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研究成果の概要（和文）： 

ヒト、マウス合計 20ライン近い iPSからライブラリーを作成し、バイオインフォマティクスを

用いて、高発現 miRNA を抽出し、これらについて発現ベクターを作成した。これを MEF, 未分

化 iPS、embryoid bodyにそれぞれ発現させ、iPS樹立効率、未分化性維持、分化効率について

検討を加えた。複数の miRNAで、これらの効率に影響をあたえるものが見いだされたが、過剰

発現の効率、安定性に問題があり、ベクターを改変し、スポンジタイプのベクターを評価した

ところ安定した過剰発現が得られた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

miRNA expression pattern of human and mouse iPS was examined by qPCR array followed by 

bioinformatics, and a list of miRNA, which are expressing highly in iPS, was constructed. 

Expression vector of these miRNA was made, and they were introduced into MEF, immature 

iPS, and embryoid body to examine effects of these miRNA for efficiency to establish iPS, 

immaturity of iPS, and differentiation ability. Several types of expression vector had been 

constructed, and finally we got a vector expressing miRNA or its antagonized sequence stably 

and with high level. 
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１．研究開始当初の背景 

近年 microRNA の重要性やその分子メカニズ

ムが急速に明らかになっている。幹細胞の分

野でも様々な報告が蓄積され始めた。例えば

ES 細胞で発現している microRNA (miRNA) の

網羅的解析が行われ、また細胞内での miRNA

の成熟に必須な酵素である Dicer, Dgcr8のノ

ックアウト ES の解析により、miRNA の ES 細
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胞の増殖制御における重要性などが明らかに

なった。iPSの発見により再生研究は ES細胞

から iPS を用いた研究に中心軸が移ってきた。

しかし iPS における microRNA 研究は特定の

microRNAの増殖、分化能に対する役割につい

ての研究が散見する程度である。iPS 細胞の

未分化性維持に miRNA がどのように寄与する

のか、また miRNA を制御する事が臓器再生に

どのように benefit があるのかをシステマテ

ィックに検討する事は、安全で効率のよい再

生医療の実現にとって明らかにすべき必須の

課題である。ESには miRNA研究の蓄積がある

が、ESと iPSは共通点を持つものの、その樹

立方法は異っており iPS を標的とした解析が

必須である。 

我々はこのような背景で、iPS に発現する

miRNA について網羅的に解析するため、mRAP

法を用いて、マウス、ヒト iPS について全発

現 microRNAのライブラリーを作製し、全配列

をシークエンスし、バイオインフォーマティ

クスで解析した。その結果、これまで知られ

た ES 細胞に発現しているサブセットとはま

ったく異るセットの miRNA の発現がヒト、マ

ウスで明らかになり、さらに興味深い事にわ

ずか数種類の miRNA が iPS に発現する miRNA

の 99％をしめていた。これらの miRNAを用い

て、iPS のマニピュレーションの効率化への

活用を検討する事を計画した。 

 

２．研究の目的 

これらの miRNAが iPSの本態、さらには組織

への分化誘導過程にどのような役割を果たす

か、という事も重要課題であるが本研究では

これらの miRNA を線維芽細胞などに発現させ

る事で iPS の樹立が可能かどうかについて検

討を加えることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

我々が mRAP 法を用いて明らかにしたマウス、

ヒト iPSに発現する microRNAを過剰発現させ

るベクターを構築し、様々な細胞に、単独で

あるいは組み合わせで、また iPS 樹立に必要

な 4(３)転写因子との組み合わせで発現させ、

その iPS 樹立効率、速度を検討する。ソース

となる細胞種による差異も検討する。また樹

立されたならばその iPS のキャラクタリゼー

ションを行なう。樹立に効果のある microRNA

が同定されたなら、microRNA の「RNA」での

導入を試み、染色体破壊のない安全な iPS 樹

立をめざす。 

 

(1) microRNA過剰発現系の構築とその評価 

(2) iPS 作製のソースとなる細胞の選択と遺

伝子導入法の決定 

(3) ソースとなる複数の細胞からの４因子導

入による iPS樹立効率とタイムコースの検討 

(4) ソースとなる細胞での microRNA の過剰

発現系の確認 

(5) 因子と microRNA の組み合わせの導入に

よる iPS樹立効率、タイムコースの検討 

の順で研究を進めることを計画した。 

 

４．研究成果 

本研究では当初の計画としては miRNA の iPS

における発現パターンを mRAP 法をもちいて

作成したライブラリーを用いて解析したも

のを使うことを計画した。この方法で iPS特

異的な発現をする miRNAとして同定されたも

のがわずか 4種類の miRNAであったため、こ

れについて過剰発現、およびシード配列の相

補鎖を発現するベクターをレトロウイルス

ベクター、ＣＡＧベクターで構築した。iPS

および 3T3 細胞などでの過剰発現を qPCR で

確認したがよい発現が得られなかったため、

アームの変更などをくりかえし比較的安定

に発現するベクターを作成した。これらを

MEF, iPS, embryoid body などに発現させ、

その影響を検討した。一方、その際、qPCRを

もちいて個々の miRNAについて発現チェック

をしていくうちに、このライブラリーの質に

問題がある可能性がでてきた。事実、この間

海外から発表された複数の論文による iPS

特異的発現をするとされる miRNAと我々のリ

ストがまったく異なっていること、我々の

miRNAについて qPCRで発現チェックをおこな

ってみると、確かに iPSで高発現ではあるも



 

 

のの、iPS に高発現な miRNA はこれのみでは

ないことが示唆された。そこで、qPCR アレ

イを用いて、新たに miRNAの発現チェックを

おこなった。再生医療実現化プロジェクト東

大拠点としておこなったヒト iPS の qPCR ア

レイによる miRNA 発現解析の手法を使い、

mRAP 法でもちいたマウス iPS について、400

種近い miRNAの発現パターンを解析し、バイ

オインフォマティクスを用いて、高発現

miRNA を抽出し、新たなリストを作成した。

このリストでは、MEF, TTFなどをコントロー

ルとし、また embryoid bodyを作成したとき

に時系列でどのように miRNAの発現パターン

が変わっていくかについても把握すること

で、miRNA の利用の目的（iPS 樹立効率、未

分化性維持、分化効率など）によって、どの

miRNA の過剰発現、あるいは機能抑制をおこ

なうかを選択して検討する事が可能になっ

た。次に、これらについて発現ベクターを作

成した。これを MEF, 未分化、embryoid body

にそれぞれ発現させ、iPS 樹立効率、未分化

性維持、分化効率について検討をくわえた。

複数の miRNAで、これらの効率に影響をあた

えるものが見いだされたが、過剰発現の効率、

安定性に問題があり、ベクターを改変し、近

年海外より報告されたスポンジタイプのベ

クターを改変し、過剰発現ベクターを構築し

評価したところ安定した過剰発現が得られ

たので、このシステムに変更し、MEF からの

iPS樹立に集中して、検討を続けている。iPS

の miRNAによる樹立は、本研究期間にも論文

などで報告があったが、追試に問題があった

り、効率が低いなど決め手となる技術開発に

はいたっていない。本研究で確立した発現情

報はきわめて質が高く、これをもちいて、単

一の miRNAではなく、複数の miRNAを組み合

わせて発現させることにより、安定した

miRNA による iPS の樹立にいたることが期待

される。 

このため、その時点での最新の修飾 RNA、導

入方法、などを検討し、さまざまな組み合わ

せの中から最適なものを選択し、発現ベクタ

ーとの比較実験を行なう事を今後の研究の発

展として計画している。 
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