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１． 研究のねらい 

センダイウイルスは Paramixoviridae に属する Mononegavirus の一種で、宿主の細胞質で増

殖し、そのゲノムは RNA であり、染色体に組込まれない。これを F 欠失型にし、外来遺伝子の

挿入が可能なようにベクター化したもの(SeV)は、再度感染性を持つ事はなく、広範囲な細胞

種の細胞質で、大量の目的タンパク質を発現することができるという特徴を持つ。さて 2006 年

に山中・高橋によりマウス体細胞に 4 因子を導入することで iPS 細胞の作製が報告され、2007

年にはヒト細胞でも可能になり、再生医療の実現が加速化された。しかしながら染色体に導入

遺伝子の組み込みがなく、がん化のリスクを低減した「安全」かつ高効率な iPS 細胞の作出法

が当時求められていた。そこで上述のセンダイウイルスベクター（SeV）を用いて４因子を細胞

に導入することにより、我々は高効率なヒト iPS 細胞の作製に成功し、2009 年に報告を行った。

本研究では、(1) SeV を用いたより効率のよい iPS 細胞の作製法として、(a) 温度感受性ベクタ

ーを利用した効率のよい外来因子フリーの iPS 細胞作製法と分化ベクターへの応用、(b) 当

初皮膚線維芽細胞からが主であったiPS細胞の作製を、汎用性の高い HLAホモの細胞、ある

いは大型実験動物も含めた種々の細胞から出来るようにする事、(c) より高い「万能性」を持

つような naïve 様 iPS 細胞の作製、(d) 外来因子フリーであることを利点とした SeV を用いた

ヒト疾患 iPS 細胞への応用、そして(2) SeV を用いた効率的な分化誘導を目的として研究を行

った。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

 テーマ(1) SeV を用いたより効率のよい iPS 細胞の作製法 

 (a) 温度感受性ベクターの解析と応用: 温度感受性を与える既知のポリメラーゼ関連部位

の変異の組み合わせにより、種々の温度感受性ベクターを開発、iPS 細胞樹立の効率とベク

ター除去効率の比較を行い、温度シフトあるいは自然除去いずれの方法でも除去効率のよい

ベクターを選択した。 

 (b) iPS 細胞作製時の細胞種の拡大: 研究開始当時は皮膚線維芽細胞が主流であったが、

末梢血および臍帯血、歯髄細胞への応用でサンプル確保の負担を軽減、HLA ホモを含むサ

ンプルから外来因子フリーの iPS 細胞の高効率樹立が可能になった。これらは将来の臨床応

用を考える上で患者負担の軽減や、汎用性の高いストック iPS 細胞株を作る点で重要であ

る。また大型動物での再生医療のモデル実験を視野に、動物種の拡大（マーモセットやサル・

ブタ）を行った。 

 (c) SeV の外来遺伝子高発現を利用した naïve 様 iPS 細胞の樹立: 従来ヒト iPS 細胞は

bFGF依存・トリプシン非耐性のEpiStem細胞だと言われていた。より高い分化能力・完全な初



 

期化を求めて、マウス iPS 細胞のような LIF 依存性・トリプシン耐性のヒト iPS 細胞の樹立を、

高発現 SeV を用いて検討した。 

 (d) ヒト疾患 iPS 細胞への応用: 従来のレトロ／レンチウイルスで iPS 細胞を作製した場合、

外来遺伝子の宿主染色体への組み込みが起こり、本来の形質が解析しにくい場合があり、

外来遺伝子のコピー数の少ない、大量の iPS 細胞のスクリーニングが必要であった。また、疾

患患者由来組織は疾患やその他の原因で樹立効率が著しく低い、あるいは樹立困難なこと

も多い。そこで高発現 SeV により外来因子フリーの iPS 細胞を疾患患者由来細胞（皮膚細胞

あるいは末梢血）から樹立し、解析を行った。正常初代培養線維芽細胞より効率は落ちたが、

必ず樹立することに成功し創薬研究も行った。疾患の種類は様々であるが、現在も眼科疾患

や原因不明の全身性の先天性器官形成不全の疾患の樹立と解析を継続中。 

テーマ (2) SeV の分化誘導への応用 

種々の分化ベクターを作製し、さきがけ研究者ほかに配布を行い、研究を行っている。温度条

件（35 度での誘導）、ウイルス量の条件を検討することで高発現かつ、発現の OFF は温度シ

フトで制御を試みた。 

 

（２）詳細 

テーマ(1) SeV を用いたより効率のよい iPS 細胞の作製法 

(a) 温度感受性ベクターの解析と応用:  

                          図１（左）  図 2（右） 

   

