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研究成果の概要（和文）：HT1080細胞内に保有されている、自己脱落可能なヒト人工染色体（tetO-HAC）ベクターに、
iPS 細胞形成確認マーカーであるOct4プロモーター+RFP遺伝子、神経幹細胞マーカーのNestinプロモーター+GFP遺伝子
を搭載した。MEFからiPS細胞の作製を行うときに、上記遺伝子を搭載したtetO-HAC ベクターの導入作業を行ったとこ
ろ、tetO-HACベクター保有iPS細胞の取得に成功した。tetO-HACベクター保有iPS細胞は、RFP蛍光が観察されたものと
、RFP蛍光が観察されないものがあった。tetO-HACベクターは、質の良いiPS細胞の選抜に利用できることが分かった。

研究成果の概要（英文）：First, I generated a tetO-HAC vector carrying Oct4 promoter-driven RFP gene and 
Nestin promoter-driven GFP gene in HT1080 cells. Next, I introduced the tetO-HAC into MEF cells, and the 
MEF cells were developed into iPS cells. As a results, I obtained iPS cells carrying the tetO-HAC. I 
observed RFP signals from the iPS cells.

研究分野：細胞工学

キーワード： 再生医療　iPS細胞
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（1）iPS 細胞研究において、ゲノムに傷を
付けない安全な作製方法が確立されたため、
未分化細胞の残存による移植後の腫瘍発生
が大きな問題となっていた。 
 
（2）申請者のグループは、ヒトセントロメ
ア領域に存在するアルフォイドDNAをヒト培
養細胞のHT1080細胞に導入する事によって、
ヒ ト 人 工 染 色 体 （ Human artificial 
chromosome, HAC）を効率良く作製するとい
う方法を世界で初めて確立した（Ikeno et 
al., Nat Biotechnol., 1997）。一旦作製さ
れた HAC は、細胞のもつ本来の染色体からは
独立して存在し、細胞周期に応じて複製、分
配されるため、長期間にわたり細胞を培養し
た場合においても安定に維持される。これら
の HAC の特性を基にして、従来のベクター系
が抱える問題を克服するHACベクターを開発
した（Ikeno, Suzuki, Hasegawa, Okazaki, 
Nucleic Acid Research, 2009）。HAC ベクタ
ーは、「狙ったコピー数の遺伝子挿入が可能」、
「ゲノム由来の調節領域を含めた巨大な遺
伝子領域を挿入できる」などの有利な特性を
持つ。さらに、申請者のグループは、アルフ
ォイド DNA繰り返し単位中に tetオペレータ
ー配列（tetO）を組み込んだ合成反復配列か
らの HAC（tetO-HAC）形成にも成功した。tet
リプレッサー（tetR）融合タンパク質 tTS を
tetO-HAC セントロメアへ直接結合させるこ
とによりヘテロクロマチン化を過剰に誘導
すると、人工染色体上のセントロメア機能は
破壊され、細胞増殖とともに人工染色体は急
速に細胞から脱落することを確認した
（Nakano et al., Dev.,Cell, 2008）。申請
者のグループは、この tetO-HAC の性質を利
用して、ゲノムに傷を付けない安全な iPS 細
胞作製方法の開発を進めている。tetO-HAC に
遺伝子導入サイトとして loxP サイトを挿入
して、この部位へ tTS 遺伝子の発現カセッ
トを組み込み、自己完結型の脱落制御可能な
人工染色体を作製した。研究開始時点におい
て、この自己脱落制御可能な人工染色体へ山
中４因子(Oct4、SOX2、Klf4、c-Myc)の挿入
を進めていた。iPS 細胞誘導後にこの人工染
色体の脱落制御を行うことにより、ゲノムに
傷を付けない安全なiPS細胞作製が可能にな
る。 
 
 
２．研究の目的 
 導入 DNAのサイズに制限がなく自己脱落可
能なヒト人工染色体（tetO-HAC）ベクターに、
初期化山中４因子、iPS 細胞形成確認マーカ
ー（ES 細胞未分化マーカー）のプロモーター
+GFP 遺伝子、組織特異的分化マーカーのプロ
モーター+RFP 遺伝子を搭載する。上記全ての
遺伝子を搭載した tetO-HAC ベクターを体細
胞に導入することによって、ゲノムに傷を付
けずに安全に iPS 細胞を作製後、GFP が発現

している細胞を選抜して質の高いiPS細胞を
単離する。その後、作製した iPS 細胞に分化
誘導を行い、GFP が発現せずに RFP が発現し
ている細胞を選抜することにより完全に分
化した細胞だけを単離する。 
 
 
３．研究の方法 
（1）導入 DNA のサイズに制限がなく自己脱
落可能なヒト人工染色体（tetO-HAC）ベクタ
ーに、初期化山中４因子、iPS 細胞形成確認
マーカー（ES 細胞未分化マーカー）のプロ
モーター+RFP （Red fluorescent protein）
遺伝子、組織特異的分化マーカー（神経幹細
胞マーカー、Nestin 遺伝子）のプロモーター
+GFP （Green fluorescent protein）遺伝子
を搭載する。 
 
