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研究成果の概要（和文）：臨床応用可能な犬猫のiPS細胞の樹立を目指し、様々な未分化関連遺伝子と培養添加物を組
み合わせた260回におよぶ樹立実験を実施した。いくつかの条件で形質転換細胞を得たが、真に多分化能を維持するiPS
細胞は樹立できなかった。網羅的メタボローム解析から犬猫の細胞では初期化時に極度の酸化ストレスを受け、リプロ
グラミングの障害となっていることが明らかとなった。一方で、犬猫細胞からヒトiPS細胞の培養維持が可能なFeeder
細胞の作出、マウスES細胞の培養維持が可能な犬LIFの作製に成功し、臨床応用に向けたiPS細胞の周辺技術基盤は整備
できた。さらにネコグルタル酸尿症II型の遺伝子診断技術を確立した。

研究成果の概要（英文）：Animal induced pluripotent stem cells (iPSCs) are required for veterinary 
regenerative medicine. Transformed cells appeared after introducing reprogramming factors into a dog or 
cat somatic cells, but they did not maintain pluripotency. Comparative metabolome analysis revealed that 
dog and cat cells were suffered extreme oxidative stress at the initiation of reprogramming. On the other 
hand, it is successful to make feeder cells from dog and cat somatic cells that can maintain pluripotency 
of human iPSCs. In addition, the genetic diagnosis of glutaric aciduria type II in cat was established.

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： ゲノム　iPS細胞
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１．研究開始当初の背景	
マウス、ヒト iPS 細胞の樹立以来、医学、
生物学分野において iPS 細胞の研究が盛ん
に行われている。獣医学領域においても医
療技術の向上と伴侶動物の寿命延長に伴い、
より高度な獣医療技術の創出が必要となっ
ており、動物 iPS 細胞を用いた獣医療応用
に大きな期待が寄せられている。一方でイ
ヌやネコ、ウシなどは偏った交配によって
不良形質の蓄積、つまり疾患原因遺伝子の
濃縮を伴ってきた。このためヒトにおいて
希少疾患といわれるものがある種の動物で
は高頻度に自然発症するケースが多い。イ
ヌやネコの自然発症疾患は有用なヒト疾患
モデルとして利用価値が高い。犬猫の iPS
細胞樹立法の確立は、獣医療における再生
医療を可能にし、また疾患動物の in	vitro
モデルとして有用である。さらに疾患動物
の iPS 細胞を用いた難病原因の解明、診断、
治療法の技術基盤の確立は獣医療の発展ば
かりでなく、前臨床試験的研究としてヒト
医療応用への貢献度が非常に高い。しかし、
真に多分化能を有し、臨床応用に可能なイ
ヌやネコの iPS 細胞樹立法は確立していな
い。	
	
２．研究の目的	
	 臨床応用可能な犬猫 iPS 細胞の樹立法の開
発と疾患特異的犬猫 iPS 細胞を用いた疾患発
症機序の解明、さらに臨床応用への周辺技術
として、犬猫細胞を用いた Feeder 細胞の開
発を行うことを目的とした。	
	
３．研究の方法	
(1) 犬猫 iPS 細胞の樹立法の検討	
ヒト iPS 細胞の樹立条件を基に、リプログラ
ミング因子（4〜12 遺伝子の組み合わせ）、サ
イトカイン（8種類の組み合わせ）、低分子化
合物（FGF 受容体阻害剤、MEK 阻害剤、GSK3
阻害剤、TGFβ受容体阻害剤の組み合わせ）、
遺伝子導入法（レトロウィルスベクター、エ
ピソーマルベクター、PiggyBac ベクター）の
多数の条件 30 通り以上を用い、イヌ、ネコ、
ウシの間葉系細胞を用いた 260 回以上の樹立
実験を行った。	
	
(2) 網羅的メタボローム解析	
レトロウィルスベクターを用いて OCT-4、
SOX2、KLF4、c-MYC 遺伝子をヒト、イヌ、ネ
コ、ウシの間葉系培養細胞に遺伝子導入し、
細胞の抽出物を用いて CE-TOFMS 法により代
謝物質の網羅的な検出および定量を行い、比
較解析を行った。	
	
(3) イヌ、ネコ、ウシ細胞由来 Feeder 細胞

の開発	
イヌ、ネコ、ウシの皮下脂肪を採取し、細胞
を単離・培養してイヌ、ネコ、ウシ脂肪由来
間葉系細胞株の樹立条件を確立した。この細
胞を用いて、γ線による増殖停止条件やヒト

iPS細胞培養によるFeeder細胞としての検定
を行った。	
	
(4) イヌ、ウシ Leukemia	Inhibitory	Factor

（LIF）の作製と精製	
イヌ、ウシ LIF 遺伝子を単離・同定し NIH3T3
細胞へ遺伝子導入を行った。イヌ、ウシ LIF
発現 NIH3T3 細胞を樹立し、細胞培養液上清
からイヌ、ウシ LIF を精製し、マウス ES 細
胞を用いて機能評価を行った。	
	
(5) グルタル酸尿症 II 型の遺伝子診断技術

の開発	
グルタル酸尿症 II 型の原因遺伝子特定とさ
れる ETFα、ETFβ、ETFDH遺伝子について正
常ネコ mRNA 全長配列を RACE 法を用いて決定
し、グルタル酸尿症 II 型ネコとの配列比較
から原因となる変異の同定をおこなった。	
	
