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「人工多能性幹細胞（iPS 細胞）作製・制御等の医療基盤技術」 
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組織幹細胞／前駆細胞を誘導するディレクテッドリプログラミング技術の開発 

 

 

§§§§１１１１．．．．研究実施体制研究実施体制研究実施体制研究実施体制    

（１）「妻木」グループ 

① 研究代表者：妻木 範行（京都大学 iPS 細胞研究所、教授） 

② 研究項目 

・トランスジーンが持続発現しない誘導軟骨細胞様細胞の作製 

・軟骨前駆細胞の誘導過程の解析、及び作製効率を上げる技術開発 

・センダイウイルスによる一過性発現による細胞の誘導 

・ヒト皮膚線維芽細胞培養から軟骨細胞様細胞の誘導 

・疾患モデル動物を用いた軟骨修復 

 

（２）「吉川」グループ 

① 主たる共同研究者：吉川 秀樹（大阪大学 大学院医学系研究科、教授） 

② 研究項目 

・トランスジーンが持続発現しない誘導軟骨細胞様細胞の作製 

H23 年度 

実績報告 
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§§§§２２２２．．．．研究実施内容研究実施内容研究実施内容研究実施内容    

(文中に番号がある場合は（３－１）に対応する) 

 

研究のねらい 

ES 細胞（胚性幹細胞）や iPS 細胞（人工多能性幹細胞）などは、筋肉や神経などの様々な細胞に

分化できる能力を持つ。これらは将来の再生医療に役立つと期待されるが、誘導される細胞集団

の不均一性や、移植した時の奇形腫発生の危険性などの問題がある。そこで、iPS 細胞作製法を

改良する研究や、iPS 細胞誘導を介さずに直接、細胞のタイプを変えるダイレクト・リプログラミング

技術の開発が、行われている。軟骨は骨の端を覆い、滑らかな関節運動を担っている。軟骨の損

傷・変性は運動時の疼痛を引き起こし、変形性関節症へと至る。大きな軟骨欠損を治癒させる薬

は無く、再生医療による治療が期待され、移植する軟骨細胞を用意する方法の開発が望まれてい

る。本研究では、軟骨再生治療に供することを目的に、ダイレクト・リプログラミングによって真皮線

維芽細胞培養から軟骨細胞様細胞を直接誘導することがねらいである。 

 

これまでの研究の概要 

我々は２２年度までに、マウス真皮線維芽細胞培養に２つのリプログラミング因子（c-Myc, Klf4）と

１つの軟骨因子（Sox9）を導入して培養すると、軟骨細胞様細胞が誘導されることを明らかにした 

1)

。この因子の組み合わせは、軟骨特異的にβgeo レポーター遺伝子を発現するトランスジェニック

マウスを作製し、そのマウスの真皮線維芽細胞に、リプログラミング因子と軟骨因子を種々の組み

合わせで導入して、軟骨細胞の形質を獲得する細胞が出現すれば、その細胞は G418 存在下で

も生存してコロニーを形成するという培養系システムを用いて探索した。 

 

研究進捗状況、研究成果、今後の見通し 

・ トランスジーンが持続発現しない誘導軟骨細胞様細胞の作製 

２２年度の最後に Dox-inducible システムを用いて、軟骨細胞様細胞を誘導後に、c-Myc, 

Klf4, SOX9 トランスジーンの発現を低下させるマウス誘導軟骨細胞様細胞を作製し

１)

、２３年度も

引き続き、Dox-inducible システムを用いて軟骨細胞を誘導した。軟骨細胞様細胞を誘導後、

chondrogenic medium 中で培養すれば、Dox を除去して c-Myc, Klf4, SOX9 トランスジーンの発

現を低下させても軟骨の形質は保たれることを示した。これにより、一過性発現でも直接誘導軟

骨細胞様細胞を作れることが示唆された。この結果を受けて、一過性発現で、ゲノムに挿入され

ないようなベクターを用いて、安全な誘導細胞を作ることを目指す。    

    

・ 軟骨前駆細胞の誘導過程の解析、及び作製効率を上げる技術開発 

２３年度は、真皮線維芽細胞培養から軟骨細胞様細胞が直接誘導される過程で、pluripotent 

stem cell の状態を経ていないかどうかを検討した。Nanog-EGFP transgenic mouse の MDF に

cMyc, Klf4, Sox9 の３因子を導入し、誘導経過中に GFP が陽性とならないことを、Nikon 
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Biostation CT を用いて dish の全域 scan を８時間おきにタイムラプス観察を行って確認した

2)

。ま

た、MDF に３因子を導入後、経時的に RNA を調整し、マーカー遺伝子の発現変化を解析し、リ

プログラミングの時間経過を調べた

2)

。軟骨細胞様細胞の誘導過程において、遺伝子導入後２

日間で、線維芽細胞の形質が消去され、次いで５－７日かけて軟骨細胞の形質が獲得されてい

ることが示唆された。また、作製効率を上げることを目的に、新たな誘導因子の探索を開始した。

因子のスクリーニングに、Dox-inducible システムで誘導した軟骨細胞様細胞を用いるべく、スクリ

ーニングの条件検討を始めた。 

軟骨細胞の形成に TGF-beta シグナルが重要なこと

3)

、軟骨細胞の生存に SOX9 が必須なこ

と

4,5)

。軟骨細胞肥大化を Salt-inducible kinase 3（SIK3）が制御していること

6)

を明らかにした。ま

た、軟骨組織を増大させる化合物を発見した

7)

。今後、これらの因子を制御して、より安定した軟

骨細胞の維持方法の開発を目指す。また、生体において軟骨と連続する組織である骨の維持を、

破骨細胞 BMP シグナルが担っていることを示した

8)

。 

    

・ センダイウイルスによる一過性発現による細胞の誘導 

２３年度は SOX9 センダイウイルスベクターを作製し、予備実験を行った。温度感受性にウイ

ルスベクターを除去できるシステムを採用した。２４年度は、タイターなどの感染条件を検討す

る。    

    

・ ヒト皮膚線維芽細胞培養から軟骨細胞様細胞の誘導 

２３年度にレトロウイルスによるc-MYC, KLF4, SOX9の導入により、ヒト皮膚線維芽細胞から軟

骨細胞様細胞を誘導することを試みた。軟骨前駆細胞に誘導される細胞をセレクションするため

に、レンチレポーターベクターを開発した。２４年度にかけて誘導条件の開発を続ける。また、次

のステップとして、ゲノムインテグレーションフリーで安全な軟骨細胞の誘導を試みる。 

    

・ 疾患モデル動物を用いた軟骨修復 

２３年度に、ヌードラットに関節軟骨欠損モデルをつくる実験系を構築した。ヌードラットに麻

酔を行い、関節包を開けて、関節軟骨に直径１ｍｍの穴をあけた。２４年度にかけてペレットカル

チャーした軟骨細胞様細胞を移植し、細胞の生着と欠損軟骨の修復を組織学的に評価する。今

後、iPS 細胞から軟骨細胞を分化させて関節軟骨修復に用いる実験も行っていく。 

 

 

§§§§３３３３．．．．成果発表等成果発表等成果発表等成果発表等    

（（（（３３３３－－－－１１１１））））    原著論文原著論文原著論文原著論文発表発表発表発表    
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（（（（３３３３－－－－２２２２））））    知財知財知財知財出願出願出願出願 

① 平成 23 年度特許出願件数（国内 1 件） 

② CREST 研究期間累積件数（国内 1 件） 

 


