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§１．研究実施の概要  

本研究の目標は、１）遺伝子搭載サイズに制限がなく、自立複製するミニ染色体であるヒト人工

染色体（HAC）ベクターを用いて、がん化の危険性がない安全な患者由来 iPS細胞を作製し、２）

その iPS細胞に、さらに①治療用遺伝子、②分化誘導用遺伝子、③分化細胞分取用遺伝子を搭

載したHACベクターを導入し、遺伝子治療・再生医療に役立てることである。具体的には筋ジスト

ロフィー(DMD: Duchenne’s muscular dystrophy)および糖尿病モデルマウスを対照として iPS

細胞を用いた自己細胞治療に向けた基盤研究を行う。さらに上記ヒト患者由来の線維芽細胞から

の iPS細胞の誘導・分化誘導を行い、モデルマウスを用いた in vivo系での治療効果を検証する。

３つの課題を行い、以下の進捗および成果を出すことができた。 

 

＜課題１：HACベクターによる iPS誘導＞ 

これまでに作製してきた HAC ベクターの中で、CAG プロモーター下に 4 因子を 2 コピー連結し

たHACベクター単独、もしくは未分化細胞特異的マイクロRNA導入の併用により、マウス線維芽

細胞を初期化することには成功したが、キメラ形成能は示さず初期化がまだ十分ではないことが示

唆された。そこで、CAGプロモーター下に Klf4, c-Myc, Sox2を２コピーずつ、Oct4を 4 コピー、

およびマウス p53shRNAを連結したHACベクターを作製し、マウス胎児線維芽細胞に対する初

期化能を検討したところ、4因子2コピーだけのものに比べて、より高い未分化性を示すクローンが

獲得でき、このクローンからHACベクターを脱落させた、所謂外来因子をまったく持たない iPS細

胞の獲得にも成功した。今年度はこのコンストラクトをヒト細胞用に改変し、ヒト細胞の iPS誘導を目

指す。 

 

＜課題 2：iPS細胞を用いた糖尿病治療＞ 

iPS に由来する膵臓 β 細胞を用いて臨床的な糖尿病治療を実現するための出口戦略として、①

人工染色体ベクターを用いて機能的膵 β 細胞を高効率に分化誘導する技術開発、②樹立した細

胞を安全に移植する方法の開発を行った。分化誘導法の細胞を樹立するために複数の遺伝子を
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ＨＡＣベクターに導入する技術を構築し 4）、この技術を用いて、インスリン、Ngn3 をモニタリングで

きる遺伝子をHACベクターに導入し、さらにHACベクターを移入したマウス ES-D3細胞の作製

に成功した。今後はこのベクターを iPS 細胞に移入して高機能生膵 β 細胞への分化誘導を試み

る。 

 

＜課題 3：iPS細胞を用いた筋ジストロフィー治療＞ 

DMD-HAC ベクターを導入した筋ジストロフィーモデルマウスおよび筋ジス患者由来 iPS 細胞か

ら筋肉細胞に in vitro で分化させ、筋肉細胞への分化誘導に成功し、ヒトジストロフィン遺伝子の

発現も確認した。一方、遺伝子修復した iPS 細胞からの癌化に備えて、DMD-HAC 上には自殺

遺伝子 TK が搭載されているので、in vivo での DMD-HAC 導入細胞の除去が可能であった。

今後は効率良く、筋肉細胞へ分化させる仕組みを構築する。また HAC ベクターを用いて安全な

iPS 細胞を作製し、「分ける仕組み」「誘う仕組み」を搭載した HAC ベクターを作製することで、筋

ジストロフィー治療にむけた基盤整備を行う。 

 

 

§２．研究実施体制  

（１）「押村」グループ 

① 研究分担グループ長：押村 光雄（鳥取大学、教授） 

② 研究項目 

・ヒト人工染色体を用いた iPS細胞の作製と遺伝子・再生医療 

 

（２）「角」グループ 

① 研究分担グループ長：角 昭一郎（京都大学、准教授） 

② 研究項目 

・iPS由来膵臓 β細胞を用いた糖尿病治療 

 

 

§３．研究実施内容  

 (文中に番号がある場合は（４－１）に対応する) 

 

＜課題１：HACベクターによる iPS誘導＞ 

１． iPS誘導用マルチコピーHACベクターの作成 

CAGプロモーター下に Klf4, c-Myc, Sox2を２コピーずつ、Oct4を 4 コピー、およびマウ

ス p53shRNAを連結した HACベクターを作製した。 

 

２． HACベクターによるマウス iPS細胞の誘導 
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１.で作製した HAC ベクターをマウス線維芽細胞に微小核細胞融合法により導入した。HAC

