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緒言 

 

 ネコはイヌと同様、古くからヒトによって家畜化され、ネズミ捕りへの利用を

中心に人類の歴史に深く関わってきた。現代に至っては家畜としてではなく、欠

かすことのできない家族の一員である伴侶動物として幅広く飼育されている。

そのため、小動物臨床ではイヌに次ぐ診療対象となっているが、ネコにおいて特

に多く発生する疾患および品種特異的に見られる遺伝性疾患は、十分に研究さ

れておらず、有効な治療法が存在しないことも多い。また、ヒトと同様、特に重

篤な疾患については臓器移植や細胞移植などが有効と考えられるが、提供動物

の確保が困難であり、これら臓器移植や細胞移植の技術研究も不十分である。さ

らに、ヒト医学ではクロラムフェニコールやピロキシカムなど、グルクロン酸抱

合で代謝される医薬品が広く使用されている。しかし、ネコはグルクロン酸抱合

能が欠損していることから、ヒトと比較してこれら医薬品の代謝速度が遅い

[Court, 2013]。そのため、限られた薬剤しか使用できず、ネコ用医薬品の開発も

重要な課題である。 

 現在、ヒトの医学では幹細胞移植やその分化細胞の移植が再生医療として活

発に研究開発されている。中でも胚性幹細胞(Embryonic Stem Cell；ES 細胞)

や人工多能性幹細胞(Induced Pluripotent Stem Cell；iPS細胞)は無限に増殖し、

一個体形成に必要なすべての細胞種に分化できる能力があることから非常に注

目されている[Evans and Kaufman, 1981; Thomson et al., 1998; Takahashi 

and Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007]。特に iPS細胞は受精卵を使用

せず体細胞から作製でき、倫理的な問題も発生しないため、これらを分化させる

ことで、ドナーの確保が困難な臓器や細胞を作製し、再生医療に応用する方法が

検討されている[Chan et al., 2010; Darabi et al., 2011; Nori et al., 2011; Saito 
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et al., 2011; Yoshida and Yamanaka, 2011; Minami et al., 2012; Song et al., 

2012; Sekine et al., 2012; Takebe et al., 2012]。iPS細胞は初期化因子と呼ばれ

る 4 種類の遺伝子またはタンパク質の働きにより、分化した状態である体細胞

を最も未分化な多能性幹細胞の状態へと変化させることで作製される

[Takahashi and Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007]。したがって、個体

から侵襲性の低い方法で体細胞を採取して iPS 細胞を作製し、様々な細胞種に

分化させることで個体特異的な細胞を移植治療に用いることや、採取困難な体

細胞を研究利用することが可能となった。さらに同様の手法を用いて、遺伝性疾

患を有する個体より iPS 細胞を作製することで、遺伝性疾患の個体と同様の遺

伝子を持つあらゆる細胞種を研究利用することが可能である[Hanna et al., 

2007; Zou et al., 2011; Sánchez-Danés et al., 2012; Castiglioni et al., 2012; 

Camnasio et al., 2012; Luo et al., 2012; Wang et al., 2012]。この手法は実際に

ヒトにおいて iPS 細胞バンクとして運用され、遺伝性疾患の研究および治療薬

の開発に利用されている。また、近年 iPS 細胞を用いた生殖細胞の作製も報告

されており[Hayashi et l., 2011; Hayashi et al., 2012]、絶滅や遺伝的多様性の

喪失が危惧される動物種の保存においてもその利用が検討されている[Liu et al., 

2008; Honda et al., 2010; Ben-Nun et al., 2012; Verma et al., 2012]。 

 しかし、獣医学領域においては代表的なイヌ iPS 細胞の作製は報告されてい

るが[Lee et al., 2011]、ネコ iPS細胞の作製は未だ報告されていない。ネコ iPS

細胞株が作製されれば、品種開発に伴う遺伝性疾患の研究、低費用での新薬開発

に用いる細胞の安定供給、および種の保存が可能となる。また、iPS細胞の作製

時に、ヒトやマウスでは白血病阻止因子(LIF)を培地中に添加することで、iPS細

胞の分化能・増殖能が維持・増強されると報告されている。しかし、ネコ由来の

LIFは作製されておらず、ネコ多能性幹細胞の作製に応用されていない。 



3 

 

本研究では、ネコ iPS 細胞を用いた再生医療を目指し、第 1 章として、ネコ

胎子線維芽細胞に初期化遺伝子を導入し、ネコ iPS 細胞株の樹立を試みた。第

2章として、ネコ iPS細胞株を用いて、基礎研究や臨床応用が期待される神経幹

細胞および血液系細胞への分化誘導を試みた。第 3 章としてネコ iPS 細胞の培

養維持に有用と考えられる LIF 遺伝子のクローニングおよびシークエンス解析

を行い、大腸菌におけるタンパク質発現の誘導および合成タンパク質の LIF と

しての活性の測定を行った。 
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第 1章 レトロウイルスベクターによるネコ iPS細胞株の

樹立 

 

 現在、ネコの多能性幹細胞は ES様細胞が作製されており、ヒト ES細胞と類

似した性質を有することが報告されている[Yu et al., 2008; Gómez et al., 2010]。

しかし、作製された ES様細胞の継代・維持は困難であり、適切な培養条件も明

らかになっていない。一方、ネコ iPS 細胞は未だ作製されておらず、その作製

方法についても検討されていない。 

 iPS 細胞の作製には、体細胞に初期化遺伝子を組み込んだウイルスベクター

[Takahashi and Yamanaka, 2006]やプラスミドを導入する方法[Yu et al., 2009]、

初期化タンパク質を直接的に作用させる方法[Zhou et al., 2009]が使用されてい

る。その中でもウイルスベクターを用いた方法は、初期化遺伝子の安定した発現

と低い細胞毒性が期待できるため、iPS細胞の作製効率が比較的高く、広く用い

られている。 

そこで本章では、最も基本的な iPS 細胞の作製法である、初期化遺伝子と呼

ばれる Oct3/4、Sox2、Klf4、および c-Myc 遺伝子を、レトロウイルスベクター

によりネコ胎子線維芽細胞に遺伝子導入し、ネコ iPS細胞株の樹立を試みた。 
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第 1節 ネコ iPS細胞株の樹立 

 

 ES 細胞や iPS 細胞などの多能性幹細胞の培養には、ウシ胎子血清(FBS)ある

いはノックアウト血清代替物(KSR)を含有する培養液が広く用いられてきた

[Evans and Kaufman, 1981; Thomson et al., 1998; Takahashi and Yamanaka, 

2006; Takahashi et al., 2007]。これらの培養液成分は多能性幹細胞の誘導・維

持に対し、さまざまな影響を与える[Chen et al., 2011]。ネコ ES様細胞におい

ては、KSR添加培地で初代コロニーが得やすいのに対し、FBS添加培地は培養・

維持に適していることが報告されている[Yu et al., 2008]。一方で、ネコ iPS細

胞の作製は未だ報告されておらず、これら培養液成分の影響についても不明で

ある。 

 そこで本節ではネコ胎子線維芽細胞にレトロウイルスベクターにより、初期

化遺伝子を導入して iPS細胞の作製を試みた際に、FBS添加培地および KSR

添加培地を使用し、ネコ iPS細胞株の樹立を試みた。 

 

材料と方法 

 

1. ネコ iPS細胞作製のための準備 

1) ネコ胎子線維芽細胞の培養 

 近郊の開業獣医師により、妊娠約 30 日のネコより摘出された子宮を入手し、

直ちに子宮から胎子を取り出した。取り出したネコ胎子を PBS(-)で洗浄し、胎

子に付着している血液および羊膜を取り除いた。胎子の頭部および内臓を取り

除き、18 G注射針を取り付けたシリンジに胎子を入れ、培養液を注いだ 100 mm
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組織培養皿(AGC テクノグラス社製、千葉)上に注射針の先端から胎子を押し出

した。これを数回繰り返して胎子を細断し、37℃、5%CO2下でフィーダー細胞

培地を使用して培養した。フィーダー細胞培地は Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium(DMEM；Life Technologies社製、San Diego、CA)に 10%(v/v)FBS(PAA 

Laboratories 社製、Pasching、Australia)、100 IU/ml ペニシリンおよび 100 

µg/ml ストレプトマイシン、2 mM L-Glutamine(以上 SIGMA-Aldrich 社製、

St.Louis、MO)を添加して作製した。この初代培養細胞は増殖後、継代を行い、

3代目までに継代した細胞を用いて実験に使用した。 

 

2) SNL細胞の培養・不活化・凍結 

 Health Protection Agency 社(London、UK)より購入した SNL 細胞を 100 

mm組織培養皿を用いて、37℃、5%CO2下で培養・継代を行い、継代後の細胞

をマイトマイシン C で処理することで不活化し、フィーダー細胞として使用し

た。培養液はフィーダー細胞培地を用いた。マイトマイシン C処理は SNL細胞

に 10 µg/ml マイトマイシン協和 C(協和発酵キリン社製、東京)を添加し、37℃、

5%CO2下で 2.5時間培養した。その後、PBS(-)で細胞を 3回洗浄し、0.25%EDTA

トリプシン(SIGMA-Aldrich社製)を用いて細胞を回収し、バンバンカー(リンフ

ォテック社製、東京)を用いて、使用するまで－80℃で凍結保存した。 

 凍結保存した細胞は実験使用前日に 37℃で素早く解凍し、0.1%(w/v)ゼラチン

(和光純薬工業社製、大阪)コートした 35 mm 組織培養皿(AGC テクノグラス社

製)に細胞数が 3.4×105個となるように調節して播種し、使用した。 

 

3) 293FT細胞の培養 

Life Technologies 社より購入した 293FT 細胞を 100 mm 組織培養皿を用い
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て、37℃、5%CO2下で培養・継代し、実験に使用した。培養液は 293FT 細胞培

地を用いた。293FT培地は DMEMに 10%(v/v)FBS、100 IU/mlペニシリンお

よび 100 µg/ml ストレプトマイシン、2 mM L-Glutamine、1 mM Sodium 

Pyruvate(SIGMA-Aldrich 社製)、1 mM 非必須アミノ酸(Life Technologies 社

製)を添加して作製した。また、培養液に 500 µg/ml Geneticin(Life Technologies

社製)を添加し、ベクター保有細胞の選別を行った。0.25%EDTA トリプシンを

用いて細胞を回収し、293FT 細胞培地に 10%(v/v)ジメチルスルホキシド

(DMSO; SIGMA-Aldrich社製)を添加して作製した凍結液を用いて、使用するま

で－80℃で凍結保存した。 

 

4) Platinum-E Retroviral Packaging Cell(Plat-E細胞)の培養 

 CELL BIOLABS 社(San Diego、CA)より購入した Plat-E 細胞を 0.1%(w/v)

ゼラチンコートした 60 mm組織培養皿(AGCテクノグラス社製)を用いて、37℃、

5%CO2下で培養・継代し、実験に使用した。培養液は DMEMに 10%(v/v)FBS、

100 IU/ml ペニシリンおよび 100 µg/ml ストレプトマイシンを添加して作製し

た 10%FBS培地を使用した。また、培養液に 10 µg/ml Blastidin および 1 µg/ml 

Puromycin(SIGMA-Aldrich社製)を添加し、ベクター保有細胞の選別を行った。

細胞の継代は 0.05%EDTA トリプシンを使用した。0.05%EDTA トリプシンを

用いて細胞を回収し、バンバンカーを用いて、使用するまで－80℃で凍結保存

した。 

 

5) プラスミドの分離 

 pLenti6/Ub/mSlc7a1を保有する大腸菌 Stbl3株および pMXs-Oct3/4、pMXs-

Sox2、pMXs-Klf4、および pMXs-c-Myc を保有する大腸菌 DH5α 株(以上、
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Addgene 製、Cambridge、MA)を用いた。これらプラスミド保有大腸菌を滅菌

シャーレ(AGCテクノグラス社製)上のLB寒天培地上にプレーティングし、37℃、

5%CO2下で一晩培養した。LB寒天培地は超純水に 1%(w/v)トリプトン、1%(w/v)

