
多能性幹細胞と培養条件

ヒト iPS細胞の樹立は，多能性幹細胞を用いた細胞移植

医療の実現へ向けた大きなブレークスルーであったが，ヒ

トにおける実際の臨床応用実現のためには，ブタやイヌな

どの大型哺乳動物を用いた前臨床試験が必須となる．しか

し，これらの動物種においては，iPS細胞誘導のために導

入した外来因子の発現に依存しないで多能性状態を維持で

きるような，完全にリプログラミングを受けた iPS細胞は

未だ得られておらず，分化誘導実験や疾患モデル作製に支

障をきたすと考えられる．また，マウス ES細胞の樹立か

ら約３０年，ヒト ES細胞の樹立から１０年以上が経過した

現在においても，マウスおよびラット以外の動物種におい

て，生殖細胞寄与能をもつような多能性を有する ES細胞

株の樹立に関する報告は皆無といってよい．これは，多能

性幹細胞を樹立・維持するための適切な培養条件がそれら

の動物種においては確立されていないことが原因であると

考えられ，培養条件を評価する実験系の構築が求められて

いる．

近年，マウスとヒトの多能性幹細胞の差異に関する研究

が進んでいるが，これらは細胞の培養条件，形態，増殖，

表面抗原，遺伝子発現，エピジェネティックな状態，キメ

ラ寄与能，生殖細胞への分化能等，多くの点で性質が異な

ることが判明している１）．このことから，マウス型の多能

性幹細胞はヒト型の多能性幹細胞と比べ，より未分化な多

能性の“基底状態”にあることが示唆されており，ヒト型

の多能性幹細胞はむしろ，マウスのエピブラスト由来の幹

細胞であるエピブラストステムセル（EpiSC）に対応する

細胞種であると考えられている２～４）．一方で，ヒト iPS細

胞は，マウス iPS細胞と同じ四つのリプログラミング因子

（山中ファクター：Oct３／４，Sox２，Klf４，c-Myc）導入

によって得られること，また，ヒト ES細胞用の培地では

樹立できるが，マウス ES細胞培地では樹立できないこと

も知られている５）．このことから，リプログラミング因子

の導入によって，体細胞を多能性の前駆状態に導くことは

可能であるが，リプログラミング途中の培養条件によって

細胞の最終的な多能性のキャラクターは大きく異なると考

えられる．つまり，リプログラミング途中の培養条件こそ

が，細胞の最終的な多能性のキャラクターを決定づけると

言い換えることができる．そこで，iPS細胞樹立系を用い

ることによって，マウス ES細胞のような真の多能性基底

状態にある多能性幹細胞株を様々な動物種において樹立す

るための培養条件をスクリーニングできると考えた．

レトロウイルスを用いた培養条件評価系

我々はまず，様々な動物種（マウス，ヒト，サル，ブタ，

イヌ，ラット，ウサギ，ウシ，ヒツジ，ヤギ）由来の線維

芽細胞に，レトロウイルスを用いて Oct３／４，Sox２，Klf４，

c-Myc および赤色蛍光タンパク質（DsRed）を導入し，様々

な増殖因子，化合物などの添加物を含む ES細胞培地で培

養した．多能性を獲得した細胞は，レトロウイルスをサイ

レンシングすることが知られており６），DsRedのサイレン

シングを多能性獲得の指標として，体細胞へのリプログラ

ミング誘導を観察した．この方法によって，外来因子の発

現に依存する不完全な多能性状態にある iPS前駆細胞が，

外来因子に非依存的な多能性の基底状態を獲得し，安定的

に維持可能な培養条件をスクリーニングできると考えた．

しかし，この手法の場合，１）遺伝子導入の成否の判断が

難しく，DsRed陰性のコロニーが必ずしも外来因子のサイ

レンシングの結果を示しているとはいえない，２）四つの

多能性誘導因子を個別に体細胞に導入しているため，出現

したコロニーが必ずしも四つの因子すべてをもつわけでは

なく，コロニーの多様性が増し，目的とするコロニーの選

抜が難しい，３）レトロウイルスによって挿入された外来
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導入遺伝子の発現は LTR領域のプロモーター活性に依存

