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研究成果の概要（和文）：多能性幹細胞等を分化誘導して分化組織を得る際に、残存未分化細胞によるガン化等のリス
クを減らして安全性を向上させた系を構築することを試みた。我々独自の遺伝子導入系であるSeVdpベクターに、神経
細胞特異的miRNAの標的配列を搭載し、そのベクターを感染させた多能性幹細胞を神経細胞へ分化誘導した。その結果
、分化していない残存未分化細胞にはベクターが持続感染し、分化細胞からはベクターが自動的に除去されていた。そ
の後、ベクターに搭載した自殺遺伝子によって分化細胞の選択を試みたが、未分化細胞のみならず分化細胞も死滅して
しまった。今後は薬剤や分化誘導方法を検討して未分化細胞の選択的除去を可能にしたい。

研究成果の概要（英文）：When we induce differentiated cells from pluripotent stem cells, the risks of tumo
r formation by remained undifferentiated cells must be concerned. To reduce such a risk, we tried to estab
lish a system for elimination of undifferentiated cells in the differentiated tissue using our SeVdp vecto
r system. The SeVdp vector which has the target sequence of neuron-specific miRNA was infected to mouse iP
S cells, and then they were differentiated to neuron. As a result, the vector were automatically removed f
rom neuron while it was persistently infected in undifferentiated cells. But when we tried to select diffe
rentiated cells using negative selection gene from the vector, not only undifferentiated cells but also di
fferentiated cells were killed by the treatment. We plan to investigate other method of differentiation an
d negative selection to selectively eliminate the undifferentiated cells.
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１．研究開始当初の背景 
 胚性幹細胞（ES 細胞）や人工多能性幹細胞

（iPS 細胞）を様々な組織に分化誘導するこ

とが試みられているが、高い分化効率が実現

できない場合が多い。分化効率が低い組織を

移植等に用いた場合、残存未分化細胞による

腫瘍形成等のリスクが高くなる。そのため、

iPS 細胞等を用いた再生医療の実用化のため

には、効率良く安全な分化組織を得る方法を

確立することが必要である。 

 私はこれまでに、幹細胞工学に非常に有用

な特長を多く持つ、「細胞質持続発現型 RNA

ベクター（SeVdp ベクター）」の開発研究を行

ってきた。このベクターは RNA ウイルスであ

るセンダイウイルスの持続感染株 Cl.151 株

から開発したものであり、この Cl.151 株は

野生型センダイウイルスとは異なり、細胞質

内で長期間にわたり持続感染するという特

長を持つ（K. Nishimura, et al. 2007 J. Biol. 

Chem.）。このユニークな特長を持つ Cl.151

株の複数のウイルス遺伝子を外来遺伝子に

置き換えることによって開発したSeVdpベク

ターは、細胞障害無く細胞質内で持続感染し、

さらにセンダイウイルスのL遺伝子に対する

siRNA で持続感染細胞を処理することによっ

てベクターの転写複製を抑制し、最終的にベ

クターを人為的に除去することが可能であ

る（K. Nishimura, et al. 2011 J. Biol. 

Chem.）。 

 このようなベクターの性質を利用し、Oct4、

Sox2、Klf4 および c-myc の 4 つの初期化誘

導遺伝子を同一のゲノムに搭載したSeVdpベ

クターを作製し、iPS 細胞誘導に用いた結果、

従来の誘導方法よりも効率良く、しかもベク

ターゲノムを含まないiPS細胞が誘導できる

ことを明らかにした。また、数時間感染させ

るのみで造血幹細胞に非常に効率良く（>90%）

遺伝子導入が可能であり、その後の分化にも

影響を与えないという知見も得ている（K. 

Nishimura, et al. 2011 J. Biol. Chem.）。

さらに、より簡便にベクターを除去できるよ

うにするため、ES 細胞特異的な miRNA である

miR-302a の標的配列を L遺伝子の 3’-UTR に

挿入したベクターを用いてiPS細胞を誘導し

たところ、初期化に伴って発現した ES 細胞

特異的な miR-302a が L 遺伝子の発現を抑制

し、継代のみで自動的にベクターが除去され

た iPS 細胞を得ることに成功した。 

 
 
２．研究の目的 
 SeVdp ベクターの持つ、幹細胞の分化能に

影響を与えずに持続的に効率良く遺伝子を

導入することが可能である、という特長を生

かして、安全性の高い分化組織を得るために、

残存未分化細胞を除去できる系を構築する。

具体的には、分化組織特異的に発現している

miRNA の標的配列をベクターの L遺伝子の 3’