塩化ナトリウム、0.5%(w/v)Extract Yeast Dried(以上、Nacalai Tesque 社製)、

1.5%(w/v)アガー、50 µg/ml アンピシリン(SIGMA-Aldrich社製)を添加して作製

した。 

 シングルコロニーを滅菌爪楊枝でピックアップし、LB液体培地 1.5 ml 中で、

37℃、190 rpm の条件下で 18 時間、振盪培養した。LB 液体培地は超純水に

1%(w/v)トリプトン、1%(w/v)塩化ナトリウム、0.5%(w/v)Extract Yeast Dried、

50 µg/ml アンピシリンを添加して作製した。振盪培養にはバイオシェイカー

(BR-21UM型；タイテック社製、大阪)を用いた。 

Quick Gene SP kit Plasmid Ⅱ(富士フイルム社製、東京)を用いたスピン法に

より、各プラスミドを抽出した。次に分光光度計(ジャスコ V-530型；日本分光

社製、東京)を用いて、抽出液中のプラスミド濃度を測定し、－20℃で凍結保存

した。 

 

 

2. ネコ iPS細胞の作製 

 実験者の安全性と遺伝子導入効率を高めるために、初めに宿主域の広いレン

チウイルスを用いて mslc7a1 遺伝子をネコ胎子線維芽細胞に導入し、マウスエ

コトロピックレセプターをその細胞表面に発現させた。その後、このレセプター

のみを認識するレトロウイルスを用いて細胞の初期化に必要であるマウス

Oct3/4、Sox2、Klf4、および c-Mycの 4遺伝子をネコ胎子線維芽細胞に導入し、

細胞の初期化を行った。実際の実験は以下の通りである。 
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1) レンチウイルスの調整 

 293FT 細胞はその細胞内のプラスミドにレンチウイルスの構造タンパクを産

生する遺伝子を保有しており、レンチウイルスベクターを導入されることで、導

入したレンチウイルスベクターを保有するレンチウイルスを産生することがで

きる。レンチウイルスを産生させるため、100 mm組織培養皿に 293FT 細胞を

3.65×106個播種した。これに対し、Lipofectamine 2000(Life Technologies 社

製)を用いたリポフェクタミン法により、Virapower packaging mix(pLP1、pLP2

および pLP/VSVG；Life Technologies社製)および pLenti6/Ub/mSlc7a1 を遺伝

子導入した。24 時間後に培地交換を行い、さらに 24 時間後に培養上清を回収

し、－80℃で凍結保存した。 

 

2) レンチウイルスの感染(mslc7a1遺伝子の導入) 

 このレンチウイルス液 2 mlと Geneticinを除去した 293FT細胞培地 2 mlと

混合し、さらに Hexadimethirine Bromide(Nacalai Tesque 社製)を最終濃度 4 

µg/ml となるように添加した。このウイルス感染液を 60 mm組織培養皿に 2.85

×105個播種したネコ胎子線維芽細胞に培地交換の際に使用し、37℃、5%CO2下

で培養した。16時間後に PBS(-)で細胞を 3回洗浄し、0.25%EDTAトリプシン

を用いて細胞を回収し、バンバンカーを用いて－80℃で凍結保存した。 

 

3) レトロウイルスの調整 

 Plat-E 細胞はその細胞内のプラスミドにレトロウイルスの構造タンパクを産

生する遺伝子を保有しており、レトロウイルスベクターを導入されることで、導

入したレトロウイルスベクターを保有するレトロウイルスを産生することがで
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きる。レトロウイルスを産生させるため、60 mm 組織培養皿に Plat-E 細胞を

1.3×106 個播種した。これに対し、pMXs-Oct3/4、pMXs-Sox2、pMXs-Klf4、

pMXs-c-Myc、または pMX-GFP(Cell Biolabs 社製)を Fugene 6 transfection 

reagent(Roche社製、Schweiz、Switzerland)を用いて、遺伝子導入した。24時

間後培地交換を行い、さらに 24 時間後に培養上清を回収した。pMXs-Oct3/4、

pMXs-Sox2、pMXs-Klf4、または pMXs-c-Mycを遺伝子導入した Plat-E細胞培

養上清を等量ずつ混合した。 

 

4) レトロウイルスの感染(4遺伝子の導入) 

 凍結保存したレンチウイルス感染済みネコ胎子線維芽細胞を 37℃で素早く解

凍し、35 mm 組織培養皿に細胞数が 1.0×105 個となるように調節して播種し

た。ここに前述のレトロウイルス液(pMXs-Oct3/4、pMXs-Sox2、pMXs-Klf4、

およびpMXs-c-Myc混合物またはpMX-GFP)を培地交換の際に2 ml加え、37℃、

5%CO2 下で培養した。16 時間後に Blastidin および Puromycin を含まない

10%FBS 培地を用いて培地交換し、以後は 2 日ごとに同様の培養液を用いて培

地交換を行った。 

 

5) 最適再播種細胞数の検討 

 レトロウイルスによる 4 遺伝子導入後 6 日に、0.25%EDTA トリプシンを用

いて 4遺伝子を導入したネコ胎子線維芽細胞を回収し、新たな 35 mm組織培養

皿に再播種し、37℃、5%CO2下で培養した。35 mm組織培養皿は 0.1%(w/v)ゼ

ラチンコートし、さらに不活化した SNL 細胞を 3.4×105 個播種したものを用

いた。再播種する際の細胞数を 5.0×103、1.0×104、および 4.0×104個とした。

また、再播種翌日に培養液をヒト ES細胞培地に変更した。ヒト ES細胞培地は
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DMEM Nutrient Mixture F-12 HAM(SIGMA-Aldrich社製)に 20%(v/v)ES細

胞用 FBS(Life Technologies 社製)または KSR(Life Technologies 社製)、100 

IU/mlペニシリンおよび 100 µg/ml ストレプトマイシン、2 mM L-Glutamine、

0.1 mM 非必須アミノ酸、0.1 mM 2-メルカプトエタノール(SIGMA-Aldrich社

製)、10 ng/ml ヒト塩基性線維芽細胞成長因子(bFGF；Repro Tech社製、Coconut 

Creek、FL)を添加して作製した。FBS 添加培地および KSR 添加培地それぞれ

におけるネコ iPS細胞初代コロニー形成に最適な細胞数を検討した。 

 

6) ネコ iPS細胞作製時の培養液の検討 

 上記の実験で最適であると判断した再播種細胞数でネコ iPS 細胞の作製を行

い、FBS 添加培地および KSR 添加培地それぞれにおける初代コロニー形成効

率を検討した。また、継代可能な大きさまで成長した初代コロニー(FBS添加培

地で合計 9個、KSR添加培地で合計 47個)を機械的に細断し、P1として新たな

35 mm組織培養皿で培養した。35 mm組織培養皿は 0.1%(w/v)ゼラチンコート

し、さらに不活化した SNL細胞を 3.4×105個播種したものを用いた。培養液は

初代コロニー形成時と同様のものを使用し、FBS 添加培地および KSR 添加培

地それぞれにおける継代数を検討した。 

 

統計処理 

 iPS 細胞の初代コロニー形成効率は平均値±標準誤差で表し、Statcel2(オー

エムエス出版社製、埼玉)を用いて、スチューデントの t 検定により有意差の検

定を行った。P<0.05の場合に有意差ありとした。 

 

結果 
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1. 最適再播種細胞数の検討 

 FBS添加培地では線維芽細胞の増殖が著しく、高い再播種細胞数ではネコ iPS

細胞コロニーの成長が阻害された(Fig.1-1)。また、再播種細胞数が FBS添加培

地では 5×103個、KSR添加培地では 4×104個の条件が最もネコ iPS細胞初代

コロニーを得やすいことがわかった(Table 1)。 

 

2. ネコ iPS細胞作製時の培養液の検討 

 最適再播種細胞数でネコ iPS 細胞作製を試みたところ、初代コロニー形成効

率は FBS 添加培地では 0.011%(合計 1.4×105個のネコ胎子線維芽細胞から 15

個の初代コロニー)、KSR添加培地では 0.035%(合計 11.2×105個のネコ胎子線

維芽細胞から 396個の初代コロニー)であり、KSR添加培地で有意に(P<0.01)高

かった(Fig.1-2)。しかし、初代コロニー形成時と同様の培地で継代を行ったとこ

ろ、FBS 添加培地のほうが長期継代しやすい傾向が見られた(Fig.1-3)。また、

FBS添加培地でP45まで長期継代できるネコ iPS細胞株を樹立することができ

た。 

 

考察 

 

 本節では、初期化遺伝子をレトロウイルスベクターによりネコ胎子線維芽細

胞に導入し、FBS 添加培地を用いることで、長期継代可能なネコ iPS 細胞株の

樹立に成功した。従来、最も基本的な iPS 細胞の作製法として、増殖力が高く

調整が容易である線維芽細胞に、レトロウイルスを用いて 4 遺伝子を導入する

方法が用いられているが、その際のヒト iPS細胞初代コロニー形成効率は 0.01%
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であることが報告されている[Takahashi et al., 2007]。本研究では、培養液を

FBS または KSR 添加培地として、線維芽細胞の再播種細胞数を検討した結果、

FBS 添加培地を用いた際には高い再播種細胞数で線維芽細胞が著しく増殖し、

iPS細胞コロニーの成長が阻害されることがわかった。これはアカゲザルの iPS

細胞作製の報告と一致する[Liu et al., 2008; Honda et al., 2010]。それに対し、

KSR添加培地では高い細胞数でも iPS細胞コロニーの成長は阻害されなかった。

このことから線維芽細胞の増殖特性は培養液による影響を受けることが示唆さ

れ、再播種細胞数の検討を十分に行うことで iPS 細胞の作製効率を改善するこ

とができると考えられる。さらに、遺伝子導入する細胞の種類に応じた再播種細

胞数の検討が広く研究されれば、iPS 細胞の樹立がより効率化されると思われ

る。 

本研究では KSR 添加培地を用いることで初代コロニー形成効率は 0.035%に

改善されることがわかった。しかし同時に、継代培養には FBS添加培地が適し

ていると考えられた。FBS は生体由来の試薬であり、未知の成分が数多く含ま

れており、既知の成分についてもその正確な濃度については不明である。それに

対し、KSR はその詳細な組成は明らかにされていないものの、多能性幹細胞の

培養に有用な成分を基に作製されている。マウス ES細胞およびネコ ES様細胞

の作製時に KSR 添加培地を用いると、初代コロニー形成効率が改善される[Yu 

et al., 2008; Okada et al., 2010]。また、マウス ES細胞を KSR添加培地で培養

すると FBS添加培地で培養した際と比較して、Erk細胞内伝達系の発現が低下

する[Bryja et al., 2006]。さらに、マウス ES 細胞の作製時に Erk を阻害する

と、その作製効率が上昇する[Buehr and Smith, 2003; Dalton, 2012; Wang et 

al., 2008]。これらの報告から、KSR添加培地においても Erkの発現が低下する

ことで、ES細胞の作製効率が改善されると考えられる。また、Erkは形質転換
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成長因子 β(TGF-β)およびアクチビンによって誘導され[James et al., 2005; 

Ogawa et al., 2007; Watabe and Miyazono, 2009; Pauklin and Vallier, 2015.]、

最終的には創傷の治癒や幹細胞の分化において重要な上皮間葉転換と言われる

変化を引き起こす[Lamouille et al., 2014]。線維芽細胞から iPS細胞を作製する

際には、上皮間葉転換とは逆の反応である間葉上皮転換が必要であり[Li et al., 

2010]、TGF-β およびアクチビンは iPS 細胞の作製効率を低下させることが明

らかになっている[Ichida et al., 2009; Beers et al., 2012]。一方、TGF-βおよび

アクチビンは初期化終了後には iPS 細胞の増殖を促進し、その維持に極めて重

要な働きを示す[Ichida et al., 2009; Beers et al., 2012]。KSRはこの TGFβお

よびアクチビンを含まないことが明らかにされている[Garcia-Gonzalo and 

Izpisúa Belmonte, 2008.]。これらの報告から、KSR添加培地では Erk細胞内

伝達系が TGFβ およびアクチビンによって誘導されず、間葉上皮転換が促進さ

れて初代コロニー形成効率は高かったが、増殖促進作用は不十分であったため

に長期継代は困難であったと推測される。 

今後、FBS 添加培地および KSR 添加培地の組み合わせ、さらには TGF-β や

アクチビン、その阻害剤の添加について検討することで、初代コロニー形成効率

を改善し、長期継代も可能な iPS細胞の培養条件を確立できると考えられる。 

 

小括 

 

ネコ iPS細胞株の樹立を目的とし、初期化遺伝子をレトロウイルスベクター

によりネコ胎子線維芽細胞に遺伝子導入し、樹立に有用と考えられる培地条件

の検討を行った結果、FBS添加培地および KSR添加培地の双方においてネコ

iPS細胞の初代コロニーを得ることができた。また、KSR添加培地が初代コロ
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ニーを得やすい傾向があるのに対し、FBS添加培地はネコ iPS細胞を長期継代

