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研究成果の概要（和文）：我々が作成した遺伝子導入ラットを用いて iPS 細胞を樹立すると

ともに iPS 誘導メカニズムの解明を目指した。遺伝子導入ラットはホモ同士では交配がで

きず、また長期に飼育すると皮んを発生するため、まず、iPS 誘導のキーファクターであ

るラット Nanog 遺伝子の発現メカニズムを解析した。そして、既知の Oct4 結合部位以外

に iPS 誘導に重要な役割を担っている９か所の新規 Oct4 結合配列を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）：We tried to generate iPS cells from our transgenic rat having 
drug-inducible reprogramming factors. However, there were some difficulties in mating. 
Then, as a first step to generate iPS cells and to analyze the reprogramming mechanisms, I 
focused on Oct4-binding sites in the nanog gene which is a marker gene of ES cells. I 
identified novel 9 novel Oct4-binding sequences in the rat nanog gene. 
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１．研究開始当初の背景 
再生医療の研究は、「いかに多能性幹細胞を
得るか」という点が主題であったが、山中ら
が線維芽細胞に 4 つの転写因子、すなわち
Oct3／4、Sox2、c－Myc、Klf4 を導入する
ことにより、人工多能性幹細胞（induced 
pluripotent stem cell：iPS 細胞）を樹立で
きることを報告し、全世界的なターニングポ
イントを迎えている。これまでに、マウスに
おいて、全能性を示す iPS 細胞の樹立が報告
された。その後、様々な種において iPS 細胞
の誘導が試みられているものの、これまでに
全能性を持ったラットの iPS 細胞は樹立さ
れていない。多能性幹細胞は疾病の治療など
の再生医療に有用なだけでなく、遺伝子欠損
動物の作製に欠かせないもので、モデル動物

の作製を介して基礎医学の発展にも非常に
有用な試料となる。現在までに安定した遺伝
子欠損動物の作製が可能なのはマウスのみ
であり、マウスより一回り大きいためにモデ
ル動物としての有用性が高いラットでは遺
伝子欠損動物の作製が非常に困難な状況に
ある。その原因は、始原生殖細胞を含むすべ
ての細胞に分化可能な多能性幹細胞が、ラッ
トでは樹立されていないためである。 
 
２．研究の目的 
これまでに我々は、iPS の誘導に重要な 5 つ
の遺伝子がテトラサイクリンによって誘導
できる世界で唯一の遺伝子導入ラットの作
製に成功している。このラットから調整した
繊維芽細胞は、iPS 誘導実験においてウィル
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スベクターなどを必要とせず、培養液にテト
ラサイクリンを添加するだけで iPS を誘導
でき、その質を上げるための薬剤スクリーニ
ング系として非常に有用である。よって、本
申請では、遺伝子欠損ラット作製のため、誘
導型再生医療ラットを利用して全能性をも
った iPS 細胞を樹立することと、iPS 細胞の
誘導メカニズムの解析を目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究は以下の２つの戦略を併用して研究
をすすめた。 
 
（１）誘導型再生医療ラットは、テトラサイ
クリンを培養液に添加するだけで iPS細胞を
誘導できるようにデザインした遺伝子導入
ラットである。多能性幹細胞の樹立に重要な
4 つの転写因子（Oct3／4、Sox2、c－Myc、
Klf4）と温度感受性の SV40 Large T antigen
（tsT-antigen、T 抗原）をテトラサイクリン
で厳密に発現コントロールできる新規の遺
伝子誘導システムを用いている。この系を使
って、テトラサイクリンで iPS 細胞を誘導す
る際に、同時に様々な化学物質を添加して質
の高い iPS 細胞の樹立を試みる。 
 
誘導型再生医療ラットから調整した胎児繊
維芽細胞を培養し、テトラサイクリンで iPS
細胞を誘導する際に様々な化学物質を添加
して質の高い iPS 細胞の樹立を試みる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）ラット nanog 遺伝子のゲノムをクロー
ニングし、新たな Oct4 結合部位を同定する
ためのプログラムを開発し、ゲルシフトによ
り結合を検証する。 
 
４．研究成果 
 これまでに我々は、iPS の誘導に重要な 5
つの遺伝子がテトラサイクリンによって誘
導できる世界で唯一の遺伝子導入ラットの
作製に成功している。よって、本申請では、
遺伝子欠損ラット作製のため、誘導型再生医
療ラットを利用して全能性をもった iPS細胞
を樹立することを目指した。 
 誘導型再生医療ラットは 3系統樹立されて
おり、この遺伝子のホモ化のための交配を進
めた。しかし、ホモが数個体できたもののホ 
モ同士では交配ができず、また長期に飼育す
ると皮膚がんを発生した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．ラットの系統樹の一部 
 
そこで我々は、iPS 誘導のキーファクターで
あるラット Nanog遺伝子の発現メカニズムを
解析した。一般的な転写因子結合部位予測プ
ログラムを用いると、ラット Nanog 遺伝子上
に数百個の結合部位が予測された。そこで、
様々なプログラムを組みあわせて 23 か所の
結合配列に絞り込んだ。 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２. Oct4 遺伝子の結合配列 
 
絞り込んだ結合配列についてゲルシフトに
より、直接的な結合を検証した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３. ゲルシフトの検証の例 
 
解析の結果、ラット Nanog 遺伝子周辺に９か
所の新規 Oct4 結合配列を同定した。これま
で知られていたプロモーター上の Oct4 結合
部位以外に、多数の Oct4 結合領域が存在す
ることが、iPS 誘導に重要な役割を担ってい
ると考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４. ラット nanog 遺伝子上に同定した
Oct4 結合部位。 
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