 温度感受性を与える既知のポリメラーゼ関連部位

の変異の組み合わせにより、種々の温度感受性 SeV

ベクターを作製し検討を行った。通常、37℃で培養を

行っても従来の SeVベクターはRNAポリメラーゼ活性を発現し続け、自然に除去されることは

なかったが(Conv.TS)、種々の変異体の中には、37℃で GFP を発現するが、38℃や 39℃の培

養ではポリメラーゼが失活してしまう株、あるいは、32℃、35℃の低温下のみで GFP を発現す

る株が認められた（図１）。これら温度感受性株を用いて、それぞれに初期化因子（OCT3/4, 

KLF4, SOX2, c-MYC: OKSM）を搭載してヒト線維芽細胞(BJ)を用いて iPS 細胞を誘導したとこ

ろ、図１の TS7 あるいは TS13 を用いた場合に、効率よく iPS 細胞を誘導することが出来、

TS13 の場合は、37℃で長期培養しているうちにウイルスベクターは消失した。TS7 の場合
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は、38℃から 39℃で数日間培養することで、ウイルスが除去可能であり、再度のポリメラーゼ

の活性化が認められなかった。また、c-MYC ベクターのみを温度感受性ベクターにしても、効

率よくウイルスフリー・ヒト iPS 細胞が誘導することが可能であり、37℃で誘導することで、SeV

ゲノムは効率よく自然に除去された（図１右）。これは、c-MYC がベクターの HNL 部に挿入さ

れ、3’側の 18 位に比較し、発現量は弱いが (3’>5’)、ウイルスの複製には有利であるためと

考えられる（論文 2, 著書１）。図１の下部パネルに示すように、iPS コロニー中の抗 SeV 抗体

陽性細胞は、継代を経るうちに次第に希釈されていく様子が認められた。TS15 が最も温度感

受性が高く、37℃での除去効率が良いため、今後 c-MYC 遺伝子発現には TS15 を用いること

とした(現在販売中のキットすべてに適用されている)。 

 SeV で作製された iPS 細胞株の 4 因子の発現を、レトロウイルスで作製した iPS 株と比較す

ると、4 因子すべての発現が、SeV で作製された iPS 細胞にバラツキが少なく、宿主 DNA に外

来遺伝子が挿入されていないため、４因子のコピー数も均一であった（図 2）。マイクロアレイ

の網羅的遺伝子解析によっても、SeV で作製した iPS 細胞は、レトロウイルスで作製された既

知の株、あるいは今回作製したレトロウイルス iPS 細胞株と比較し、より ES 細胞に近い事が

示されている（論文 2）。この特徴は、以後に述べる疾患 iPS 細胞を作製する際に極めて重要

となる。なお、SeV ベクターの作製は、DNAVEC 社内にて伴浩志研究員（当時）と社内生産セ

ンターの協力により行われた。 

 

(b) iPS 細胞作製時の細胞種の拡大: 従来、iPS 細胞は皮膚線維芽細胞から作製されてい

た。ヒトの皮膚を採取する場合は、大きな傷跡が残る

るなど負担も大きく、また培養する時間も長く細菌感

染の危険性も高かった。そのため、他のソースが求

められていた。SeV は活性化 T 細胞と CD34 陽性血

液細胞への感染能力が非常に高いが、これを利用し

して、慶應義塾大学医学部・福田恵一教授との共同

研究で、末梢血 T 細胞を IL-2 と抗 CD3 で活性化する

るiPS細胞の樹立法（論文1）および、先端医療センタ

ター研究所・川真田伸グループリーダーとの共同研究で CD34 陽性臍帯血からの効率的な

iPS 細胞樹立を報告している(論文 2)。さらに、岐阜大学医学部の手塚 建 准教授から細胞

の提供を受け、歯髄細胞から iPS 細胞の作製を試みた。歯髄細胞は、廃棄される「歯」から採

取され、岐阜大には多くのストックが存在し、その中には移植で日本人の 20%をカバー可能

な、HLA3 座(A, B, DR)ホモの細胞株も含まれている(DP-74, DP-94)。これらの歯髄細胞から、

様々な SeV で iPS 細胞の樹立を試みたところ、3 因子同時搭載(3’-KLF4-OCT3/4-SOX2-5’: 