しやすい傾向があることを明らかにした。 

以上の結果、FBS添加培地で 45継代可能なネコ iPS細胞株の樹立に成功し

た。  
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Table・Figure 

 

 

 

 

Fig. 1-1 培養液と再播種細胞数 

(A)KSRまたは(B) FBS添加培地におけるネコ iPS細胞初代コロニー 

(再播種細胞数が 4×104個のときのもの)  Bar = 100 µm  
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 再播種細胞数 

5×103個 1×104個 4×104個 

FBS 4 4 1 

KSR 0 8 8 

 

Table 1 再播種細胞数と iPS細胞コロニー形成数 

35 mm組織培養皿を使用して培養し、倒立顕微鏡下で観察し、 

形態的特徴をもとに判断 

  



18 

 

 

 

 

Fig. 1-2 培養液と iPS細胞初代コロニー形成効率 

＊＊P<0.01、平均±標準誤差 (n = 3) 
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Fig. 1-3 培養液と iPS細胞コロニー継代数 
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第２節 ネコ iPS細胞株の特性解析 

 

 過去の研究において ES細胞の特性解析を行う際には、形態的特徴、未分化マ

ーカーの発現、正常な核型、多能性遺伝子の発現、多分化能などが検討されてい

る[Evans and Kaufman, 1981; Thomson et al., 1998]。さらに、初期化遺伝子

の過剰発現は分化抵抗性を引き起こすと考えられているため、iPS細胞の特性解

析では導入遺伝子の抑制についても評価が行われている [Takahashi and 

Yamanaka 2006; Takahashi et al., 2007]。また、マウスとヒトでは多能性幹細

胞の形態的特徴や増殖特性、発現する未分化マーカー・多能性遺伝子が異なるこ

とが知られている[Ginis et al., 2004; Takahashi et al., 2007]。そのため、マウ

スまたはヒトと同様の性質を有する多能性幹細胞はそれぞれ naïve 型または

primed型と分類され[Hanna et al., 2010]、新たに多能性幹細胞が作製された際

には、マウスおよびヒトの多能性幹細胞と比較する方法が多く用いられている

[Hatoya et al., 2006; Li et al., 2008; Li et al., 2009; Nishimura et al., 2013]。 

本節では、マウスおよびヒト多能性幹細胞を比較対象とし、第 1 節で作製し

たネコ iPS細胞株の特性解析を行った。 

 

材料と方法 

 

1. 形態および未分化マーカーの発現 

 ネコ iPS 細胞株の形態的特徴および未分化マーカーの発現を評価した。形態

的特徴はマウス iPS 細胞またはヒト iPS 細胞と比較を行った。また、ネコ iPS

細胞で見られた形態的特徴が継代および凍結・融解後も維持されているかにつ
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いても評価を行った。凍結処置はガラス化法により行った。すなわち、継代と同

様にネコ iPS 細胞のコロニーを回収し、できる限り培養液を除去した後に凍結

液 200 µl を加え、液体窒素中で速やかに凍結させた。凍結液は DAP213 を使用

した。DAP213は 6 ml ヒト ES細胞培地に 0.59 g アセタミド(SIGMA-Aldrich

社製)を溶解し、さらに 1.42 ml DMSO および 2.2 ml 1,2-プロパンジオール

(SIGMA-Aldrich 社製)を加えて作製し、使用するまで－80℃で保存した。ネコ

iPS細胞は凍結後、液体窒素中で使用するまで保存した。 

 未分化マーカーとして、アルカリフォスファターゼ(ALP)活性および幹細胞マ

ーカーである Stage-Specific Embryo Antigen 1 (SSEA-1)、SSEA-4、Tumor 

Rejection Antigen-1-60 (TRA-1-60)、TRA-1-81、NANOGおよび OCT3/4 の発

現の有無を調べた。ALP 活性は Alkaline Phosphatase Staining Kit Ⅱ

(STEMGENT 社製、Cambridge、MA)を使用して判定を行った。すなわち、A

液と B液を等量ずつ混合して、37℃で 2 分間静置し、さらに C液を等量加えた

ものを染色液とした。この染色液は作製後 30 分以内に使用した。ネコ iPS 細

胞の培養液を除去し、そこに PBSと固定液を等量ずつ加え、37℃で 4 分間静置

した。固定液を除去し、0.05%(v/v)Tween20添加 PBS(-)(PBST)を用いて洗浄し

た後、染色液を加えて室温暗室下で 10 分間静置した。その後、PBS(-)を用いて

2 回洗浄し、顕微鏡下で観察した。また、幹細胞マーカーは免疫染色によりその

発現を評価した。すなわち、ネコ iPS 細胞を PBS(-)で洗浄後、4% パラホルム

アルデヒドを用いて室温下で 5 分間固定した。再び PBS(-)で洗浄後、

0.5%(v/v)PBST(-)を加え、室温下で 5分間静置した。0.1%(w/v)ウシ血清アルブ

ミン(BSA；SIGMA-Aldrich 社製)含有 PBS(-)で洗浄後、10%(w/v)BSA 含有

PBS(-)で 30分間のブロッキング処理を行った。一次抗体として抗 SSEA-1モノ

クローナル抗体(MAB4301；Millipore社製、Billerrica、MA)、抗 SSEA-4モノ
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クローナル抗体(MAB4304；Millipore社製)、マウス抗 TRA-1-60モノクローナ

ル抗体(MAB4360；Millipore社製)およびマウス抗 TRA-1-81モノクローナル抗

体(MAB4381；Millipore社製)を最終濃度 40 µg/ml、ヤギ抗NANOGポリクロ

ーナル抗体(ab77095；Abcam社製、Cambridge、MA)を最終濃度 5 µg/ml、マ

ウス抗OCT3/4モノクローナル抗体(MAB4401; Millipore) を最終濃度40 µg/ml

で加え、37℃下で一晩静置した。0.1%(w/v)BSA 含有 PBS(-)で洗浄後、二次抗

体を加えた。二次抗体として SSEA-1、TRA-1-60および TRA-1-81に対しては

Cy3 標識ヤギ抗マウス IgM モノクローナル抗体(Millipore 社製)を最終濃度 1 

µg/ml、SSEA-4および OCT3/4 に対しては Alexa488 標識ヤギ抗マウス IgGモ

ノクローナル抗体(Life Technologies社製)を最終濃度 1 µg/ml、NANOG に対し

てはPE標識ロバ抗ヤギ IgGポリクローナル抗体(NB7590；NOVUS Biologicals

社製、Littleton、CO)を最終濃度 0.5 µg/ml で使用した。60分間反応後、ProLong® 

Gold antifade reagent with DAPI(Life Technologies 社製)を用いて封入し、共

焦点レーザー顕微鏡(Nikon Clsi型；ニコン社製、東京)を用いて観察した。その

際、ネコ胎子線維芽細胞および二次抗体のみを加えたネコ iPS 細胞をネガティ

ブコントロールとして使用した。 

 

2. 核型解析 

 実験前日にネコ iPS 細胞コロニー全体を、0.1%(w/v)ゼラチンコートした 35 

mm 組織培養皿にフィーダー細胞を使用せずに継代した。コルセミド (Life 

Technologies社製)を最終濃度 0.1 µg/ml となるように培養液に添加し、37℃、

5%CO2下で培養した。2時間後、培養液を除去し、PBS(-)で 2回洗浄を行った。

0.25%EDTA トリプシンで 3 分間処理した後、培養液を加えて細胞を回収し、

4℃、190 x gの条件で 5分間遠心を行った。上清を除去した後、あらかじめ 37℃
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に温めておいた 0.075 M KCl を 2 ml沈渣に加えて撹拌し、37℃下で 5分間静

置した。そこにカルノア固定液を 2 ml静かに重層し、馴染むように混ぜた後に

4℃、190 x gの条件で 5分間遠心を行った。上清を除去した後、カルノア固定液

を 4 ml 沈渣に加えて撹拌し、4℃、190 x gの条件で 5分間遠心を行った。この

作業を 2回実施した。その後、上清を 0.5 ml程度残るように除去し、沈渣を撹

拌することで細胞懸濁液を作製した。次にスライドグラスを置いた試験管ラッ

クを 43℃のウォーターバス中に静置し、このスライドグラスに上記の細胞懸濁

液を約 50 cm 以上の高さから数滴、滴下した。その後、スライドグラスを風乾

し、簡易ギムザ染色を実施した後に顕微鏡を用いて観察した。 

 

3. RT-PCR 

導入 4遺伝子(pMXs-Oct3/4、pMXs-Sox2、pMXs-Klf4、および pMXs-c-Myc)

および内在多能性維持遺伝子(NANOG、OCT3/4、SOX2、KLF4、および c-MYC)

の発現の有無を評価するために、ネコ iPS 細胞より total RNA を抽出し、RT-

PCR を実施した。total RNA は RNeasy Micro(QIAGEN 社製、Hilden、

Germany)を使用し、マニュアルに従い回収した。この回収物は逆転写反応に用

い、cDNA を合成した。逆転写反応は回収物 1 µg に対し、最終濃度で dNTPs 

mixture 0.5 mM、random 9 mer 2.5 µM、ReverTra Ace 5 U/µl、1×RT buffer(以

上、TOYOBO社製、大阪)に RNA free水を加えた総量 20 µlで行った。その後、

Block Incubator(BI535 型；ASTEC社製、福岡)を用いて、30℃ 10分、42℃ 50

分および 99℃ 5分の温度条件で反応させ、使用するまで－20℃で保存した。 

この逆転写反応液 0.5 µl に最終濃度で 1×Blend Taq buffer、Blend Taq 0.025 

U/µl (以上、TOYOBO社製)、dNTPs mixture 0.2 mM、forwardおよび reverse

プライマー 0.5 µMずつに滅菌蒸留水を加えた総量 20 µlで、サーマルサイクラ
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ー(My Cycler；バイオ・ラッドラボラトリーズ社製、東京)を用いて PCRを行っ

た。PCR は 94℃で 2 分加熱後、94℃ 30 秒、アニーリング温度 30 秒、72℃ 

90秒で 42 サイクル行い、その後 72℃で 2分加熱後、使用するまで－20℃で保

存した。対象遺伝子に対して使用したプライマーおよびアニーリング温度は

Table 2に示した。 

PCR増幅産物に loading bufferを適切な濃度で添加し、エチジウムブロマイ

ド(Nacalai Tesque 社製)添加 2%(w/v)アガロース(Nacalai Tesque 社製)ゲルを

用いて電気泳動(100 V、25 分)を行った。UVトランスイルミネーター(DT-20CP

型; ATTO、 東京)を用いて電気泳動後のアガロースゲルを観察し、導入 4 遺伝

子および内在多能性維持遺伝子の検出を行った。 

 

4. 胚様体形成能および三胚葉への分化能の評価 

 ネコ iPS 細胞のコロニーを顕微鏡下でフィーダー細胞から分離し、ゼラチン

コートおよびフィーダー細胞のない滅菌シャーレで、b-FGF 無添加ヒト ES 細

胞培地を用いて 8日間、37°C 5% CO2条件下で浮遊培養し、胚様体形成能を評価

した。さらに、形成させた胚様体を 0.1%(w/v)ゼラチンコートしたカバーガラス

チャンバー(AGC テクノグラス社製)を用いて 8 日間、37°C 5% CO2条件下で接

着培養した。培養液は b-FGF 無添加ヒト ES 細胞培地を用いた。免疫染色は前

述の方法で実施した。ただし、一次抗体としてマウス抗 class3 β-tublin(Tuj1、

神経細胞マーカー)モノクローナル抗体(MAB1637；Millipore社製)を 1000倍希

釈したもの、ウサギ抗 Desmin(中胚葉マーカー)ポリクローナル抗体(ab84990；

Abcam 社製))およびマウス抗 SOX17(内胚葉マーカー)モノクローナル抗体

(ab84990；Abcam社製)を最終濃度 1 µg/mlで使用し、二次抗体として Tuj1お

よび SOX17 に対しては Alexa488 標識ヤギ抗マウス IgG モノクローナル抗体
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を最終濃度 1 µg/ml、Desminに対しては Alexa546 標識ヤギ抗ウサギ IgGモノ

クローナル抗体(Life Technologies社製)を最終濃度 1 µg/ml で使用した。 

 