ベクターが導入された細胞を 21 クローン獲得し、そのうち 13 クローンが ES細胞様に形態変

化した。これらのクローンでは Nanog、Dppa5、Utf1、Dnmt3l、Esrrb、Sox2、Oct4 等の未

分化マーカーの発現も確認され、その発現レベルは 4因子 2 コピーだけの HACベクターで

誘導した iPS細胞クローンよりもはるかに高く、ES細胞レベルにより近いものであった。さらに、

この 13 クローンのうち 7 クローンから HAC 脱落クローンも獲得出来た。全ての HAC 脱落ク

ローンは更に高い未分化性を示し、未分化マーカーの発現レベルはES細胞と同レベルに達

し、マイクロアレイ解析においてもレトロウィルスで作製した iPS細胞より ES細胞に近いことが

示された。染色体も正常であり、キメラマウス形成にも寄与できたことから、今回作製した HAC

ベクターは、十分な未分化性を示す iPS 細胞を獲得するための有用なツールであることが示

された。また、21 個の HAC

導入クローンから、HAC 脱落

iPS細胞クローンが7クローン

得られたことになり、33％とい

う非常に高い効率であった

（図 1）。HACベクター導入細

胞ではトランスジーンの発現

レベルが均一であることが一

つの要因と推察されるが、こ

のことは、誘導因子のスクリー

ニングにおいてもHACベクタ

ーが有用なツールになりうるこ と

を示している 1,2）。 

 

３． HAC ベクターの導入効率の改善 

現行の PEG を用いた微小核細胞融合法(MMCT 法)では，ヒト染色体の移入効率は受容

細胞あたり 10-5-6 程度である。本年度は麻疹ウイルスの融合タンパク質(H/F)を利用し

て、HT1080, hiMSC, HFL1 細胞への融合能を検討した 3）。その結果、HT1080, hiMSC

において PEG 法に比べ、染色体導入効率が 50-100 倍上昇した。来年度以降は iPS 細

胞や線維芽細胞への融合剤と融合方法を最適化する。 

 

＜課題 2：iPS細胞を用いた糖尿病治療＞ 

 iPSに由来する膵臓 β細胞を用いて臨床的な糖尿病治療を実現するための出口戦略として、

①人工染色体ベクターを用いて機能的膵 β 細胞を高効率に分化誘導する技術開発、②樹

立した細胞を安全に移植する方法の開発を行った。分化誘導法の細胞を樹立するために複

数の遺伝子をＨＡＣベクターに導入する技術を構築し 4）、この技術を用いて、インスリン、



 4 

Ngn3をモニタリングできる遺伝子をChinese Hamster Ovary cells (CHO細胞)中のHAC

ベクターに導入した。さらにHACベクターを移入したマウス ES-D3細胞の作製に成功し、バ

イオイメージング技術を利用した分化誘導法の開発を進めている。安全な移植法の開発とし

て は 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル - マ ク ロ カ プ セ ル 化 膵 島 （ poly-vinyl alcohol 

macro-encapsulated islets, PVA-MEI）を用いた技術開発を進めた。本年度は PVA-MEI

において in vitroでヒト新鮮血漿によるラット膵島障害が完全に阻止されること 5）、また、無処

置では速やかに拒絶されるWistar ラットから Lewis ラットへの同種移植において、免疫拒絶

を受けない同系膵島を用いた PVA-MEI と同等の移植効果が得られることを示した 5）。また、

凍結・解凍操作を含むPVA-MEIの作製工程で、凍結時間を３０日まで延長しても、十分に有

意な移植効果が得られることを確認した 6）。このほか、キトサン／コラーゲンゲルによるカプセ

ル化でラットからマウスへの膵島移植が可能になること 7）、および、人工骨の素材であるリン酸

カルシウムセメントで作製したチャンバーを骨髄腔内へ移植する方法を用いて、マウスのイン

スリノーマ細胞によるイヌ 8,9,10）あるいはネコ 11)の糖尿病治療が可能であることを示した。 

 

＜課題 3：iPS細胞を用いた筋ジストロフィー治療＞ 

昨年度までに作製した DMD-HACベクターを導入した DMD患者由来 iPS細胞から２種類

の方法により筋肉細胞への分化誘導を行った。１）mesoangioblast 様の前駆細胞を誘導し、

その後筋肉へ誘導する方法を実施し、筋肉細胞を作製することに成功した。２）

inducible-PAX3を導入するこ

とで一過性に PAX3 を発現さ

せ、mdx-scid マウスに移植す

ることで筋肉細胞が作製できる

ことを実証した。 

 一方、遺伝子修復した iPS

細胞からの癌化に備えて、

DMD-HAC 上には自殺遺伝

子 TK が搭載されている。そこ

で、mdx-iPS(DMD-HAC)細

胞ならびmdx-iPS細胞をヌー

ドマウスの左右の皮下に移植し、Ganciclovir による上記細胞の死滅効果を検証した。そ

の結果、PBS 群では両細胞とも同等レベルに増殖したのに対し、Ganciclovir 投与群で

は mdx-iPS 細胞に比較して、mdx-iPS(DMD-HAC)細胞においてのみ優位に増殖が抑え

られることが示された（図 2）。今後は効率良く、筋肉細胞へ分化させる仕組みを構築する。 
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（４－２） 知財出願  

 

① 平成２２年度特許出願件数（国内 0件） 

② CREST研究期間累積件数（国内 2件） 

 