し，人為的な制御が難しいことから，真に多能性を有する

コロニーの選抜が困難であり，外来遺伝子が再活性化する

恐れがある，という問題が生じた．

新たな培養条件評価系の開発

そこで我々は，新たに以下のような培養条件評価系の構

築を試みた．１）体細胞が多能性を獲得する指標として，

マウス初期胚や未分化 ES細胞で高発現している Early

Transposon（ETn）由来のプロモーターに，Oct３／４のエ

ンハンサー内の保存領域（conserved region，CR）を三量

化して連結することで，未分化な多能性幹細胞だけで特異

的に EGFPおよび Puromycin耐性遺伝子を発現するレポー

ター（EOSレポーター）を用いる７），２）リプログラミン

グ因子を複数搭載したポリシストロニックベクターを用い

る，３）レトロウイルスの代替として，最終的に導入遺伝

子をゲノムから削除できる piggyBac（PB）トランスポゾ

ンシステムを遺伝子導入に用いる８，９），４）ドキシサイクリ

ン（Dox）により遺伝子発現の ON／OFFが可能な遺伝子発

現誘導システムを用いる，という改良を加えた（図１）．

EOSレポーターは GFPの発現制御に種間で保存された

領域を使用しており，マウスおよびヒトの多能性幹細胞に

おいて機能することが示されている７）．このことから，

様々な動物種において多能性細胞の選抜指標として使用で

きることが示唆される．また，Dox誘導遺伝子発現システ

ムを用いることにより，培地中から Doxを除去すること

で，出現するコロニーが外来因子に依存することなく多能

性を誘導・維持できるか判定できる（図１）．

我々は，まず，Oct３／４，Klf４，Sox２の３遺伝子をこ

の順番で，単一 mRNAからの複数タンパク質発現を可能

にする自己開裂ペプチドである２Aペプチドにより接続し

たコンストラクトが，Dox誘導遺伝子発現システムによっ

て発現制御を受けるポリシストロニック PBベクター

（OKSベクター，図２―A）を構築した．同様に，c-Myc が

Dox誘導遺伝子発現システムによって発現制御を受ける

PBベクター（c-Mycベクター，図２―A）を構築した１０）．

OKSベクターのみ，OKSベクターと c-Mycベクターの

組み合わせを用いた場合のリプログラミング効率を，以前

に報告されているMKOSベクター（c-Myc，Klf４，

Oct３／４，Sox２の４遺伝子をこの順番で２Aペプチドによ

り接続したコンストラクトが Dox誘導遺伝子発現システ

ムによって発現制御を受けるポリシストロニック PBベク

ター，図２―A）を用いた場合と比較した．また，マウスで

は，c-Myc の代替として形質転換活性の低い L-Myc を用い

ることにより，ジャームライントランスミッション能を持

つ高品質な iPS細胞を高効率で樹立できることが報告され

ていることから１１），我々も同様のことを PBベクター系で

検証した．すなわち，L-Myc が Dox誘導遺伝子発現シス

テムによって発現制御を受ける PBベクター（L-Mycベク

ター，図２―A）あるいは OKSの下流に２Aペプチドで L-

Myc を接続した Dox誘導 PBベクター（OKSLMベクター，

図２―A）を構築し，リプログラミング効率を比較検討した．

この際，あらかじめ Oct３／４-GFPレポーターを導入した

マウス胎仔線維芽細胞を用い，リプログラミング効率を比

較したところ，OKSベクターと c-Mycベクターの組み合

わせが，c-Myc を同一ベクターにもつMKOSベクターを

用いた場合と比較し，有意に多数の ES細胞様コロニーが

出現することが示された１０）．一方，これらのコロニーの大

部分は，Dox存在下で外来遺伝子発現が誘導されている時

には，多能性獲得の指標として用いた Oct３／４-GFPが陰

性のままであり，Doxを除去して外来遺伝子発現を抑制す

ることで，Oct３／４-GFPが陽性に変化することが明らかと

なった１０）．また，適切な時期に外来遺伝子発現を抑制した

場合のリプログラミング効率は平均０．２７±０．０５％であり，

従来のレトロウイルスを用いた手法よりも（約０．０１―

０．１％）約３０倍高いことが示された１０）．また，OKSベク

ターと L-Mycベクターの組み合わせでも，MKOSベク

ターを用いた場合よりも高い効率で ES細胞様コロニーが

出現し，Oct３／４-GFPの陽性コロニーも多く得られること

が明らかとなった１０）．

次に，上記で構築した iPS細胞樹立系に EOSレポー

ターによる選抜を組み合わせ，高品質な iPS細胞を樹立で

きるか評価した．すなわち，EOSレポーターを搭載した