5. テラトーマ形成能の評価 

 ネコ iPS 細胞を PBS(-)で洗浄し、細胞傷害作用が低いと報告されている

Accutase(ナカライテスク社製)を用いて、37℃条件下で 3 分間処理した[Bajpai 

et al., 2008]。その後、酵素反応を停止させるためにヒト ES細胞培地を添加し

た後、ネコ iPS細胞を回収し、20℃、20 x gの条件下で 2分間遠心した。約 1 × 

107個のネコ iPS細胞を 10 µl DMEM Nutrient Mixture F-12 HAMおよび 10 

µl Matrigel Matrix (BD Biosciences 社製、San Jose、CA、USA)の混合液を用

いて再懸濁し、氷上に静置した。 

 オスの重症複合型免疫不全症マウス(SCID マウス；日本エスエルシー社製、

浜松)に 80 mg/kg ペントバルビタール(共立製薬社製、東京)を腹腔内投与した

後、下腹部正中線に沿って切開を行い、開腹した。脂肪体とともに精巣を腹腔外

に引き出し、先ほどの懸濁したネコ iPS細胞を精巣表層部へ注入した。その後、

引き出した精巣は正常位置へと戻し、腹壁および皮膚をそれぞれ 20mm 丸針付

き 4-0 ポリグリコール酸合成吸収性縫合糸(河野製作所社製、千葉)および

17mmBB丸針付き 4-0ポリプロピレン非吸収性縫合糸(Johnson & Johnson社

製、New Brunswick、NJ)で縫合した。マウスは体温低下を防ぐ目的で、覚醒ま

で保温電球で 38℃前後に保温した。12週間後に頚椎脱臼による安楽殺を実施し

て解剖し、テラトーマ形成の有無を確認した。 

 

結果 
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1. 形態および未分化マーカーの発現 

 長期継代できたネコ iPS 細胞コロニーは核/細胞質比が大きく、核小体が明瞭

であり、細胞間密度が高く、細胞間境界が明瞭である細胞で構成されており、ヒ

ト ES 細胞と類似した形態を有していた(Fig.2-1)。この形態的特徴は 45 継代し

た後および凍結・融解後も変化は見られなかった(Fig.2-2)。ALP 染色には陽性

を示し(Fig.2-3A)、幹細胞マーカーは SSEA-4、TRA-1-60、TRA-1-81、NANOG、

OCT3/4 に陽性の細胞が確認できた(Fig.2-3B-H)。一方で SSEA-1には陰性を示

した(Fig. 2-3I)。 

 

2. 核型解析 

核型解析では 2n = 38 XY型の核型を示し、染色体に明らかな異常は確認され

なかった(Fig.2-4)。 

 

3. RT-PCR 

導入 4遺伝子(pMXs-Oct3/4、pMXs-Sox2、pMXs-Klf4、および pMXs-c-Myc)

および内在多能性維持遺伝子(NANOG、OCT3/4、SOX2、KLF4、および c-MYC)

の発現の有無を RT-PCR で解析したところ、継代を重ねるにつれて導入 4 遺伝

子は検出されなくなったが、すべての継代数で内在多能性維持遺伝子は検出さ

れた(Fig.2-5)。 

 

4. 胚様体形成能および三胚葉への分化能の評価 

胚様体を介した分化誘導を行ったところ(Fig.2-6A)、神経様や上皮様などの多様

な形態を示す細胞群が得られた(Fig.2-6B,C)。本細胞群には class3 β-tublin(外

胚葉マーカー)、SOX17(内胚葉マーカー)または Desmin(中胚葉マーカー)に対す
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る免疫染色に陽性を示す細胞が確認された(Fig.2-6D-F)。 

 

5. テラトーマ形成能の評価 

 12 週後に SCID マウスを解剖して精巣を肉眼的に観察したが、テラトーマの

形成は確認されなかった。 

 

考察 

 

本節では、第 1節で作製したネコ iPS細胞株は増殖特性・凍結融解への耐性・

未分化マーカー・核型・導入遺伝子および内在多能性維持遺伝子の発現状態・分

化能において、ヒト多能性幹細胞と類似した特性を有していることを明らかに

した。すなわち、本研究で樹立した細胞株はヒト ES細胞と同様に扁平なコロニ

ーを形成して増殖する特性を有しており、コロニーがドーム状の形態を示し、1

個の細胞で継代・培養可能なマウスES細胞とは異なる性質を示した[Takahashi 

and Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007]。また、これらの形態的特徴およ

び増殖特性は凍結・融解を行った後にも変化は認められず、細胞株として維持が

可能であると考えられた。化学染色および免疫染色では未分化マーカーである

ALP、SSEA-4、TRA-1-60、TRA1-81、NANOGおよび OCT3/4に陽性、SSEA-

1に陰性を示し、未分化な状態であることが確認できた。ネコ iPS細胞株で発現

する未分化マーカーはヒト ES細胞と一致し、マウス ES細胞と異なることが明

らかとなった[Ginis et al., 2004; Takahashi et al., 2007]。一方、ネコ ES様細

胞の未分化マーカーについて、同一の抗体を使用しているにもかかわらず、Yu

らは SSEA-1および SSEA-4陽性、Gómezらは SSEA-1陽性かつ SSEA-4陰性

であると報告している[Yu et al., 2008; Gómez et al., 2010]。本研究においても、
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同一の抗体を使用しているが、ネコ iPS 細胞株は SSEA-1 陰性かつ SSEA-4 陽

性であり、いずれの報告とも異なる未分化マーカーの発現パターンを示した。ネ

コ多能性幹細胞の真の未分化マーカーを決定するには、多能性幹細胞の性質で

ある自己複製能と三胚葉への分化能を有する細胞を使用することを前提とし、

さらに naïve型あるいは primed型であるかについても考慮する必要がある。本

研究のネコ iPS細胞株は形態的特徴および増殖特性から判断し、primed型であ

ると考えられる。また、同時に発現が認められた NANOGおよび OCT3/4 は高

い未分化性の指標とされることから、ネコ iPS 細胞株は primed 型の中でも高

い未分化性を有していると考えられる[Chambers et al., 2007; Silva et al., 

2009; Theunissen et al., 2011]。 

長期継代した細胞では染色体の異常が発生しやすいことが報告されており

[Tomioka et al., 2010]、染色体異常を有する iPS細胞は腫瘍化または分化させ

た際に目的とする細胞の性質が得られないといった危険性が考えられることか

ら、核型分析は iPS細胞の樹立において重要とされている。本研究で樹立した

iPS細胞株は正常な核型を示しており、明らかな染色体異常は認められなかっ

た。今後、遺伝子レベルでの変異についてはより慎重な検討が必要である。 

また、本研究で遺伝子導入に用いたベクターはレトロウイルスのプロモータ

ーを有するため、継代を重ねてもその遺伝子発現が抑制されない場合には分化

誘導に対する抵抗性、または分化した場合でも遺伝子発現が強力に維持され、分

化細胞の腫瘍化または性質の変異を示す危険性が考えられる[Verma et al., 

2012]。本研究で樹立した細胞株は RT-PCR では導入 4 遺伝子が検出されずそ

の発現の抑制が示唆され、反対に内在多能性遺伝子である NANOG、OCT3/4、

SOX2、KLF4、および c-MYCが検出された。これまで樹立されたブタやイヌの

iPS細胞は、導入 4遺伝子の発現抑制が不十分であったが[Wu et al., 2009; Bao 
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et al., 2011; Ben-Nun et al., 2011; Verma et al., 2012]、ネコ iPS細胞は外来遺

伝子によらず、内在多能性遺伝子によって維持可能であることが示された。 

ネコ iPS 細胞株は浮遊培養で胚様体を形成し、さらに接着培養することで外

胚葉マーカー、内胚葉マーカー、または中胚葉マーカーに陽性を示す細胞へ分化

した。ネコ ES様細胞を含め、不完全な多能性幹細胞は一部胚葉への分化が不可

能であることが多いが[Yu et al., 2008; Gómez et al., 2010]、本研究のネコ iPS

細胞は目的の細胞に分化させて使用できる可能性が示された。一方、ネコ iPS細

胞株を SCID マウスに投与したが、テラトーマの形成は認められなかった。テ

ラトーマ形成能はヒトやマウスの多能性幹細胞で報告されており、高い未分化

性の指標とされている[Lyman et al., 1993; Hannum et al., 1994]。ブタやイヌ、

ユキヒョウの iPS 細胞においても、テラトーマ形成が報告されているが、これ

らの iPS細胞の導入遺伝子は抑制されていない[Wu et al., 2009; Verma et al., 

2012; Koh et al., 2013]。そのため、ヒトやマウス以外の動物種で、導入遺伝子

が抑制された iPS 細胞がテラトーマ形成能を有するかについては慎重な検討が

必要である。 

 

小括 

 

本節では、マウスおよびヒト多能性幹細胞を比較対象とし、第 1 節で作製し

たネコ iPS 細胞株の特性解析を行った。その結果、本細胞株は増殖特性・凍結

融解への耐性・未分化マーカー・核型・導入遺伝子および内在多能性維持遺伝子

の発現状態・分化能において、ヒト多能性幹細胞と類似した特性を有していた。 

以上の結果から、ヒトと同様に最も基本的なレトロウイルスにより 4 遺伝子

を導入する方法を用いても、ネコ primed iPS細胞株を作製できることが示され
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た。  
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Table・Figure 

プライマー名 塩基配列 目的遺伝子  

Oct3/4-S695 TTG GGC TAG AGA AGG ATG TGG TTC transgene Oct3/4 64℃ 

Sox2-S768 GGT TAC CTC TTC CTC CCA CTC CAG transgene Sox2 51℃ 

Klf4-S1236 GCG AAC TCA CAC AGG CGA GAA ACC transgene Klf4 67℃ 

c-Myc-S1093 CAG AGG AGG AAC GAG CTG AAG CAG transgene c-Myc 53℃ 

pMX-AS3200 TTA TCG TCG ACC ACT GTG CTG CTG transgene reverse   

Felis-NANOG-for AAG AAG GAC GAT CCA GCT CA Endogenous 

NANOG 
68℃ 

Felis-NANOG-rev GCC ACC TCT TGC ATT TCA TT 

Felis-OCT3/4-for GGA GTC CCA GGA CAT CAA AG Endogenous 

OCT3/4 
69℃ 

Felis-OCT3/4-rev GCC TGC ACA AGT GTC TCT GC 

Felis-SOX2-for CAT CAC CCG CAG CAA ATG A Endogenous 

SOX2 
61℃ 

Felis-SOX2-rev AAG AAG TCC AGG ATC TCT CAT AAA 

Felis-KLF4-for ACC GCT CCA TTA CCA AGA GC Endogenous 

KLF4 
61℃ 

Felis-KLF4-rev ATG CCT GGT CAG TTC GTC AG 

Felis-c-MYC-for CTC CTC TGG CGT TCC AAG A Endogenous 

c-MYC 
61℃ 

Felis-c-MYC-rev AGA TCA GCA ACA ACC GCA AA 

Felis-GAPDH-for AAG GTC ATC CCA GAG CTG AA Endogenous 

GAPDH 
64℃ 

Felis-GAPDH-rev GCG TCG AAG GTG GAA GAG T 

 

Table 2 プライマーの塩基配列とアニーリング温度 
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Fig. 2-1 ネコ iPS細胞コロニーの形態 

(A) P2のネコ iPS細胞コロニー 

(B) (A)の拡大写真 

Bar = 100 µm 
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Fig. 2-2 P20のネコ iPS細胞コロニー 

Bar = 100 µm  
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Fig. 2-3 ネコ iPS細胞の未分化マーカー発現 

(A)アルカリフォスファターゼ染色 

(B) DAPI(核；青)および SSEA-4(幹細胞マーカー；緑) 

(C) DAPI(核；青)および TRA-1-60(幹細胞マーカー；赤) 

(D) DAPI(核；青)および TRA-1-81(幹細胞マーカー；赤) 

(E, F) NANOG(幹細胞マーカー；緑)または DAPI(核；青) 

(G,H) OCT3/4 (幹細胞マーカー；緑)または DAPI(核；青) 

(I) DAPI(核；青)および SSEA-1(幹細胞マーカー；赤) 

Bar = 20 µm (B-D, I) または 100 µm (A, E-H) 
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Fig.2-4 P20のネコ iPS細胞の核型解析(n = 42) 
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Fig. 2-5 ネコ iPS細胞株の遺伝子発現 