-UTR に挿入することによって、分化細胞から

はベクターゲノムが自動的に除去されるよ

うにする。それに対し、残存未分化細胞には

ベクターが持続感染することから、ベクター

に negative 選択用遺伝子をあらかじめ挿入

しておくことによって、ベクターが感染して

いる未分化細胞を negative 選択で死滅させ

ることを可能にする。 

 このようにSeVdpベクターの特長を生かし

て、残存未分化細胞による腫瘍原性等のリス

クが少ない分化組織誘導系を確立する。そし

てそれにより、実用的な分化組織を用いた再

生医療の実現を目指す。 

 

 

３．研究の方法 
(1)negative 選択のための P450 遺伝子と、

positive選択のためのBlastcidin耐性遺

伝子を搭載した SeVdp ベクターを構築す

る。 

(2) (1)で構築した positive-negative 選択

ベクターをマウス ES 細胞もしくは iPS 細

胞に感染させ、positive 選択による非感

染細胞の除去、negative 選択による感染

細胞の除去、そして分化能への影響の有無

を確認する。 

(3)神経細胞特異的 miRNA である miR-124 の

標的配列を、(2)のベクターのL遺伝子3’

-UTR に挿入し、そのベクターをマウス ES

細胞もしくは iPS 細胞に感染させた後、

positive 選択によって、すべての ES 細胞

にベクターを感染させる。 

(4)(3)の細胞を培養条件変換によって神経

細胞に分化誘導した際に、誘導された神経



細胞からベクターが自動除去され、残存未

分化細胞にはベクターが感染しているこ

とを確認する。 

(5)negative 選択によって、(4)の細胞集団か

ら未分化細胞を除去できるか確認する。 

 

 

４．研究成果 

(1)神経分化への SeVdp ベクター感染の影響 

 ブラストサイジン耐性遺伝子とP450遺伝

子を同時に発現する SeVdp ベクターを用意

し、それをマウス iPS 細胞に感染させた。

ベクター感染細胞を選択するためにブラス

トサイジンを培地に加えてpositive選択を

行ったところ、ベクター非感染細胞の除去

に成功した。また、ベクター感染によるマ

ウス iPS 細胞の生育阻害等は観察されなか

った。このようにして用意した、すべての

細胞にベクターが感染している細胞群に対

して、次に、P450 遺伝子の基質である

cyclophosphamide を培地に加え、negative

選択の可否を検討した。その結果、数日で

すべての細胞が死滅したことから、１つの

SeVdp ベ ク タ ー を 用 い て 、 positive 

-negative 選択が可能であることを明らか

にした。 

 次に、上記の SeVdp ベクターを持続感染

させたマウスiPS細胞の神経分化を試みた。

胚葉体形成を経て神経細胞への分化を誘導

したところ、胚葉体形成から 2 週間ほどす

ると、ベクター感染、非感染の iPS 細胞と

もに、神経分化が観察された。以上の結果

から、マウス iPS 細胞からの神経細胞の誘

導を、SeVdp ベクターは阻害しないというこ

とを明らかにした。 

(2)ベクター自動除去の確認と分化細胞の選

択 

 神経細胞特異的 miRNA である miR-124 の

標的配列を L遺伝子の 3’-UTR に挿入し、さ

らにブラストサイジン耐性遺伝子とP450遺

伝子、EGFP を発現する SeVdp ベクターを構

築した。 

 次にこのベクターをマウス iPS 細胞に持

続感染させ、(1)と同様に神経細胞に分化誘

導した。その結果、EGFP の蛍光観察から、

miR-124 標的配列挿入ベクターの場合、神経

細胞には持続感染していないことが確認さ

れた。標的配列を挿入していないベクター

を用いた場合は、分化誘導後もベクターが

持続感染していたことから、神経細胞特異

的な miRNA の機能によって、分化細胞から

ベクターが自動除去された可能性が高いこ

とが確認された。 

 さらに、この分化誘導組織からの残存未

分化細胞の除去を、cyclophosphamide を培

地に加えることによって試みた。その結果、

未分化細胞が死滅して培地中に浮遊したが、

分化した神経細胞も浮遊してしまい、分化

細胞のみを選択することはできなかった。

その理由としては、神経細胞が未分化細胞

の塊である胚葉体から派生してきたため、

胚葉体が P450-cyclophosphamide によって

死滅した影響を、神経細胞も受けてしまい、

そのために両方の細胞が死滅してしまった

と考えられた。 

 

 以上の研究結果から、我々独自の SeVdp ベ

クターの特長を生かして、iPS 細胞等から分

化誘導を行った際に、未分化細胞にはベクタ

ーが持続感染するのに対し、分化細胞からは

ベクターを自動除去させることが可能であ

ることが明らかになった。今後は、negative

選択を成功させるために、薬剤の選択や分化

誘導方法の再検討を行い、このような分化細

胞選択系を確立し、未分化細胞を含まない、

安全な分化組織を容易に得ることができる

系の構築したいと考えている。 
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