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に、分担研究者である大河内は、間葉系細胞
から肝臓細胞へ分化誘導できるシステムと
して、三段階誘導法を開発し、培養開始後、
12 日で肝臓細胞の分化マーカーが発現誘導
可能なプロコールを 2009 年に報告した。 
 以上を背景に、NTP 付加型蛋白質を用いる
ことで、細胞形質転換法の改良を図る。 

  
B．研究方法 
a. ヒト間葉系幹細胞(hMSCs)から肝臓細胞
への分化誘導：ヒト骨髄由来間葉系幹細胞を
96 well collagen coating plate に 2x104 
cells/cm2となるように播種し、1 日間葉系
幹細胞専用培地にて Preculture した。翌日
EGF,b-FGF を含んだ Starvation 培地に交換
し更に 1日間培養を行う。翌日より 1次分化
培地として HGF, b-FGF, nicotinamide を含
んだ培地に交換し培養を継続した。この 1次
分化培地での培養期間の 1 日目に 1 回のみ
NTP 付加型蛋白質を 10 nM、30 nM,50 nM の
濃度で添加した。添加後 3日目の培養後細胞
から RNA を取り、cDNA に逆転写したのち、
qPCRにて種々の肝臓分化マーカーのmRNA発
現量を肝分化の指標として解析した。 

 ダイレクトリプログラミングに用いる因
子は転写因子であり、NTP 等の余分な配列を
タグとして付与すると転写因子としての機
能が損なわれる可能性が考えられる。実際、
iPS 化の実験において、Oct3/4 や Sox2 は N
末側にタグが付くことで、iPS 化因子として
の作用を失う(Konno et al., J Biotechnol. 
154:298-303, 2011)。そこで、NTP 配列と ORF
配列の間に TEV protease 認識配列を組み込
み、細胞内に導入した後、さらに NTP-TEV を
作用させることで、タグを切断するプロトコ
ールを確立した。 

 NTP-TEV は細胞内導入後 24 時間、機能が
持続する。そこで、添加プロトコールとして
NTP付加型蛋白質を培地に添加後3時間で培
地を洗浄し、NTP-TEV を 3 倍モル比添加し、
さらに 3時間後にリンスし、NTP 付加型蛋白
質を添加した。この操作を 1次分化培地で培
養している間、隔日 3 回の投与を行った。1
次 分 化 培 地 で 7 日 間 培 養 後 、 DEX, 
ITS(Insulin / transferrin/ selenium), 
Oncostatin M を含んだ 2 次分化培地に交換
しさらに 7日間まで培養を継続した。二次次
分化培地で7日間培養後の細胞からRNAを取

り、cDNA に逆転写したのち、qPCR にて種々
の肝臓分化マーカーの mRNA 発現量を肝分化
の指標として解析した。 

c.マウス線維芽細胞からのウイルスフリー
iPS の樹立 
 マウス胎児線維芽細胞を 6 well collagen 
coating plate に 2x104 cells/cm2となるよう
に播種し、翌日から NTP 付加型蛋白質一定量
添加した。 
iPS 細胞の樹立には Oct3/4、Sox2、Klf4、
c-Myc(以下 NTP-OSKM)に加えて、iPS 化阻止
因 子 と し て 機 能 す る Mbd3 
（Methyl-CpG-binding domain 3） のドミナ
ントネガティブ体(以下 dMbd3)を用いた。
MBd3 のアミノ酸 1-70 を欠損した分子が、野
生型 Mbd3 機能を阻害することが報告されて
いる。dMbd3 は、培養開始後 12 時間毎に 2
回、投与した。 

 NTP付加型蛋白質を培地に添加し3時間後、
NTP-TEV を 3 倍モル比で添加し、更に 3時間
後に再び NTP 付加型蛋白質を添加した。この
操作を培養開始後、最初の 3日間だけ行った。
その後、ヒト副腎皮質刺激ホルモン(ACTH)
を含む幹細胞培地で 2日間培養し、その後は
ACTH を含まない幹細胞培地で培養を継続し
た。 

 これまでの経験では、14〜21 日程で iPS
様コロニーが出現する。充分な大きさに成長
させた後にピックアップし、剥離液で分散し
た後、96 well plate もしくは 384 プレート
へ播種した。 

 増殖した iPS 細胞は、胚盤胞補完法により
仮親の子宮へと移植する。得られた iPS 細胞
が多能性を有していれば、キメラマウスを得
る事が出来る。さらに、ジャームラインへの
寄与を確認するため、産まれた仔は ICR マウ
スと掛け合わせる。 

d.TALE-VP64を用いた内在性遺伝子の発現誘
導法：ゲノム上の任意の位置に結合するTALE
と転写アクチベーターであるVP64(単純ヘル
ペスウイルス由来転写因子である VP16 を 4
つ連結させた分子)からなる人工転写因子の
機能性も評価した。内在性遺伝子を発現誘導
することは、外来性転写因子を作用させるよ
りも、様々な利点が考えられる (詳細は、「考
察」)。NTP の下流に TALE と VP64 を融合し
蛋白質として発現させた分子を用いて iPS
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を樹立する事を試みた(以下 NTV)。添加因子
として、Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc、dMbd3
の他に Glis-1、L-Myc を用いた。. 