ネガティブコントロールとしてネコ胎子線維芽細胞(ネコ EF)、 

ポジティブコントロールとして遺伝子導入に用いたベクターを使用。 
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Fig. 2-6 ネコ iPS細胞株の分化能 

(A)胚様体  

(B)神経細胞様細胞  

(C)上皮細胞様細胞  

(D)class3 β-tubulin(Tuj1；神経細胞マーカー) 

(E)Desmin(中胚葉マーカー)  

(F)Sox17 (内胚葉マーカー)  

Bar = 20 µm  
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第 2章 ネコ iPS細胞株の多分化能の評価 

 

 iPS 細胞の応用として、目的に応じて分化させた細胞を移植治療に用いたり、

研究利用することが期待されている。そのため、ヒトでは樹立した多能性幹細胞

株を神経細胞や血液系細胞、心筋細胞など様々な細胞へ分化誘導する方法が確

立され[Klimchenko et al., 2009; Chan et al., 2010; Darabi et al., 2011; Nori et 

al., 2011; Yoshida and Yamanaka, 2011; Minami et al., 2012]、基礎研究から臨

床応用まで幅広く、分化細胞の利用が計画されている。一方、ネコ ES様細胞は

特定の細胞への分化誘導は試みられてない[Yu et al., 2008; Gómez et al., 2010]。 

ネコゲノムの解析により、ネコにもヒトと同様の原因遺伝子による遺伝性神

経疾患が多く存在することが明らかとなっている[O'Brien et al., 2002]。しかし、

適切な細胞モデルが確保できないなどの理由から、その機序や治療に関する研

究は十分になされていない。マウスなどのげっ歯類やヒトでは、生体から自己複

製能を有する神経幹細胞が単離され、これを分化誘導して得た神経細胞やアス

トロサイト、オリゴデンドロサイトが中枢神経の細胞モデルとして応用されて

いる[Eriksson et al., 1998; Goldman, 1998]。しかし、ネコ神経幹細胞の単離は

報告されておらず、その培養・維持についても検討されていない。さらに、ヒト

やマウスでは多能性幹細胞から神経幹細胞への分化誘導法も確立され、生体を

傷害することなく、神経系細胞を得ることが可能となっている[Bain et al., 

1995; Okabe et al., 1996; Kawasaki et al., 2000; Tropepe et al., 2001]。 

また、ヒト医療と同様に獣医療でも、慢性腎臓病や血液疾患など重篤な貧血を

引き起こす疾患が問題となっており、この治療として輸血が行われている。ヒト

医療ではドナーから採取した血液を検査・保存・共有する血液バンクが確立され、

臨床現場で安全かつ安定した血液製剤の利用が可能となっている。しかし、獣医
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療には法的に認可を受けた血液バンクが存在しない。さらに、ネコでは猫白血病

ウイルスや猫免疫不全ウイルスが血液を媒介して伝搬し、治療法のない重篤な

感染症を引き起こす[Reine, 2004; Wardrop et al., 2005]。また、ネコは初回の

輸血であっても血液型が適合していないと拒絶反応が起こることから、保有率

の低いB型およびAB型のネコに対する輸血治療はさらに困難である[Auer and 

Bell, 1983; Giger and Bücheler, 1991; Griot-Wenk and Giger, 1995]。そのた

め、新たな輸血用血液の供給システムの開発が待ち望まれている。 

これらの問題に対し、ネコ多能性幹細胞から神経幹細胞および赤芽球系細胞

への分化誘導法が確立されれば、ネコにおいても神経疾患モデル細胞や感染症

フリーな輸血用血液の安定供給が利用可能となると考えられる。 

 そこで本章では、第 1 章で樹立・解析したネコ iPS 細胞株を用いて、遺伝性

疾患の研究や輸血治療で重要と考えられる神経幹細胞および赤芽球系細胞への

分化誘導を試みた。 
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材料と方法 

 

１. 神経幹細胞への分化誘導 

 ネコ iPS 細胞株の神経幹細胞への分化誘導は、ヒト ES 細胞での方法を参考

にして行った[Okuno et al., 2009.]。ネコ iPS細胞のコロニーを顕微鏡下でフィ

ーダー細胞から分離し、ゼラチンコートおよびフィーダー細胞のない無処理 60 

mm ディッシュ(AGC テクノグラス社製)で、ラット胎子アストロサイト培養上

清(nerve-cell culture medium; 住友ベークライト社製、東京)を用いて 10日間、

37°C 5% CO2条件下で浮遊培養した。毎日、終濃度 20 ng/mlのヒト bFGF を添

加した。また、2日毎に同培地の培養液を半量交換した。次に、形成された細胞

塊を 10 μg/ml ラミニン(AGC テクノグラス社製)でコートした 35 mm L-

lysine coated dishes (AGCテクノグラス社製)に継代した。継代後は神経幹細胞

維持培地を用いて、細胞塊を 37°C 5% CO2条件下で培養した。神経幹細胞維持

培地はNeurobasal Medium (Life Technologies社製)に 100 IU/ml ペニシリン、

100 µg/ml ストレプトマイシン、2 mM L-グルタミン、および B-27®supplement 

(Thermo Fisher Scientific 社製)を添加して作製した。毎日、終濃度 20 ng/ml 

bFGF および 20 ng/ml ヒト上皮成長因子(EGF；SIGMA-Aldrich 社製)を添加

した。また、2日毎に同培地の培養液を半量交換した。 

7日間培養の後、細胞塊の周縁部から増殖した細胞の免疫染色を前節と同様に

して実施した。一次抗体として、ウサギ抗 Nestinポリクローナル抗体(MAB353; 

Millipore社製)を最終濃度 1 μg/mlで使用し、二次抗体として Alexa546 標識ヤ

ギ抗ウサギ IgGモノクローナル抗体を最終濃度 1 μg/mlで使用した。 

 

2. 赤芽系細胞への分化誘導 
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 ネコ iPS 細胞株の赤芽球形細胞への分化誘導は、ヒト多能性幹細胞での方法

を参考にして行った[Grigoriadis et al., 2010]。ネコ iPS細胞のコロニーを顕微

鏡下でフィーダー細胞から分離し、ゼラチンコートおよびフィーダー細胞のな

い滅菌シャーレで、b-FGF 無添加ヒト ES 細胞培地を用いて 5 日間、37°C 5% 

CO2条件下で浮遊培養し、胚様体を作製した。次に、血液分化培地を用いて、作

製した胚様体を 37°C 5% CO2 条件下で浮遊培養した。血液分化培地は Stem-

Pro-34 (Life Technologies 社製) に 100 IU/ml ペニシリン、100 µg/ml ストレ

プトマイシン、2 mM L-グルタミン、50 mg/ml アスコルビン酸(SIGMA-Aldrich

社製)、50 mM モノチオグリセロール(SIGMA-Aldrich社製)、および 10% (v/v) 

FBS を添加して作製した。その際、想定される血液系細胞への分化段階に応じ

て、以下に示す種々のサイトカインの組み合わせを培地へ添加した。血液分化培

地での浮遊培養開始日に 10 ng/ml ヒト骨形成タンパク質 4 (BMP4; R&D 

systems社製、Minneapolis、MN、USA)、1日後に 10 ng/ml BMP4 および 5 

ng/ml bFGF、4 日後に 1 ng/ml bFGF、10 ng/ml イヌ血管内皮細胞増殖因子

(VEGF; R&D systems 社製)、100 ng/ml イヌ stem cell factor (SCF; R&D 

systems 社製)、5 ng/ml ヒト interleukin 11 (IL-11; R&D systems 社製)、10 

ng/ml ネコ  IL-6 (R&D systems 社製 )、および 40 ng/ml イヌ IL-3 

(MyBioSource社製、San Diego、CA、USA)、8日後に 10 ng/ml VEGF、100 

ng/ml SCF、5 ng/ml IL-11、10 ng/ml IL-6、40 ng/ml IL-3、20 ng/ml イヌエ

リスロポエチン(EPO; R&D systems社製)、および 50 ng/ml ヒトトロンボポエ

チン(TPO; R&D systems社製)を使用した。 

浮遊培養 18日後に、細胞塊を回収してピペッティングにより解離し、35mm

組織培養皿を用いてメチルセルロース培地中(STEMCELL technologies 社製 

Vancouver、Canada)で 10 日培養した。形成されたコロニーを光学顕微鏡下で
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観察した後、PBS(-)で洗浄した。さらにピペッティングにより細胞を解離し、

Shandon Cytospin 4 (Thermo Fisher Scientific 社製)を用いて細胞をスライド

グラス上に塗布した。細胞はライトギムザ染色を実施した後に光学顕微鏡を用

いて観察した。 

 

結果 

 

1. 神経幹細胞への分化誘導 

 ネコ iPS 細胞株をアストロサイト培養上清で 10 日間浮遊培養することによ

り、浮遊細胞塊(neurosphere)を得た(Fig.3-1A)。さらに、neurosphereを神経幹

細胞維持培地で接着培養をすることで、紡錘形の細胞が得られた(Fig.3-1B)。本

細胞は神経幹細胞マーカーである Nestinに陽性を示した(Fig.3-1C)。 

 

2. 赤芽系細胞への分化誘導 

 メチルセルロースコロニーアッセイの結果、赤芽球系の前駆細胞からなる

CFU-E に類似したコロニーを得ることが出来た(Fig.3-2A)。また、そのコロニ

ーは多数のマクロファージ様細胞と少数の赤芽球様細胞で構成されていた

(Fig.3-2B, C)。 

 

考察 

 

本章では、第 1 章で樹立したネコ iPS 細胞株を用いて、遺伝性疾患の研究や

輸血治療で重要と考えられる神経幹細胞および赤芽球系細胞への分化誘導を試
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みた結果、神経幹細胞、マクロファージ様細胞、赤芽球様細胞に分化誘導するこ

とに成功した。多能性幹細胞を神経幹細胞へ分化誘導する方法として、胚様体形

成法[Okabe et al., 1996]、レチノイン酸法[Bain et al., 1995]、Stromal Cell-

Derived Induction Activity(SDIA)法[Kawasaki et al., 2000]、無血清法[Tropepe 

et al., 2001]など、いくつかの報告がある。しかし、これらの手法は長期の培養

期間やフィーダー細胞を必要とするなど、非常に煩雑であった。そこで、本研究

では短時間で簡便であるという点に着目し、これまでに当教室で行ってきたラ

ット胎子アストロサイト培養上清である nerve-cell culture mediumを用いた分

化誘導法を採用した[Okuno et al., 2009]。アストロサイトが分泌するさまざま

な成長因子は神経細胞への分化促進、神経以外の細胞種への分化抑制、神経保護

効果などの作用を有することから[Miyamoto et al., 1993; Mitoma et al., 1998; 

Lein et al., 2002; Lafon-Cazal et al., 2003; Kato et al., 2006]、本培養液は神経

幹細胞への分化誘導に用いられている。今回、神経幹細胞マーカーである Nestin

に陽性を示す多数の紡錘形細胞を得られたことから、本分化誘導法はネコ iPS

細胞にも有用であると考えられる。しかし、真に神経幹細胞と同定するためには、

神経細胞、アストロサイト、オリゴデンドロサイトへの分化能[Eriksson et al., 

1998]、さらにはホールセルパッチクランプ法による神経細胞の機能評価など

[Song et al., 2012]、さらに慎重な検討を行う必要がある。 

多能性幹細胞を血液細胞へ分化誘導する方法として、他の細胞との共培養

[Klimchenko et al., 2009; Dias et al., 2011]とサイトカイン添加培地の使用

[Chang et al., 2006; Chang et al., 2010]が報告されている。共培養法では、マ

ウス骨髄間質細胞に由来し、造血サイトカインを産生する OP9細胞が主に用い

られており、血液系細胞への分化誘導効率が比較的高い[Nakano et al., 1994; 

Palacios et al., 1995]。しかし、異種動物由来細胞を共培養に用いると、細胞移
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植時に免疫反応を引き起こす可能性が指摘されている[Ellerström et al., 2006; 