KOS) の SeV と c-MYC の 組 合 せ （ 論 文 5 ） 、 あ る い は 3 因 子 同 時 搭 載 

(3’-OCT3/4-SOX2-KLF4-5’: OSK)に KLF4 と c-MYC を加えた組合せで最も高率に iPS 細胞

を誘導することが出来た。c-MYC の代わりに L-MYC では効率アップに貢献しなかった。これ

らの樹立した iPS 細胞はヒト ES 細胞のマーカーやテラトーマ形成能、OCT3/4 プロモーター領

域の脱メチル化に差はなかったが、マイクロアレイ解析で、使用したベクターの種類によって

ややクラスタリングが認められた。詳細については検討中である（PLoS One. 2014 Dec 

18;9(12):e115392, 未発表データ）。また、さらに、さきがけ研究者の佐々木えりか氏との共同



 

研究で、マーモセットの iPS 細胞樹立も試み、さらにブタ・サルからの iPS 細胞樹立も検討を行

った（非公開データ）。このように、様々な細胞種から外来因子フリーiPS 細胞樹立が可能にな

った（図 3）。 

 

(c) SeV の外来遺伝子高発現を利用したnaïve様 iPS細胞の樹立: 従来ヒト iPS細胞は bFGF

依存・トリプシン非耐性の EpiStem 細胞だと言われていた。より高い分化能力・完全な初期化

を求めて、マウス iPS 細胞のような LIF 依存性・トリプシン耐性のヒト iPS 細胞の樹立を、高発

現 SeV により用いて効率的な樹立を検討した。既に、2008 年にヒト成人皮膚由来線維芽細胞

から、OKSM の 4 因子搭載の SeV を用いて、異常に増殖性の高い、厚みのある iPS 細胞コロ

ニーを得ていた。現在の組み合わせと異なるのは、発現の高い 18+のベクターを c-MYC に用

いていることである。この細胞を詳細に解析したところ、トリプシン耐性で、マウス ES/iPS 細胞

同様に、SSEA1 を発現していた。しかしながら継代を重ねても外来遺伝子(OSK)が除去され

ず、この外来因子に依存して増殖しているように思われた。そこで(a)で作製した温度感受性

ベクターを用いて、同様に iPS 細胞を作製し、トリプシン処理により 2i および LIF 存在下で生

存するシングルセルをスクリーニングしたところ、ドーム状のマウス ES/iPS 細胞様のコロニー

が得られた（図 4 右）。これらの細胞は、SeV 陰性で、SSEA1 陽性、Xist の発現が低下し、

OCT3/4, KLF4, NANOG の発現は変化がなかったが、KLF2, 5, TBX3 の発現が上昇していた。

テラトーマ形成実験で、三胚葉への分化能も有していることが認められた。従来、ヒト naïve 様

iPS 細胞の作製には種々の薬剤の添加が必要とされ、また長期の継代・維持も難しいとされ

ているが、OKSMの発現量が高ければ、naïve様 iPS細胞の作製も可能となり、かつ外来因子

フリーという点で新しい。 

図 4. EpiStem 細胞様ヒト iPS 細胞

（左）、naïve 様ヒト iPS 細胞（右） 

 

  

 

 

(d) ヒト疾患 iPS 細胞への応用: 従来のレトロ／レンチウイルスで iPS 細胞を作製した場合、

外来遺伝子の宿主染色体への組み込みが起こり、本来の形質が解析しにくい場合があり、

外来遺伝子のコピー数の少ない、大量の iPS 細胞のスクリーニングが必要であった。また、疾

患患者由来組織は疾患やその他の原因で樹立効率が著しく低い、あるいは樹立困難なこと

も多い。そこで高発現 SeV により外来因子フリーの iPS 細胞を疾患患者由来細胞（皮膚細胞

あるいは末梢血）から樹立し、解析を行った。筋ジストロフィー（ディシエンヌ型、ベッカー型）、

リソソーム病、家族性アミロイドポリニューロパチー(FAP)など様々な疾患 iPS 細胞を樹立した

が、新生児初代培養皮膚由来線維芽細胞に比較し、効率は低かった（図 5 左）。同じ疾患由

来でも樹立効率が異なるが、年齢とは関連がなく、初代培養細胞の株による。しかし 3 因子同

時搭載ベクター(図 5 右上、論文 5)等を用いて必ず樹立することが出来た。(a)と同様、OCT4

や SOX2 の発現 variation は株間で少ないように思える（図 5 右下）。この基盤研究を応用し

て、α1 アンチトリプシン欠損症(論文 3)、１型及び 2 型糖尿病（Stem Cells Trans Med. June 

2012 vol. 1 no. 6 451-461）、頭蓋骨形成異常症(Cellular Reprogramming, Dec;15(6):503-513)、



 

家族性アミロイドポリニューロパチー(FAP) (Stem Cell Res. 2014 Mar;12(2):574-83)、進行性骨

化性線維異形成症(FOP)（Stem Cells. 2012 Nov;30(11):2437-49）、ニーマンピック病タイプ C 

(Stem Cells. 2014 Online, Dec 17)等の疾患由来 iPS 細胞の樹立と疾患の再現、一部創薬およ

び遺伝子治療の試みを他研究者との共著で報告した。現在は原因不明の先天性全身性器

官形成異常および難治性眼科疾患 iPS 細胞の樹立と解析を行い、疾患の発生機序や遺伝的

背景について深く掘り下げる予定である。                         図 5. 

