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研究成果の概要（和文）：イヌiPS細胞の樹立を目指して、イヌ胎仔線維芽細胞にイヌのリプログラミング4因子を、EO
Sベクターを併用して導入し、内因性のOct3/4を発現することにより薬剤耐性能を獲得しGFP蛍光を発するクローンを選
択した．幹細胞マーカーの発現、胚様体形成能及び三胚葉分化マーカーの発現誘導が確認できたが、奇形腫形成能は確
認できなかった．Chemically defined mediumを用いることで、短期間は未分化状態を維持した培養が可能であったが
、長期培養では自然分化傾向が現れ、永続的に未分化状態を維持するクローンは樹立できず、更なる培養条件の探索が
必要であると考えられた．

研究成果の概要（英文）：To establish canine iPS cells, canine four reprogramming factor were introduced in
to canine embryonic fibroblasts with the EOS vector system, which allowed us to select clones with the exp
ression of endogenous Oct3/4 gene by drug-resistance and fluorescence of GFP. Selected clones were positiv
e for stem cell marker genes and able to make embryoid bodies, which showed the induction of marker genes 
specific for each of three germ layers.  Teratoma formation was, however, not observed.  Using chemically 
defined medium, these clones were maintained at undifferentiated state during several passages, but the lo
ng term culture forced the spontaneous differentiation of these clones, and therefore no clones with the f
eature compatible with iPS cells were established.  These data indicated that more investigation will be r
equired to find the suitable culture condition for canine iPS cells.
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１．研究開始当初の背景 
iPS細胞由来の分化細胞を用いた細胞治療
を実現すべく、様々な領域で分化誘導法の確
立が進められているが、臨床研究への移行の
ためには、動物を用いた前臨床試験が必須で
あり、特に長期にわたる有効性や、安全性の
評価が重要視されている．そのため寿命や代
謝動態を考慮すると齧歯類を用いた試験で
は不十分であり、中型動物による試験が必要
となる．特にイヌは、これまで筋骨格系及び
中枢末梢神経系の実験に永く用いられ、生理
的な情報も蓄積されている点で至適な動物
である．一方、iPS 細胞の特性を生かした利
用法として、疾患特異的 iPS 細胞の樹立・応
用がある．すなわち特定の疾患の罹患者の体
細胞から iPS 細胞を樹立し、病態の中心とな
っている細胞を誘導し in vitro で病態を再現
することにより、発症にいたる過程を詳細に
把握し、治療薬の開発等を目指す研究である．
特に標的細胞を罹患者より単離することが
困難な神経疾患において iPS 細胞を用いるア
プローチは極めて有力なものとして推進さ
れている．この利用法に関してもヒト病態と
類似した自然発症モデルが存在しているイ
ヌの応用が可能である．よく知られているも
のがヒト筋ジストロフィーと同一の遺伝子
の異常による筋ジス犬、そして本研究で取り
上げる ALS に類似した病態を呈する変性性
脊髄症(Degenerative myelopathy、DM)イヌと
血友病 Aイヌがある．以上の背景から、イヌ
の iPS 細胞を効率よく樹立し安定して維持で
きる方法を確立することは極めて意義のあ
るものと考えられる． 
２．研究の目的 
正常ビーグル犬の体細胞から iPS細胞を効
率よく樹立し、血清不含培地を用いて安定し
て培養維持できる技術を確立し、確立した樹
立・培養方法を用いて、ALSモデルイヌ及び
血友病 Aモデルイヌからの iPS細胞樹立・培
養を試み、開発した技術を検証することを目
的とした． 
３．研究の方法 
イヌ体細胞としては、リプログラミング
効率を考え、イヌ胎仔線維芽細胞(Canine 
embryonic fibroblast、CEF)を用いた．導
入する遺伝子は我々が独自にクローニング
したイヌの 4 因子(Oct3/4、Sox2、Klf4 及
び cMyc)及び Glis-1、Nanog 等を用いた．
これらを EOS ベクタ−と共に導入した． 
EOS ベクタ−とは、リプログラミングが完
全に起こった時に陽性となる Oct3/4 のプ
ロモーターにより薬剤耐性遺伝子が発現す

るベクターであり、同時に GFP 遺伝子も
発現するために蛍光による選択も可能なシ
ステムである（図 1）． 

導入後、薬剤(puromycin)耐性及び GFP
蛍光を指標として、完全にリプログラミン
グされたクローンを選択した．iPS 細胞と
しての品質評価は、通常の未分化幹細胞マー
カーの発現、細胞表面マーカーの発現、胚様
体(Embryonic body、EB)形成能及び分化マ
ーカー遺伝子の発現、更に奇形腫形成能によ
り評価した．  
４．研究成果 

EOS ベクターシステムを用いることによ
り、CEFより薬剤耐性及び GFP蛍光を指標
として複数のイヌ iPS細胞の候補クローンを
樹立した．コロニーの形状は小型で、マウス
iPS細胞に類似していた（図２）． 

各クローンは未分化幹細胞マーカー遺伝
子を発現しており（図３）、胚様体形成能を
有しており、三胚葉それぞれの分化マーカー
の発現が誘導されることが確認できた（図
４）．しかし免疫不全マウスへの移植による
奇形腫形成能は確認できなかった．これらの



クローンは数回の継代中は、オリジナルの形
状を維持していたが、その後自然分化の傾向
が現れた．そこで安定した培養維持方法の開
発に取り組み、血清を用いた数種類の培養条
件を検討したが、いずれも未分化状態を維持
することが困難であったため、血清を含まず、
含 有 物 の 組 成 が 判 明 し て い る 培 地
(Chemically defined medium、CDM)を用い
る方法に変更したところ、比較的安定して未
分化状態が維持できるクローンの樹立に成
功した．しかしその後の解析で、CDM を用
いた培養系であっても長期に培養を継続す
ると、徐々に内因性幹細胞マーカー遺伝子の
発現が減弱し、未分化状態を失い、自発的に
分化する傾向があることが判明し、最終的に
長期にわたって未分化状態を維持できるク
ローンは樹立できなかった．なぜ内因性の幹
細胞遺伝子がサイレンシングを受けてしま
うのかについて、いくつかの検討を行ったが
その原因は解明できなかった． 
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