Wang et al., 2012]。そこで本研究では、ネコ iPS細胞株から血液系細胞を作製

した後、生体移植することを想定し、サイトカイン添加培地による方法を採用し

た。骨髄における造血幹細胞の維持・分化は、サイトカインや酸素の濃度、他の

骨髄細胞との相互作用などの微小環境(ニッチ)によってコントロールされてい

る[Méndez-Ferrer et al., 2010; Hoggatt and Pelus, 2011]。そのため、多能性幹

細胞から血液系細胞を分化誘導するには、この骨髄ニッチを再現することが重

要であると考えられる[Grigoriadis et al., 2010]。本研究においても、種々のサ

イトカインを段階的に培地へ添加することで骨髄ニッチに近い環境を再現し、

ネコ iPS 細胞株を血液系細胞に分化誘導できたと考える。形成された造血コロ

ニーはやや赤みを帯びていたことから CFU-Eであると考えられた。しかし、構

成細胞の解析ではマクロファージ様細胞が多く認められ、赤芽球系細胞は少な

かった。この結果は本研究が参考にしたヒト多能性幹細胞を血液系細胞に分化

誘導した報告と一致する[Grigoriadis et al., 2010]。より効率的に赤芽球系細胞

を得るためには、赤芽球系への分化を促進、あるいはマクロファージへの分化を

抑制する必要があると考えられる。赤芽球系への分化誘導には FLT-3L がしば

しば用いられている[Lyman et al., 1993; Hannum et al., 1994]。FLT-3Lは造

血幹細胞の増殖を促進し、さらに kitリガンドと協調することで BFU-Eを増加

させることが報告されている[Lyman et al., 1993; Hannum et al., 1994]。本研

究では FLT-3Lを添加していない。今後、ネコにおける FLT-3Lの使用法を検討

することで、赤芽球系への分化誘導効率の改善が期待される。マクロファージへ

の分化ではマクロファージコロニー刺激因子（M-CSF）が重要であり[Tushinski 

et al., 1982]、その作用を阻害することでマクロファージへの分化を抑制できる

ことが報告されている[Minehata et al., 2002; Hu et al., 2015]。また、M-CSF
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を産生しない OP9 細胞との共培養あるいは培養上清の利用を検討することで、

赤芽球系細胞への分化誘導効率が改善できると考えられる[Vodyanik et al., 

2005]。 

また、ヒトおよびマウスの多能性幹細胞は三胚葉への分化能を有していても、

細胞株間で分化傾向に差があることが報告されている[Hu et al., 2010; Kim et 

al., 2010]。マウス iPS細胞では、継代培養を重ねることで分化傾向の差は徐々

に小さくなり、16継代後には認められなくなった[Polo et al., 2010]。本研究で

は 20継代以降のネコ iPS細胞株を分化研究に使用しているため、分化傾向に対

する影響はごくわずかであると考えられる。 

 

小括 

 

本節では、ネコ iPS細胞株を用いて、遺伝性疾患の研究や輸血治療で重要と

考えられる神経幹細胞および赤芽球系細胞への分化誘導を試みた。その結果、

培養条件を変更することで、神経幹細胞マーカーNestinに陽性を示す紡錘形細

胞、マクロファージ様細胞、赤芽球様細胞に分化誘導できた。 

以上の結果より、ネコ iPS細胞株を神経幹細胞および血液系細胞に分化誘導

できることが示された。 
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Figure 

 

 

Fig. 3-1 ネコ iPS細胞株の神経幹細胞への分化誘導 

(A)neurosphere 

(B)紡錘形細胞  

(C)DAPI(核；青)および Nestin (神経幹細胞マーカー；赤)   

Bar = 20 µm 
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Fig. 3-2 ネコ iPS細胞株の血液系細胞への分化誘導 

(A)CFU-E様のコロニー  

(B)マクロファージ様細胞   

(C)赤芽球様細胞   

Bar = 20 µm 
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第 3章 多能性維持タンパク質 LIFの作製 

 

LIFは IL-6ファミリーに分類され、マウス骨髄性白血病細胞を分化誘導する

サイトカインとして発見された[Gough et al., 1987]。その後の研究により、LIF

は単球や巨核球、神経系細胞、骨芽細胞、卵細胞、肝細胞、脂肪細胞、ES細胞、

iPS 細部など LIF レセプターを有する幅広い細胞種に対して生理活性を示すこ

とが明らかとなっている[Evans and Kaufman, 1981; Williams et al., 1988; 

Metcalf and Gearing, 1989; Hilton et al., 1991; Takahashi and Yamanaka, 

2006]。LIF の作用は多くが他の IL-6 ファミリーと共通であるが、LIF 特異的

な作用としてマウス多能性幹細胞の多能性・増殖能の維持が知られている

[Evans and Kaufman 1981; Williams et al., 1988; Auernhammer and Melmed, 

2000; Takahashi and Yamanaka 2006; Mo et al., 2010]。 

多能性幹細胞の多能性・増殖能は、分化させた細胞を細胞移植源や基礎研究の

材料として利用する際に極めて重要となる特性である。しかし、マウスとヒトま

たは他の動物種では、多能性幹細胞の培養条件および特性が異なることが報告

されている[Ginis et al., 2004]。従来、ヒトや他の動物種の多能性幹細胞は LIF

ではなく b-FGF によって維持される primed 型であり、マウス多能性幹細胞の

ような naïve 型と比較して多能性と増殖能が低いとされてきた[Honda et al., 

2010; Dahéron et al.,2004; Xu et al., 2005]。本研究で樹立したネコ iPS細胞株

も、形態的特徴および増殖特性から primed 型と考えられた。しかし、これまで

primed型多能性幹細胞しか作製できないと考えられていた動物種でも、導入遺

伝子の追加や試薬の添加により、未分化性の高い naïve iPS 細胞の作製が可能

となった[Li et al., 2009; Xu et al., 2010; Lengner et al., 2010; Buecker et al., 

2010; Wang et al., 2011]。この naïve iPS細胞はマウス多能性幹細胞と同様に、
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LIF によってその未分化性が維持され、高い増殖能と分化能を有する。そのた

め、大量の分化細胞が必要となる臨床応用や基礎研究への利用を考慮した際に

は、LIFを使用して naïve iPS細胞を作製することが望ましい。 

一方、他の動物種の LIF を添加因子として代用した際には、期待される LIF

の作用が得られないと報告されている。ヒトとウシの LIF 塩基配列は 89.1%の

相同性を有しているにもかかわらず、ヒト LIF をウシ受精卵の体外培養時に使

用すると、胚盤胞期胚への発生率が低下した[Rodríguez et al., 2007]。また、ブ

タ LIF のアミノ酸配列と比較して、ヒト LIF は 88%、マウス LIF は 79%の相

同性を示す。しかし、ヒトまたはマウス LIF を使用してもブタ多能性幹細胞は

作製できず、ブタ LIF を添加した時にのみブタ iPS 細胞が作製可能であった

[Wianny et al., 1997; Fujishiro et al., 2013]。さらに、ネコ ES様細胞はマウス

LIFを添加した培地で作製されたが、培養・維持は困難であり、三胚葉への分化

能も認められなかった[Yu et al., 2008; Gómez et al., 2010]。これら過去の報告

から、ネコ naïve iPS 細胞の作製時には、異種動物由来の LIF を代用するより

も同種動物由来の LIFを使用するべきであると考えられる。 

リコンビナント LIFはヒト[Tomala et al., 2010]、マウス[Gough et al., 1987]、

ラット[Takahama et al., 1998]などの動物種では作製されているが、ネコでは

作製されていない。ネコにおいても、LIFが使用できれば naïve iPS細胞の作製

が可能となり、分化させた多様な細胞の細胞移植や基礎研究、薬品開発への利用

が期待される。 

本章では、ネコ胎子線維芽細胞より LIF 遺伝子のクローニングおよびシーク

エンス解析を行い、大腸菌におけるタンパク質発現の誘導および合成タンパク

質の LIF活性の測定を行った。  
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第 1節 ネコ LIF遺伝子のクローニングおよびタンパク質

の作製 

 

マウスやヒト LIFのリコンビナントタンパク質は大腸菌[Samal et al., 1995]、

酵母[Gough et al., 1988]、または COS細胞[Geisse et al., 1996]を用いて作製さ

れている。その中でも大腸菌を使用したタンパク質の作製方法は、簡単に大量の

タンパク質が得られることを利点とする[Imsoonthornruksa et al., 2011]。しか

しながら、作製するタンパク質の大きさ・性質によっては、封入体の形成や可溶

性の低下などにより収集効率が低下し、翻訳後修飾が行われないために生理活

性を示さない可能性が報告されている[Liu and Chen, 2007; Kim et al., 2008; 

Tomala et al., 2010; Fujita et al., 2011]。 

一方、タンパク質発現用ベクターpCold® TF DNAは合成タンパク質の可溶性

を改善するトリガーファクターと呼ばれる配列を付加することを特徴とする

[Fujita et al., 2011]。また、大腸菌を用いてヒト LIFの作製を行った研究では、

翻訳後修飾がなくとも LIF は生理活性を有することが示されている[Aikawa et 

al., 1998]。 

そこで本節では、ネコ胎子線維芽細胞からネコ LIF遺伝子をクローニングし

てシークエンス解析を行った。さらに、得られた LIF遺伝子配列をタンパク質

発現用ベクターpCold® TF DNAに挿入し、大腸菌 BL21を使用してタンパク

質の創製を試みた。 

 

材料と方法 
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1. ネコ LIF遺伝子のクローニング 

1) pGEM®-T Easy Vector へのネコ LIF遺伝子のクローニング 

total RNAは RNeasy Mini(QIAGEN 社製)を使用し、マニュアルに従い、ネ

コ胎子線維芽細胞より回収した。逆転写反応および PCRは第一章第二節の方法

と同様にして実施した。ただし、ネコの LIF遺伝子配列は未報告であるために、

これらプライマーは多くの動物種で共通してみられる配列をもとに作製した

(Table 3)。PCRは 94℃で 2 分加熱後、94℃ 30 秒、60℃ 30 秒、72℃ 90秒

で 35 サイクル行い、その後 72℃で 2 分加熱後、使用するまで－20℃で保存し

た。PCR増幅産物を pGEM®-T Easy Vector(Promega 社製、Madison、WI)に

クローニングし、このベクターを用いて、ヒートショック法によりコンピテント

セル DH5αを形質転換した(Fig.4-1A)。この DH5αを 50 µg/ml アンピシリン含

有 LB 寒天培地上にプレーティングした。37℃で一晩培養し、プラスミドキッ

トを用いたスピン法により、挿入 DNA 陽性クローンからプラスミドを抽出し

た。これを SIGMA-Aldrich社に依頼してシークエンス解析を行った。シークエ

ンス解析のプライマーはユニバーサルプライマーT7とユニバーサルプライマー

SP6を用いた(Table 3)。 

 

2) pCold®-TF DNA へのネコ LIF遺伝子のサブクローニング 

シークエンス解析により得られた塩基配列をヒト LIF 遺伝子塩基配列と比較

し、ネコ LIF遺伝子のうち成熟タンパク質となる部分のコード領域を推定した。

この領域を BamHI 部位付加 forward プライマーと HindIII 部位付加 reverse

プライマー(Table 3)を用いて PCRにより増幅した。クローニング済み pGEM®-

T Easy ベクター10 ng に対し、最終濃度で 1×KOD buffer、KOD plus 0.02 

U/µl、MgSO4 1 mM(以上、TOYOBO社製)、dNTPs mixture 0.5 mM、forward
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および reverseプライマー 0.5 µMずつに滅菌蒸留水を加えた総量 20 µlでPCR

を行った。PCRは 94℃で 2分加熱後、94℃15秒、62℃30秒、68℃60秒で 30

サイクル行い、その後 68℃で 2分加熱後、使用するまで－20℃で保存した。PCR

産物および pCold®-TF DNA(TaKaRa 社製、滋賀)に対し、BamHI および

HindIII(以上 TOYOBO 社製)による制限酵素処理を行い、ライゲーション反応

に用いた。ライゲーション反応は制限処理したプラスミド 25 µg、PCR産物 12.5 

µg、Ligation High 3.3 µl(TOYOBO社製)に滅菌蒸留水を加えて 10 µl の反応液

とし、16℃下で 1時間行った。ライゲーション反応液 1 µl を用いて上記と同様

の方法で DH5αを形質転換し、50 µg/ml アンピシリン含有 LB寒天培地を用い

て培養し、挿入 DNA陽性クローンからプラスミドを抽出した(Fig.4-1B)。これ

を SIGMA-Aldrich社に依頼してシークエンス解析を行った。シークエンス解析

のプライマーは pCold®-TF-F1と pCold®-TF-Rを用いた(Table 3)。 

 