PBベクター（PB-EOSレポーター，図２―A）とともに，

OKSベクターと，c-Mycベクターあるいは L-Mycベク

ターの２種類の組み合わせをマウス胎仔線維芽細胞に導入

した．Dox存在下で培養し，出現してくるコロニーを継代

したところ，マウス ES細胞様の形態をもつ iPS細胞が樹

立された（図２―B）１０）．これらの細胞株は，様々な多能性

関連遺伝子を発現する一方，線維芽細胞特異的遺伝子が抑

制され，胚様体およびテラトーマ形成を介して三胚葉に分

化した１０）．また，CAGプロモーター発現制御下で恒常的

に赤色蛍光タンパク質を発現するレポーターを搭載した

PBベクター（PB-RFPレポーター，図２―A）を共に導入し

たマウス iPS細胞を樹立し，胚盤胞期胚に注入したとこ

ろ，iPS細胞が高度に寄与するキメラマウスが得られ，さ

らに生殖細胞への分化が確認された（図２―Cおよび D）１０）．

以上のことから，EOSレポーターと多能性４因子を導入

した PBベクターを用いて，真の多能性基底状態にある

iPS細胞が樹立できることが明らかとなった．よって，こ
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図１ 真の多能性幹細胞株を得るための多能性細胞選択ストラテジー
Dox誘導遺伝子発現システムによって発現制御を受けるリプログラミング因子および Neomycin耐性遺伝子
と，EOSレポーターを PBトランスポゾンによって同時に体細胞に導入する．これらの細胞を Dox存在下で
培養して，導入遺伝子の発現を誘導する．また，G４１８選抜によってリプログラミング因子導入細胞を濃縮で
きる．リプログラミング因子の強制的発現によって，部分的なリプログラミングを受けた細胞を複数のウェル
に継代した後，増殖因子，血清代替物，分化制御関連化合物，ペプチド，フィーダー細胞および細胞外マト
リックスなどの種々の因子を様々な組み合わせで添加した培養条件を，EOS-GFPレポーターに陽性を示す細
胞数によって検定することにより，細胞が完全なリプログラミングを受け，多能性基底状態にある幹細胞株を
樹立するのに最適な培養条件をスクリーニングできると考えられる．

（Genes to Cells 誌より一部抜粋）

図２ EOSレポーターを使用したマウス iPS細胞の樹立
A：使用した PBベクターの模式図．MKOS，OKS，OKSLMベクターは，Dox誘導プロモーター発現制御下において
２Aペプチドで接続されたリプログラミング因子および βgeoを発現する．c-Myc，L-Mycベクターは，Dox誘導プロ
モーター発現制御下においてそれぞれ c-Myc，L-Mycを発現する．PB-EOSレポーターは，多能性細胞特異的に
EGFPおよび Puromycin耐性遺伝子を発現する．PB-RFPレポーターは，CAGプロモーター発現制御下において恒常
的に TagRFPおよび Hygromycin耐性遺伝子を発現する．TR：ターミナルリピート配列，tetOn：Dox誘導プロモー
ター，２A：２Aペプチド，CR４：Oct３／４のエンハンサー領域に存在する保存領域の一つ，ETn：Early Transposonプロ
モーター，Puror：Puromycin耐性遺伝子，CAG：CAGプロモーター，Hygror：Hygromycin耐性遺伝子 B：樹立した
マウス iPS細胞．OCT３／４および EOS-GFPを発現している．C：樹立したマウス iPS細胞のキメラマウスへの寄与．
RFP蛍光により全身に高度に寄与していることが分かる．D：樹立したマウス iPS細胞を用いて作製したキメラマウ
スの子孫．黒色の産仔が得られたことから，樹立したマウス iPS細胞は生殖細胞に分化できることが示された．
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の系を利用して，品質の高い iPS細胞を得るための培養条

件の評価が可能であると考えられる．

我々は現在，前述の実験系を用い，様々な動物種におい

て iPS細胞樹立を試みており，ブタ，イヌ，ウサギ，ウシ

などの複数の動物種において，確かに EOSレポーター陽

性の細胞が出現することを確認している．このことから，

本実験系は，外来因子に依存することなく多能性を維持で

きる真の iPS細胞樹立のための，ユニバーサルな培養条件

の評価系として広く普及することが期待される．また，今

後この系に，ケミカルスクリーニングなどの大規模なスク

リーニング手法を応用することで，多能性基底状態にある

真の多能性幹細胞株を樹立することが困難な動物種におい

ても多能性幹細胞を樹立できる培養条件の同定が期待され

る．
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