                                                

 

 

テーマ(2) SeV の分化誘導への応用: 

 種々の分化誘導用 SeV ベクターを作製し提供を行った。また、さきがけ研究者の片岡研究

者から etv（ヒト、マウス）遺伝子の提供を受け、etv-SeV による血液細胞の分化誘導を行った

（非公開データ）。 

 

なおテーマ(1)の(a)(b)および(c)(d)の一部は、ディナベック株式会社にて行われ、テーマ(2)の

分化ベクターはディナベック社内で作製された。 

 

３． 今後の展開 

iPS 細胞の樹立に関しては、かなり SeV の応用範囲（動物種・細胞種）が広がり、疾患 iPS

細胞への応用も順調に行われている。今後は、現在検討中の希少疾患の発生機序や原因遺

伝子の同定、創薬などについて掘り下げて検討を行う予定である。また、分化ベクターの成果

が少ないため、現在進行中のプロジェクトを継続実行する予定である。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

基本的には現在の流れ：より効率のよい外来遺伝子フリーな iPS 細胞の樹立法を世界に先

駆け発表し、様々な細胞種への応用、汎用性の高い HLA ホモの iPS 細胞樹立、疾患 iPS 細

胞樹立を通した疾患発症機構の解明と創薬、そして naïve 様 iPS 細胞の簡易樹立法、分化誘

導といった流れを、現在では当たり前になってしまったが、この５年半の技術革新の１つとして

会社の制限の中で実行していった。その根本としてセンダイウイルスベクター(SeV)という優れ

たツールとその改良を特徴としている。研究期間中に modified RNA の技術も報告されてきた



 

が、まだその発現量や簡便さでは SeV は優位であると考えられる。また、なるべく多くの研究

者にこのツールを普及させたいという思いから、様々な研究者に配布、あるいは会社に配慮し

て販売という形で提供を行った。分化ベクターに関しては、増殖する細胞でないと除去が難し

いこと、また温度感受性ベクターを用いると発現量が減少、個別にベクターを作る事の産業上

の制限、複数の因子を順番に発現させる技術的困難などの課題がまだ残っていて成果が充

分でないことが心残りである。科学技術や社会・経済への波及効果は、このベクターを使用す

ることの知財的な制限が撤廃されていけば、すでに率先して初期化ベクターの商品化を行っ

た結果、国内・海外で広く使用されていることを考慮するとかなり大きいのではと思われる。ま

たすでにこのベクターを用いて樹立した疾患 iPS 細胞株は研究者に配布され、創薬研究にも

用いられている。今後は、さきがけ研究で培った研究者ネットワークを継続させ、共同研究な

どでさらに大きな研究の広がりと成果を出したいと考えている。初めて外来因子フリー・高効率

ヒト iPS 細胞樹立を発表した時の、臨床系再生医療研究者の期待に輝く瞳を初心として忘れ

ず、未来の再生医療に貢献していきたい。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

センダイウイルスを用いるiPS作製法を、さきがけ研究者並びに、新しくiPS研究を始めたい

という世界中の研究グループに提供しつつ、方法自体を進化させるという２つのミッションを期

待してさきがけに採択した。論文発表には反映されていないものの、センダイウイルスに基づ

く方法を世界中に普及させた点、またさきがけ研究者の iPS 作製を積極的に手伝った点は評

価している。事実、我が国をはじめ世界中の研究者と行った共同研究が業績として記載されて

おり、当初の期待は十分満たしたのではと思う。さらに、この技術を用いた iPS 作製キット

CytoTune の商品化にこぎつけた点も評価する。商品化については研究者個人の問題ではな

いが、もっと迅速に行うべきだったと感じる。現在 iPS を利用している研究室を見てみると、他

の方法を凌駕できる、さらにいい上市のタイミングがあったのではと残念に思う。 

共同研究だけでなく、個人研究として当初期待した、このシステムの分化誘導などへの新し

い使い方の開発については、５年という十分な時間があったにも関わらず、満足できる結果で

はない。さきがけ以後のキャリアを考えると、この個人研究の部分が一番重要であり、今後は

この点に焦点を絞って、成果をあげてほしい。 
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