（2）上記全ての遺伝子を搭載した tetO-HAC 
ベクターを申請者らが開発したクロモソー
ムトランスファー法でマウスMEF細胞に導入
する。クロモソームトランスファー法とは、
蔗糖溶液遠心法によりHACを細胞染色体から
単離して、市販の DNA トランスフェクション
試薬を用いて単離したHACを培養細胞に導入
する方法である。この方法によって従来の方
法では困難な細胞にもHAC導入が可能になっ
た（Suzuki, Itou, Hasegawa et al, Nucleic 
Acid Research, 2010）。 
 
（3）ゲノムに傷を付けずに安全に iPS 細胞
を作製後、GFP が発現している細胞を選抜し
て質の高い iPS 細胞を単離する。 
 
（4）作製した iPS 細胞に、ドーパミン作動
性ニューロン分化キットを使用して、単離し
たiPS細胞に対してドーパミン作動性ニュー
ロンへの分化誘導を行う。その後、RFP が発
現せずに GFP が発現している細胞を選抜す
ることにより完全に分化した細胞だけを単
離する。 
 
（5）選抜した神経幹細胞から、培地から Dox
を除くことにより全遺伝子搭載 tetO-HAC ベ
クターを自己脱落させる。 
 
 
４．研究成果 
（1）本研究の作業開始後に、山中伸弥先生
が顧問を務める iPS アカデミアジャパン株
式会社からもセンダイウイルスベクターを
用いたiPS細胞作製キットが販売されること
になり、高効率で安全な iPS 作製方法につい
ては、センダイウイルスベクターを使用する
ことが懸命であると判断した。そこで、本研
究では、iPS 細胞作製には、センダイウイル
スベクターを用いることとして、iPS 細胞形
成確認マーカーである Oct4 プロモーター
+RFP 遺伝子と神経幹細胞マーカーの Nestin
プロモーター +GFP 遺伝子を搭載した



tetO-HACベクターをiPS細胞作製時に同時に
トランスフェクションすることとした。 
 
（2）①、Oct4 遺伝子プロモーターに RFP 遺
伝子をつなげた。②、Nestin 遺伝子プロモ
ーターに GFP 遺伝子をつなげた。③、Oct4
プロモーター+RFP 遺伝子と Nestin プロモー
ター+GFP遺伝子を一つのBACベクター上に入
れ込み、tetO-HAC に挿入するための部位特異
的組換えサイトである lox66 サイトを追加
した。④、Crelox 部位特異的組換えを利用し
て、ヒト培養細胞 HT1080 細胞内に保有され
ている、tetO-HAC ベクターに、Oct4 プロモ
ーター+RFP 遺伝子と Nestin プロモーター
+GFP 遺伝子を搭載した（iPS-tetO-HAC）。FISH
（fluorescence in situ hybridization）観
察により遺伝子を搭載した tetO-HAC は、ホ
ストの細胞からは独立して安定に保たれて
いることを確認した。 
 
（3）B6 マウスから調整した MEF に iPS 細胞
作製用センダイウイルスベクターの処理を
行った 24 時間後に、市販のトランスフェク
ションを用いて iPS-tetO-HAC の導入を試み
た。その結果、iPS-tetO-HAC 保有 iPS 細胞の
取得に成功した。iPS-tetO-HAC 保有 iPS 細胞
は、RFP 蛍光が観察されたものと、RFP 蛍光
が観察されないものがあった。tetO-HAC ベク
ターは、質の良い iPS 細胞の選抜に利用でき
ることが分かった。 
 
（4）今後は、iPS-tetO-HAC 保有 iPS 細胞に
ついて、市販のドーパミン作動性ニューロン
分化キット（コスモバイオ）を使用して、ド
ーパミン作動性ニューロンへの分化誘導を
行う。その後、①、 GFP 遺伝子の発現によ
り、神経幹細胞のマーカーNestin 遺伝子の
発現を確認する。②、 FACS sorting を使用
して、GFP 遺伝子が発現して、RFP が発現し
ていない細胞、つまり、完全に神経幹細胞に
分化した細胞を選り分ける。③、選抜した神
経幹細胞へ、tTS 遺伝子（Tet リプレッサー
タンパク質と KRAB サイレンシングドメイン
を融合した遺伝子）を作用させることにより、
iPS-tetO-HAC を自己脱落させる。 
 
（5）当初の計画に比べて、遅れが見られて
いるが、最も困難なポイントである、
iPS-tetO-HAC保有iPS細胞の取得に成功した
上、狙い通りに iPS 細胞形成確認マーカーで
ある Oct4 プロモーター+RFP 遺伝子の発現が
確認された。これ以降の作業は、失敗が起こ
る可能性は低いので、目標が達成されること
はほぼ確実である。早期に作業を完了させる。 
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