４．研究成果	
(1) 犬猫 iPS 細胞の樹立法の検討	
導入遺伝子、サイトカイン、低分子化合物、
遺伝子導入ベクターの様々な組み合わせの
260 回以上の樹立実験を行った結果、いくつ
かの条件において、遺伝子導入後 14-20 日前
後で明らかな形態変化を示した形質転換細
胞を得ることができた（図 1）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
得られた形質転換細胞コロニーは ALP 活性お
よび内在性 OCT-4遺伝子の発現を不均一に認
めたが、増殖能が著しく低く、多分化能を示
さなかった。同一の樹立条件によってヒト
iPS 細胞は樹立が可能（図 1 右）であること
から、iPS 細胞への初期化過程において、動
物種特異的リプログラミング障害が存在す
ることが示唆された。	
	
(2) 網羅的メタボローム解析	
イヌ、ネコ iPS 細胞作製の検討においてこれ
らの動物におけるリプログラミング障害の
存在が示唆された。この障害の原因を解明す
ることを目的として比較動物学的網羅的解
析を検討した。マイクロアレイによる mRNA
の比較解析を検討したが、イヌやネコのマイ
クロアレイは十分に開発されておらず、不適
切と判断した。そこで動物種間で種差がほと
んどないメタボライト（低分子代謝産物）の
網羅的解析を行った。ヒト、イヌ、ネコ、ウ
シ体細胞にレトロウィルスベクターを用い
て OCT-4、SOX2、KLF4、c-MYC 遺伝子を導入
し、CE-TOFMS 法により遺伝子導入後の細胞内
に存在する低分子代謝物を網羅的に解析し



 

 

た。その結果、ヒトと比較して動物種ではア
スコルビン酸や還元型グルタチオンなどの
検出値が低く、酸化型グルタチオンは高い傾
向を示した（図 2）。このように、動物細胞で
は抗酸化物質が少なく、酸化物質が多い傾向
が示され、酸化ストレスの影響を強く受け、
iPS 細胞へのリプログラミングが阻害されて
いることが示唆された。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
(3) イヌ、ネコ、ウシ細胞由来 Feeder 細胞

の開発	
イヌ、ネコ iPS 細胞の臨床応用実現には、周
辺技術の開発も重要である。iPS 細胞の培養
にはマウス胎児繊維芽細胞（MEF）を用いた
Feeder 細胞の使用が一般的であるが、臨床応
用には異種動物成分の除去が課題となる。そ
こでイヌ、ネコ、ウシ細胞由来 Feeder 細胞
の開発を試みた。イヌ、ネコ、ウシの皮下脂
肪を採取し、細胞を単離・培養してイヌ、ネ
コ、ウシ脂肪由来間葉系細胞株を樹立した。
これらの細胞を用いてγ線の照射実験を行
い、増殖を停止でき生存可能な至適γ線照射
量を決定した。さらに Feeder 細胞としての
機能評価として、ヒト iPS 細胞をそれぞれの
細胞上に播種、培養を行った。その結果、イ
ヌ細胞上ではヒト iPS 細胞は未分化を維持で
き、イヌ Feeder 細胞の作製に成功した。ネ
コ細胞はヒト iPS 細胞を短期間であれば未分
化維持することが可能であったが、7 日以上
の培養では iPS 細胞の分化が観察された。ウ
シ細胞はヒト iPS 細胞を未分化維持できなか
った（図３）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

(4) イヌ、ウシ Leukemia	Inhibitory	Factor
（LIF）の作製と精製	

イヌ、ネコ iPS 細胞の臨床応用実現には、周
辺技術の開発も重要であり、臨床応用には異
種動物成分の除去が課題となる。そこでイヌ、
ウシ LIF の作製を試みた。イヌ、ウシ LIF 遺
伝子を単離・同定し、CAG プロモーター下に
連結した強制発現ベクターを作製した。この
イヌまたはウシ LIF 強制発現ベクターを
NIH3T3 細胞へ遺伝子導入し、イヌ、ウシ LIF
発現 NIH3T3 細胞を樹立した。これらの細胞
から培養液上清を得、イヌまたはウシ培養上
清による未分化維持機能を評価するために、
マウス ES 細胞の培養液へ添加し機能評価を
行った。その結果、マウス ES 細胞を培養維
持できるイヌおよびウシ LIF を得ることがで
きた（図 4）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
(5) グルタル酸尿症 II 型の遺伝子診断技術

の開発	
正常ネコ細胞から RNA を抽出し、RACE 法によ
ってグルタル酸尿症 II 型の原因遺伝子特定
とされる ETFα、ETFβ、ETFDH遺伝子の mRNA
全長配列を決定した。さらにグルタル酸尿症
II型ネコとの3遺伝子の配列比較解析の結果、
ETFDH 遺伝子に 1 塩基置換の点変異を同定し
た。この変異はヒトグルタル酸尿症 II 型で
は報告のないものであり、ネコ特異的な変異
であることが示唆された。変異部位を同定し
たことで、今後のグルタル酸尿症 II 型ネコ
の遺伝子診断に有用な結果である。	
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