2. ネコ LIFタンパク質の作製・精製 

1) 大腸菌 BL21の形質転換 

 シークエンス解析により目的遺伝子の挿入が確認できた pCold®-TF DNA を

用いて、ECOSTM E.coli BL21(DE3)(BL21；ニッポン・ジーン社製、東京)の形

質転換を行った。すなわち、BL21凍結液を on iceで融解させ、プラスミドを 1 

ng 添加して、1 秒間ボルテックスした。これを on ice で 5 分間静置した後に

42℃で 5分間処理した。さらに 1秒間ボルテックスし、50 µg/ml アンピシリン

含有 LB寒天培地上にプレーティングした。37℃で一晩培養し、挿入 DNA陽性

クローンを PCRにより確認した。 

 

2) 大腸菌のタンパク質発現誘導処置 
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 タンパク質発現を誘導するため、挿入 DNA陽性クローンをアンピシリン含有 

(50 µg/ml)LB 液体培地 10 ml を用いて 37℃、190 rpm、16 時間、振盪培養し

た。振盪培養には Bio-Shaker(BR-30L型；タイテック社製)を使用した。その後、

これをアンピシリン含有(50 µg/ml)LB 液体培地 1 L に加え、OD600が 0.5 に達

するまで 37℃、160 rpmの条件で、Bio-Shakerを用いて振盪培養した。次に、

isopropyl-β-D-thiogalactopuranoside (IPTG；和光純薬工業社製)を最終濃度 1 

mMとなるように加え、15℃下で 30分静置し、さらに 15℃、160 rpmの条件

で、Bio-Shakerを用いて 24時間振盪培養した。 

 この培養液を事前に氷冷した容器に移し、4℃、800 x gの条件で 10分間遠心

を行い、上清を除去した。沈渣を氷冷 PBS(-)10 ml に再懸濁し、4℃、800 x gの

条件で 10分間遠心を行い、上清を除去した。沈渣は使用するまで－80℃で凍結

保存した。 

  

3) 大腸菌からの目的タンパク質の回収および精製 

 凍結した沈渣に氷冷 PBS(-)20 ml を加え、超音波発生機(UD-201；株式会社

トミー精工製、東京)を用いて氷上で超音波破砕した。この破砕物を事前に氷冷

した容器に移し、4℃、800 x gの条件で 10分間遠心を行い、上清を回収した。

この上清を事前に氷冷した容器に移し、4℃、22800 x gの条件で 10分間遠心を

行い、上清を回収した。 

 上清を PBS(-)に馴化した Ni-NTAセファロース(GEヘルスケア社製、東京)に

20 ml/hで流した。その後、カラムを 10倍量の PBS(-)で洗浄し、非特異的に結

合していたタンパク質を除去した。このカラムに段階的に希釈した 10倍量のイ

ミダゾール(Nacalai Tesque 社製)含有 PBS(-)を 20 ml/hで流し、目的タンパク

質の溶出を行った。大腸菌破砕液および溶出液の SDS-PAGEを行い、目的タン
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パク質の検出を行った。 

 

4) 精製タンパク質の Thrombin処理および精製 

溶出液 10 µl に Bradford試薬(TaKaRa社製)1 ml を加えてボルテックスし、

5分後に測定した OD595と標準曲線を基にタンパク質濃度を算出した。タグおよ

びトリガーファクターを除去するため、溶出液のタンパク質 1 mg に対して

Thrombin 1 U、最終濃度 1×Thrombin Cleavage Buffer(Thrombin kit；Merck

社製、Darmstadt、Germany)を加え、4℃下で 16時間反応させた。反応液を Ni-

NTA セファロースで再精製した後、流出液を SDS-PAGE で解析し、目的タン

パク質の検出を行った。また、前述の方法で流出液のタンパク質濃度を算出し、

以後の実験に用いた。 

 

結果 

 

1. ネコ LIF遺伝子のクローニング 

 pGEM®-T Easy Vector へクローニングした遺伝子の配列を Fig.4-2に示した。

この遺伝子の塩基配列は 609 bp であり、ヒト LIF 遺伝子と 91%、マウス LIF

遺伝子と 82%が一致した。また、ヒト LIF遺伝子との比較により成熟タンパク

質に相当する配列は 540 bpと予測された。成熟タンパク質のアミノ酸配列はヒ

ト LIFアミノ酸配列と 92%、マウス LIFアミノ酸配列と 81%が一致した(Fig.4-

3)。 

 

2. ネコ LIFタンパク質の作製および精製 

 大腸菌破砕液を SDS-PAGEで分析したところ、目的タンパク質の予想分子量
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である 70kDa 付近にバンドが確認された。また、この分子量 70kDa のタンパ

ク質は Ni-NTA セファロースで分離することができた (Fig.4-4)。さらに

Thrombin処理したサンプルを SDS-PAGEで分析したところ、70kDaのタンパ

ク質は 50kDa と 20kDa のタンパク質に分離された。このサンプルを Ni-NTA

セファロースで再度精製した後、SDS-PAGEにより分析したところ、20kDa の

タンパク質のみが分離された(Fig.4-4)。 

 

考察 

 

本研究ではネコ LIF 遺伝子のクローニングおよび大腸菌でのタンパク質創製

を試みた結果、ネコ LIF 遺伝子配列を初めて明らかにし、さらに予想分子量と

一致するタンパク質を単離することに成功した。すでに遺伝子配列が報告され

ているヒト LIF[NM_002309]およびマウス LIF[NM_008501]とアミノ酸配列に

ついて比較したところ、ネコ LIFアミノ酸配列はヒト LIFアミノ酸配列と 91%

が一致した。それに対し、マウス LIF アミノ酸配列は総延長がヒトおよびネコ

と比較して短く、アミノ酸配列の一致度も 82%と低かった。ヒト LIFとマウス

LIF の比較から、ヒト LIF 受容体特異的な部位との結合において、重要なアミ

ノ酸が特定されている[Owczarek et al., 1995]。ネコ LIFとヒト LIFでこの結

合に重要な部位のアミノ酸を比較すると、その一致度は 83%であった。ヒト LIF

とネコ LIF受容体の反応性について判断するには、ネコ LIF受容体のアミノ酸

配列および立体構造についても明らかにする必要がある。しかし、ウシやブタで

の LIF使用に関する報告[Wianny et al., 1997; Rodríguez et al., 2007; Fujishiro 

et al., 2013]からも、ヒト LIFはネコの細胞に対し十分な活性を有していない可

能性が考えられる。そのため、ネコ LIF は naïve iPS 細胞の作製において、異
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種動物の LIFよりも有用であると考えられる。 

本研究では大腸菌を超音波破砕した破砕液から Ni-NTA セファロースを用い

ることにより高効率に 70 kDa程度のタンパク質を分離することができた。これ

は合成タンパク質の予想分子量と一致し、大腸菌における目的タンパク質発現

の誘導およびその分離を行えたと考えられる。さらに 50 kDa のタグ部分を

Thrombin処理により切断した後、Ni-NTAセファロース精製を行うことでタグ

部分を除去し、目的タンパク質の予想分子量である 20 kDa程度のタンパク質を

分離できた。不要なタンパク質は多くが大腸菌由来であり、細胞に対して増殖能

の低下や分化誘導といった毒性を示すため[Sivasubramaniyan et al., 2008. 

Schwarz et al., 2014]、これらを高効率に除去することで細胞の培養液中に添加

した際の悪影響を防ぐことができる。本研究では SDS-PAGEで目的タンパク質

以外のバンドが確認されないため、これら毒性物質の混入は極めて少ないと考

えられる。 

 

小括 

 

本節では、ネコ胎子線維芽細胞からネコ LIF 遺伝子をクローニングしてシー

クエンス解析を行い、さらに大腸菌 BL21 を使用してタンパク質の創製を試み

た。その結果、ネコ LIF 成熟タンパク質のアミノ酸配列はヒト LIFアミノ酸配

列と 92%、マウス LIFアミノ酸配列と 81%が一致した。また、タンパク質発現

を誘導した大腸菌の破砕物に対し、Thrombin 処理および Ni-NTA セファロー

スによる分離を行うことで、ネコ LIF 予想分子量と一致するタンパク質を単離

することに成功した。 

以上の結果から、ネコ LIF遺伝子をクローニングしてその配列を明らかにし、
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大腸菌における創製に成功したと考える。  
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Table・Figure 

プライマー名 塩基配列 使用目的  

Human LIF36-56 
CAG CCC ATA ATG AAG 

GTC TTG 
LIF cloning 60℃ 

Human LIF653-633 
CTA GAA GGC CTG GGC 

CAA CAC 

Felis-LIF-for-BamH1 
AGG GAT CCA GCC CCC 

TTC CTA TCA CCC C 
LIF subcloning 62℃ 

Felis-LIF-rev-Hind3 
ACA AGC TTG AAG GCC 

TGG GCC AAC ACA G 

T7 
TAA TAC GAC TCA CTA 

TAG G pGEM®-T Easy 

sequencing 
  

SP6 
TAT TTA GGT GAC ACT 

ATA G 

pCold-TF-F1 
CCA CTT TCA ACG AGC 

TGA TG pCold®-TF 

sequencing 
  

pCold-TF-R 
GGC AGG GAT CTT AGA 

TTC TG 

 

Table. 3 プライマーの塩基配列とアニーリング温度 

 

＊下線部は、付加した制限酵素サイトを示す  
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(A) pGEM®-T Easy Vector Cat LIF の構造 

 

             

(B) pCold® TF DNA Cat LIF の構造 

 

 
(C)合成タンパク質の構造 

 

Fig. 4-1 pGEM®-T Easy Vectorと pCold®-TF DNAの再構成 
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1   ATGAAGGTCTTGGCGGCAGGAGTCGTGCCCCTGCTGCTGGTTCTGCACTGGAAACATGGG 60 

M  K  V  L  A  A  G  V  V  P  L  L  L  V  L  H  W  K  H  G 

61  GCGGGGAGCCCCCTTCCTATCACCCCTGTCAACGCCACCTGTGCCACACGCCACCCATGT 120 

A  G  S  P  L  P  I  T  P  V  N  A  T  C  A  T  R  H  P  C 

121 CACAGCAACCTCATGAACCAGATCAGGAACCAACTGGCGCAGCTCAATGGCAGTGCCAAT 180 

H  S  N  L  M  N  Q  I  R  N  Q  L  A  Q  L  N  G  S  A  N 

181 GCCCTCTTTATTCTCTATTACACGGCCCAGGGGGAGCCGTTCCCCAACAACCTGGACAAA 240 

A  L  F  I  L  Y  Y  T  A  Q  G  E  P  F  P  N  N  L  D  K 

241 CTGTGCGGCCCCAACGTGACGGACTTCCCGCCATTCCATGCCAACGGCACAGAGAAGACC 300 

L  C  G  P  N  V  T  D  F  P  P  F  H  A  N  G  T  E  K  T 

301 CGGTTAGTGGAGCTGTACCGCATCATCGCTTACCTTGGTGCCTCCCTGGGCAACATCACC 360 

R  L  V  E  L  Y  R  I  I  A  Y  L  G  A  S  L  G  N  I  T 

361 CGGGACCAGAAGGTCCTCAATCCCAATGCCCTCAGCCTCCACAGCAAACTGAACGCCACT 420 

R  D  Q  K  V  L  N  P  N  A  L  S  L  H  S  K  L  N  A  T 

421 GCAGACATCATGCGGGGCCTCCTCAGCAACGTGCTTTGCCGCCTGTGTAACAAGTATCAC 480 

A  D  I  M  R  G  L  L  S  N  V  L  C  R  L  C  N  K  Y  H 

481 GTGGCCCACGTGGACGTGGCCTATGGCCCTGACACCTCAGGCAAGGACGTCTTTCAGAAG 540 

V  A  H  V  D  V  A  Y  G  P  D  T  S  G  K  D  V  F  Q  K 

541 AAGAAGCTGGGCTGTCAGCTCCTGGGGAAGTATAAACAGGTCATTGCTGTGTTGGCCCAG 600 

K  K  L  G  C  Q  L  L  G  K  Y  K  Q  V  I  A  V  L  A  Q 

601 GCCTTCTAG 

A  F 

 

Fig. 4-2 ネコ LIF遺伝子の cDNA塩基配列 

 

＊赤字はヒトおよびイヌの LIF遺伝子と比較して、mature proteinになると

予測された塩基配列およびアミノ酸配列を示す。 
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Fig.4-3 ネコLIF(fLIF)、ヒトLIF(hLIF)、マウスLIF(mLIF)の 

成熟タンパク質のアミノ配列比較 

 

＊はhLIFがhLIFレセプター結合する際に、重要となるアミノ酸 

  

