初期化が

不十分であることを示唆している。マウス線

維芽細胞に 4つの初期化因子を発現させたと

しても、iPS 細胞へと変化する細胞はそのう

ちの 1%程度でしかなく、大多数の細胞では初

期化が起こらない。これらのことから、体細

胞内には初期化を阻害する因子が存在して

いることが示唆される。近年、申請者らを含

む複数の研究室が阻害因子の一つとして p53

を報告した(Nature, 460, 1132-1135, 2009, 

Cell Stem Cell, 3, 475-479, 2008)。これ

らの研究から、初期化誘導時には細胞内の

p53 が活性化され細胞増殖の停止や細胞死を

引き起こすことで、一部の細胞の初期化が停

止することが明らかになった。このように阻

害因子の同定は初期化のメカニズムの理解

にもつながると考えられる。しかし p53 を抑

制した場合であっても初期化効率はマウス

で 20％(ヒトでは 0.1％)程度である。依然と

して多くの細胞では初期化が阻害されてい

ることから、体細胞内には p53以外にも阻害

因子が、おそらくは複数存在していると考え

られる。 

 
２．研究の目的 
 
体細胞に数種類の初期化因子を導入する

ことによって人工多能性幹(iPS)細胞が樹立
できるが、その効率は非常に低く、大多数の
細胞では初期化が起こらない。このことは体
細胞内には初期化を阻害する因子が存在し
ていることを示唆する。本研究では、マウス
胚性幹(ES)細胞の分化系を用いて in vitro
の初期化モデル系を作製し、初期化の過程を
阻害する因子の同定を目標とする。そして、
その阻害活性を抑制することで、よりよい
iPS細胞の樹立方法の確立を目指す。 
 

３．研究の方法 
 
本研究は大きく分けて以下の 3つのステップ
からなる。 
1. 初期化の誘導モデル系の構築 
薬剤の添加により効率良く初期化を誘導

できる ES細胞を作製する。 
2. 候補因子のスクリーニング 
作製した ES 細胞に分化誘導刺激を加え、

種々の程度に分化した細胞を作製する。これ
らの細胞の遺伝子発現やエピジェネティッ
ク状態等を調べるとともに、薬剤で処理して
初期化を誘導する。初期化の効率と負の相関
を示す遺伝子等を初期化阻害因子の候補と
する。 
3. 初期化阻害因子の同定 
各候補因子について実際の阻害活性の有

無を調べ、初期化阻害因子を同定する。 
4. 初期化効率の改善 
shRNA やドミナントネガティブ変異体の使

用により、初期化阻害因子の活性を低下させ
ることで初期化効率が向上するかを検討す
る。また、最新の知見なども積極的に取り入
れて、効率の良い iPS細胞の作製方法を確立
する。 
 
４．研究成果 
 
 本研究の開始後、国内外の研究室から iPS
細胞の樹立効率を改善する様々な因子が報
告された。例えば、中川らは c-Myc の代わり
に L-Mycを使用することで iPS細胞の作製効
率が上昇することを示した（Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 107, 14152–14157 (2010)）。
また、坪岡らは SALL4がヒトの線維芽細胞の
株特異的に初期化効率を上昇させることを
明らかにした（Genes to Cells. 14, 683-694 
(2009)）。この他にも、NANOG, ESRRB, TBX3, 
GLIS1, UTF1, RARG, NR5A2, GLIS1, mir-302s
など多数の因子が報告された。 
  そこで私は自身の知見と、これらの報告さ
れた知見を組み合わせることで、ヒト iPS細
胞を従来よりも効率よく樹立できるのでは
ないかと考えた。初めに種々の遺伝子の組み
合わせをレトロウイルスベクターを用いて
検討した。ヒト線維芽細胞に遺伝子を導入し、
約１カ月後に iPS細胞のコロニー数を測定し
て初期化効率を判定した。その結果、p53 に
対する shRNAを使用した場合に、初期化効率
が大きく上がることを確認した。また、c-MYC
よりも L-MYCを用いると、効率が改善するこ
とを見出した。さらに L-MYC の導入と p53の
抑制を同時に実施すると、初期化効率がさら
に上昇することを明らかにした。一方で
NANOG はヒト線維芽細胞からの初期化効率の
改善には寄与しないことが分かった。 
この結果をもとに、より安全性の高い iPS



 

 

細胞樹立系ができるのではないかと考え、非
ウイルス系ベクターであるプラスミドベク
ターを用いて研究を進めた。ヒト細胞におい
て持続的に外来因子を発現させるために、
Epstein-barr ウイルス由来の OriP および
EBNA-1配列をプラスミドに組み込んだ。ヒト
細胞内において EBNA-1配列からは EBNA-1タ
ンパク質が発現し、これが OriP 配列を認識
することで、細胞内でプラスミドを増幅させ
ることが知られている。また、初期化遺伝子
の発現量を高くするために、CAG プロモータ
ーを用いた。一方で、初期化遺伝子の下流に
は WPRE 配列 (woodchuck hepatitis virus 
posttranscriptional regulatory element)
を挿入した。この配列は mRNA からの効率的
なタンパク質の翻訳に関与すると考えられ
ている。これらの工夫をすることで、ヒト線
維芽細胞から高効率に iPS細胞を樹立するこ
とに成功した。この研究成果は 2011 年に
Nature Methods誌にて発表した。この方法は、
遺伝子導入にプラスミドを用いているため、
ウイルスの使用に伴う危険性が無い。また、
ゲノム中へプラスミドが取り込まれていな
い iPS細胞が得られていることから、従来の
レトロウイルスベクターによる方法よりも
安全性が高くなっていると考えている。岐阜
大学の協力により、同じ方法で、免疫拒絶反
応に関与する HLA-A, B, C, DR がいずれもホ
モである歯髄細胞 2株からも iPS細胞を作製
した。計算上はこの 2 株で約 20%の日本人へ
の移植適合性がある。樹立した iPS 細胞の核
型には異常は認められなかった。また ES 細
胞と同等の遺伝子発現を示した。さらに、分
化多能性を持ち、in vivo の分化誘導法によ
りドーパミン作動性神経細胞（京大、高橋淳
ら）あるいは網膜色素上皮細胞（理研、高橋
政代ら）へと分化した。本研究成果は、将来
期待されている細胞移植治療に利用可能な
iPS 細胞バンクを作る上で非常に重要な知見
である。また、作製したプラスミドベクター
は、すでに非営利団体 Addgeneを通して世界
の 100を超える研究室に分配されており、世
界的な iPS細胞研究の発展に貢献するものと
期待される。 
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