d. NTP を用いたゲノム編集技術の確立：  

hPI4KA 遺伝子は alternative splicing によ
ってlong formとshort formの2種類のmRNA
を転写する。ウイルス感染に関与する long 
form を破壊するため、エクソン 37(Ex. 37)
を 標 的 と し た 人工制限酵素 (platina 
TALEN：ptTALEN)を構築した。ptTALEN は、
山本 卓博士（広島大学大学院理学研究科・
ゲノム生物工学）との共同研究として使用し
た。ヌクレアーゼドメイン(Fok-1)と DNA 認
識ドメインを含む分子を NTP 付加型タンパ
ク質として発現させた(NTP 付加型 ptTALEN)。
大腸菌の発現システムを用いて NTP 付加型
ptTALEN 蛋白質を精製した。この NTP 付加型
ptTALEN タンパク質の機能を確認する為
PGEM-T Easy VectorにTALEのDNA認識配列、
Folk-1 ヌクレアーゼ Cleavage Site を含ん
だ領域をクローニングした(PGEM-T Easy 
hPI4KA Ex37 region)。Cleavage 効率を確認
する為、この確認用 Plasmid を Sca1 によっ
て Linear にしたものを使用した。Linear 
plasmid DNA 500ng に対して精製タンパク質
を各 50 ng 添加し 37 度にて 90 min 反応後、
アガロース電気泳動にて確認した。また、上
記NTP付加型ptTALENタンパク質をPI4KAの
発現が確認されている HeLa 細胞に添加し、
ゲノム編集効率を確認する手法として汎用
される T7E1 Assay 及びシークエンス解析に
て検討した。 

e. マーモセットを用いた安全な肝臓への細
胞移植法の基礎技術の確立 

 分化細胞の評価を行う中動物モデルを確立す
る。本研究では、小型霊長類であるマーモセッ
トに注目した。正常な個体を用いて細胞の移
植実験を行い、移植方法や移植細胞の生着性、
グラフト機能の評価および腫瘍化の有無や
全身への遊走性などレシピエントの安全性
を検証する。 

 

C．研究結果 
a. 間葉系幹細胞からより高機能な肝細胞の
分化誘導法の確立（石坂、大河内）  
 先行研究にいて、HNF3と HNF4は肝臓細
胞の分化形質を維持している可能性が示唆

されている。そこで、この 2つの転写因子に
着目して、NTP 付加型蛋白質としてコムギ胚
芽無細胞系蛋白質発現システムでこれらの
蛋白質を発現・精製し、実験に供した。NTP
付 HNF3と HNF4タンパク質を 3 nM/3 回添
加 /day/3day または、 10 nM/2 回添加
/day/3days で同時に、作用させた。その結
果、培養 15 日後に肝臓分化の指標である
種々の mRNA 発現量の増加を認めた。 
 次に、より強力に分化転換を促すため、NTP
のN末側のTagをグルタチオンSトランスフ
ェラーゼ(GST)ではなく、6xHis Tag に変更
した分子を調整した。大腸菌発現誘導系にて
大量に精製した NTP付加型 HNF3と HNF4蛋
白質を 10ｎM,30ｎM および、50 nM の１回添
加後、肝臓細胞への分化誘導の有無を評価し
た。その結果、添加 3 日目において内在性
HNF3、HNF4及び肝臓分化指標である-フ
ェトプロテイン（AFP）とサイトケラチン
18(CK18)の発現増加を認めた。 

b. TALE-VP64 を用いた内在性遺伝子の発現
誘導 
 NTVシステムで内在性遺伝子発現を誘導で
きるか否かについて、qRT-PCR で検証した。
その結果、NTP に直接転写因子を付加した蛋
白質を使用した場合よりも、より低い濃度で、
内在性遺伝子の発現を誘導することが分か
った。また、添加後 10 日目に、プレート一
枚から全ての細胞を回収し、ウイルス感染群
とOct3/4やSox2の内在性遺伝子発現レベル
を比較した。 
 その結果、NTV 投与群は、ウイルス感染群
と匹敵する遺伝子発現を示す一方、これまで
行ってきた NTP 付き転写因子を作用させた
群では、内在性遺伝子の発現上昇を認めなか
った。 

c. マーモセットに対する安全な肝臓への細
胞移植法の基礎技術の確立 
 正常なマーモセットに対して肝障害性薬剤
を投与して急性肝障害を誘導した。薬剤投与
量に応じて肝酵素および胆道系酵素の上昇
を認め、肝不全により１～３週間で死亡した。
生理的、血液学的データの収集を行い、肝臓
の組織学的検証を行った。 

d. NTP を用いたゲノム編集技術の確立：同
条件にて NTP 付 pt-TALEN タンパク質の
Cleavage 活性を検討したところ NTP 付加型
pt-TALEN も NTP を付加していないものと同
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様の頻度で Cleavage 活性を示すことが確認
された。 
 今回精製した NTP-hPI4Ka Ex. 31 pt-TALEN
は類似した同遺伝子の異なるゲノム部位で
あるエクソン12領域に対しては、ゲノムDNA
の切断を誘導しなかった。 
 
D．考察 
a. hMSCs からの肝臓細胞への分化誘導：蛋
白質ベースによる分化転換法として、NTP 付
加型 HNF3、HNF4を間葉系幹細胞に添加し
た。間葉系幹細胞から肝前駆細胞への既存の
分化誘導プロトコールに沿って培養を継続
したところ、NTP 付加型タンパク質添加群は
未添加群と比較して、肝前駆細胞への早期の
分化誘導を認めた。今回、さらに肝前駆細胞
へのコミットをより早期に実現する為、NTP
の核移行能を最大限に利用できるようにNTP
のN末側のGSTタグを6xHis Tagに変更した。
これまでのGST融合型NTP付加蛋白質を用い
た分化転換法と比較して、6xHis 融合型 NTP
蛋白質は添加後 3 日時点において濃度依存
的に内在性 HNF3、HNF4、及び、肝臓分化
の指標である種々の mRNA 発現量の増加を認
めた。 
 また、ヒト脂肪由来幹細胞に対して同様に
NTP-TEV タンパク質と NTP 付加型の HNF-3β
またはHNF-4αを添加して細胞の変化を観察
したところ、3-dioxygenase(TDO)の発現は影
響されなかったが、HNF-3βと HNF-4α同時
投与では TDO 発現の若干の増加が認められ
た。 

b.TALE-VP64を用いた内在性遺伝子の発現誘
導法： 
 また、今回、iPS 化に必要な遺伝子や HNF3
や HNF4を標的にした NTP 付加型 TALE-VP64
蛋白質も、人工転写因子として機能すること
を認めた。TALE-VP64 による遺伝子発現誘導
は、転写因子そのものを用いるシステムと比
較して、様々な利点が考えられる。例えば、 
i. 内在性遺伝子プロモーター自身からの遺
伝子発現のため、自然な転写後修飾が期待で
きる. 
ii. NTP-TALE-VP64が基本的な構造であり、
発現ベクターの調製や、組み換え蛋白質の精
製をプロトコール化できる。 
iii. 重要な遺伝子の発現に関わるプロモータ
ー配列は、種間で良く保存されているため、

同じ分子を、他の種に由来する細胞に使用で
きる。 
iv. また、実際に添加実験を行った結果、NTV
付き人工転写因子は低濃度で機能すること
も分かった。即ち、標的遺伝子の発現誘導は、
0.25 nMから 3 nMの濃度で可能であった。
一方、転写因子そのものを NTP 付きで作用
する場合には、数十 nMの濃度を要した。こ
のように、NTV システムは利便性に優れて
おり、コムギ胚芽無細胞蛋白質発現系で充分
に対応できるため、迅速に実験を進めること
が可能である。 
v. 臨床展開を視野に入れた際、患者細胞の
培養期間をできるだけ短縮することが重要
である。NTV システムでは、作用後、数時間
以内に目的の遺伝子を誘導できる。以上から、
このシステムには高い、臨床応用性が期待で
きる。 
 次年度では、NTP 付加型蛋白質を作用した
MSC を肝障害モデルマウス(ジフテリア毒素
に対するヒト受容体をアルブミン遺伝子の
下流で発現するマウス：TRECK マウス)に移
植し、生着率、肝障害の軽減の有無及びヒト
アルブミンの検出を解析し、本課題の目標を
達成する。 
c. NTP を用いた蛋白質によるゲノム編集 
今回、大腸菌にて精製した NTP 付加型
pt-TALEN 蛋白質が、標的配列を特異的に切
断することを認めた。また NTP 付き蛋白質が
細胞内に導入されることも確認された。培養
細胞への添加実験においていくつかの変異
株は得ることができたが、ゲノム編集の効率
はまだ十分ではない可能性が危惧される。今
回作成した pt-TALEN コンストラクトは NTP
のN末側に分子量約25kDaの GST-Tagが付い
ている為、NTP の核移行能を阻害している可
能性も考えられる。こちらも NTP の N末側の
Tagをより分子量の小さなものに変更するこ
とで、より核移行能が高まり、TALEN の機能
を活かせることができると推測される。 
 次年度では、TALE システムに加えて、第三
世代の人工制限酵素システムである
Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeat （CRISPR）システムの
有用性も検討する予定である。ひとたび、NTP
付 Cas9 が機能すれば、ガイド RNA を変える
ことで、様々な遺伝子のゲノム編集に応用可
能になる。研究期間中に、基盤技術としての
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有用性を証明したい。 

 
E．結論 
1. NTP 付加型転写因子の投与によって、hMSC
からの肝臓細胞への分化誘導が促進される
傾向を認めた。 
2.NTP付き TALEN蛋白質でゲノム編集を行え
る可能性が明らかになった。 
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