* 

fLIF  SPLPITPVNATCATRHPCHS NLMNQIRNQLAQLNGSANAL FILYYTAQGEPFPNNLDKLC 

hLIF               I     N        S                                  

mLIF               I     G       K                S            VE    

 

                                                      *    **  

fLIF  GPNVTDFPPFHANGTEKTRL VELYRIIAYLGASLGNITRD QKVLNPNALSLHSKLNATAD 

hLIF                   AK        VV   T           I   S              

mLIF  A  M    S  G      K       MV   S   T            T V  QV     I  

 

                                         *  *   

fLIF  IMRGLLSNVLCRLCNKYHVA HVDVAYGPDTSGKDVFQKKK LGCQLLGKYKQVIAVLAQAF 

hLIF   L            S    G     T                           I         

mLIF  V                R G     PPV  H D EA  R          T     S VV 
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Fig. 4-4 回収タンパク質および最終精製後の SDS-PAGE 

M；分子量マーカー 

BT；Thrombin処理前のタンパク質 

SP；最終精製後のタンパク質 

His-fLIF；His-tag・トリガーファクターが付加されたネコ LIF 

fLIF；ネコ LIF 
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第２節 ネコ LIFタンパク質の生理活性の評価 

 

 LIF はマウス骨髄性白血病細胞である M1 細胞の分化促進作用を有するサイ

トカインとして報告された[Gough et al., 1987]。その後、単球や巨核球、神経系

細胞、骨芽細胞、卵細胞、肝細胞、脂肪細胞、ES細胞、iPS細胞など LIFレセ

プターを有する幅広い細胞種に対して生理活性を示すことが明らかとなってい

る[Evans and Kaufman, 1981; Williams et al., 1988; Metcalf and Gearing, 

1989; Hilton et al., 1991; Takahashi and Yamanaka, 2006]。そのため、これら

の細胞を用いることで、LIFの生理活性が評価できると考えられる。 

 マウス ES 細胞の増殖能と未分化性は LIF によって維持され、リコンビナン

ト LIFの生理活性の評価に用いられてきた[Imsoonthornruksa et al., 2011]。ま

た、ヒト赤白血病細胞株 TF-1 はヒト赤白血病患者から樹立され、ヒト LIF を

含む様々なサイトカインの刺激に対し濃度依存的に増殖活性を示すため、TF-1

細胞を用いたサイトカイン活性の評価が報告されている[Kim et al., 2008；

Imsoonthornruksa et al., 2011]。さらに、LIFはヒトおよびマウス卵丘細胞の

膨化促進、マウス出生率の改善[De Matos et al., 2008]、ブタ未成熟卵細胞の核

成熟促進[Dang-Nguyen et al., 2014]、ウシ受精卵の胚盤胞発生率の改善[Mo et 

al., 2014]など、未成熟卵細胞や胚発生に対する作用も有する。 

そこで本節では、前節で創製・単離したネコ LIF タンパク質の生理活性を評

価するため、マウス ES 細胞、TF-1 細胞、およびネコ未成熟卵細胞に対する作

用を検討した。 

 

材料と方法 
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1. ネコ LIF活性測定の準備 

1) マウス胎子線維芽細胞(MEF)の培養・不活化・凍結 

 妊娠 12-13 日のマウスを頸椎脱臼により安楽殺した後、第一章第一節のネコ

胎子線維芽細胞と同様の方法でMEFを採取し、100 mm組織培養皿を用いて、

37℃、5%CO2下で培養した。培養液はフィーダー細胞培地を用いた。3 代目ま

でに継代した細胞を第一章第一節の SNL 細胞と同様にマイトマイシン C で不

活化し、－80℃で凍結保存した。 

凍結保存した細胞は実験使用前日に 37℃で素早く解凍し、0.1%(w/v)ゼラチン

コートした 60 mm 組織培養皿に細胞数が 4.0×105個となるように調節して播

種し、フィーダー細胞として使用した。 

 

2) マウス ES細胞の培養 

 RIKEN Bioresource Center 社(埼玉)より購入したマウス ES 細胞株 TT2 は

37℃、5%CO2下で培養した。培養皿は 60 mm組織培養皿を、0.1%(w/v)ゼラチ

ンコートし、さらに不活化した MEF を 4.0×105個播種した後に用いた。培養

液はマウス ES細胞培地；DMEM Nutrient Mixture F-12 HAMに 20%(v/v)ES

細胞用 FBS、100 IU/ml ペニシリンおよび 100 µg/ml ストレプトマイシン、2 

mM L-Glutamine、0.1 mM 非必須アミノ酸、0.1 mM 2-メルカプトエタノール、

1 mM Sodium Pyruvate、0.075%(w/v) Sodium Bicarbonate solution(SIGMA-

Aldrich 社製)、1000 U/ml マウス LIF(ESGRO；Millipore 社製)を添加したも

のを使用した。2-3日後、ネコ胎子線維芽細胞と同様に継代を行い、新鮮なフィ

ーダー細胞上で培養した。 

 マウス ES細胞の凍結保存は、継代と同様にして回収したマウス ES細胞の沈
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渣を凍結液で撹拌し、－80℃下で緩やかに凍結させた。凍結液はマウス ES細胞

培地に 10%(v/v) DMSO を添加したもの、またはバンバンカーを使用した。凍結

後は－80℃で使用するまで保存した。 

  

3) ヒト赤白血病細胞の培養 

 Health Protection Agency社より購入したヒト赤白血病細胞株 TF-1を 37℃、

5%CO2下で培養・継代し、実験に使用した。培養には 25cm2組織培養フラスコ

(旭テクノグラス社製 )を用いた。培養液は Roswell Park Memorial 

Institute(RPMI; Nacalai Tesque 社製)に 10%(v/v)FBS、100 IU/ml ペニシリン

および 100 µg/ml ストレプトマイシン、2 mM L-Glutamine、1 mM Sodium 

Pyruvate を添加したものを使用した。また、4 ng/ml ヒト顆粒球単球コロニー

刺激因子(GM-CSF；Millipore社製)を 48時間ごとに培養液に添加した。細胞を

回収し、バンバンカーを用いて、使用するまで－80℃で凍結保存した。 

 

4)ネコ未成熟卵細胞の回収 

 泉佐野近郊の開業獣医師のもとで、臨床的に健康な雌ネコから摘出された左

右卵巣を入手した。ネコは個人によって飼育されており、卵巣入手時には飼育者

の同意を得た。また、本研究への利用を目的とした手術は実施していない。卵巣

は 0.85%塩化ナトリウム中に保存して運び、6時間以内に採卵を行った。卵巣に

付着した血液や組織を除去した後に、25 mM HEPES含有M199培地(M199；

Life Technologies社製)に移した。外科剪刀を用いて卵巣を細断し、30G歯科用

針(テルモ社製)で卵胞を穿刺して卵細胞を脱出させた。その後、先端を細く火炎

加工したガラス毛細管ピペット(DURAN®；Hirschmann Laborgerate 社製、

Eberstadt、Germany)を用いて、M199に浮遊した卵細胞を回収し、IVM培地
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に移した。 IVM 培地は M199 培地に 0.4%(w/v) BSA、 10 IU/ml 17β-

estradiol(SIGMA-Aldrich 社製)、100 mg/ml ゲンタマイシン(SIGMA-Aldrich

社製)、および 137 mg/ml Sodium Pyruvateを添加して作製した。 

 

2. 作製ネコ LIFの活性測定 

1) マウス ES細胞を用いた作製ネコ LIFの活性測定 

 前節で作製したネコ LIF の活性を調べるために、ヒト LIF(Recombinant 

Human LIF；Millipore)、マウス LIF(ESGRO；1 ng/ml = 100 U/ml)または作

製ネコ LIF を 0.2 ng/ml、1 ng/ml または 10 ng/ml の濃度でマウス ES 細胞培

地に添加し、2日ごとに一定の倍率で希釈継代を行いつつ、マウス ES細胞を培

養した。5継代した後、マウス ES細胞の総コロニー数を数えた。さらに Alkaline 

Phosphatase Staining Kit Ⅱを使用して ALP活性を評価し、ALP陽性コロニ

ーの割合を算出した。総コロニー数および ALP 陽性コロニーの割合により各

LIFのマウス ES細胞に対する増殖活性および未分化性維持機能を評価した。 

 

2) ヒト赤白血病細胞を用いた作製ネコ LIFの活性測定 

 増殖活性を調べる 24時間前より、TF-1細胞の培養液からヒト GM-CSFを除

去し、その後さまざまな濃度のヒト LIF、マウス LIFまたは作製ネコ LIFを添

加して 96 well プレートに 2×104 個/well となるように TF-1 細胞を再播種し

た。37℃、5%CO2下で 48 時間培養し、Cell Counting Kit8(DOJINDO 社製、

熊本)を用いて細胞数依存的な吸光度を測定し、各 LIF の TF-1 細胞に対する増

殖活性を調べた。すなわち、CCK-8 溶液を 10 倍希釈となるように培養液に添

加し、 37℃、 5%CO2 下で 4 時間培養した後、MarksTM Microplate 

Spectrophotometer(バイオ・ラッドラボラトリーズ社製)を用いて OD450で測定
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した。増殖活性は 

(OD450 (sample)-OD450 (0 ng/ml))/( OD450(MAX)- OD450 (0 ng/ml LIF))×100 

という計算式で算出した。 

 

3) ネコ未成熟卵細胞を用いた作製ネコ LIFの活性測定 

 未成熟卵細胞は卵丘細胞が 5層以上付着しているものを Grade1、2~4層付着

しているものを Grade2、1 層付着しているものを Grade3、付着していないも

のを Grade4と分類した。Grade1および Grade2の卵細胞において胚盤胞期胚

への発生が認められたとの報告[Wood and Wildt, 1997]に基づき、本研究では

Grade1および Grade2の卵細胞のみを使用した。また、未成熟卵細胞の群分け

はランダムに行った。IVM培地に作製ネコ LIFを 0 ng/ml、1 ng/ml、10 ng/ml、

または 100 ng/ml の濃度で添加した。未成熟卵細胞を IVM培地で洗浄し、ミネ

ラルオイル(SIGMA-Aldrich社製)を重層した LIF添加 IVM培地の 100 μlオイ

ルドロップに入れ、38.5℃、5%CO2、20%O2 下で 28 時間培養した。1ドロッ

プあたり、10個の未成熟卵細胞を上限とした。培養後、倒立顕微鏡下(倒立型リ

サーチ顕微鏡 IX71 型；オリンパス社製、東京)で接眼ミクロメーターを使用し

て卵丘細胞層の厚さを測定した。さらに、卵丘細胞の膨化を促進する作用が報告

されている黄体刺激ホルモン(FSH)および EGF と LIF の作用の関係を検討し

た。前述の方法で未成熟卵細胞の選別、群分け、および培養を行った。ただし、

IVM培地に 0.02 IU/ml Follistim(ヒトリコンビナント FSH；MSD 社製、東京)

および 25 ng/ml ヒト EGFを添加して使用した。28時間の培養後、倒立顕微鏡

下で接眼ミクロメーターを使用して卵丘細胞層の厚さを測定した。さらに、

Hoechst 染色により培養した卵細胞の核相を判定した。Hoechst 染色は過去の

報告[Otoi et al., 2002]を一部修正して実施した。培養後の卵細胞から卵丘細胞
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をガラス毛細管ピペット(ringcaps® 50μl；Hirschmann Laborgerate 社製)で剥

離し、卵細胞を PBS で 2 回洗浄した。3.7% パラホルムアルデヒドおよび 1% 

Triton-X100(SIGMA-Aldrich社製)含有 PBSで卵細胞を 15分間処理し、さらに

0.3% polyvinylpyrrolidone (SIGMA-Aldrich 社製)で 15 分間処理して、固定を

行った。その後、卵細胞をスライドグラス上で 10 μg/ml bis-benzimide(Hoechst 

33342；SIGMA-Aldrich 社製)含有 90%グリセリンと混合し、24 時間静置して

染色を行った。染色後、カバーガラスとマニキュアを用いて封入し、蛍光顕微鏡

(Nikon ECLIPSE 80i型；ニコン社製、東京)下で、励起波長 355 nm、測定波長 

465 nmの条件で観察した。核相の判定は過去の報告[Kitiyanant et al., 2003]に

従い、全ての卵細胞を分類した。すなわち、散在したクロマチンに囲まれた核小

体と大きな角を特徴とする卵核胞(GV)期、GV の核膜が消失しクロマチンの凝

縮が起きた卵核胞崩壊(GVBD)期、二価染色体が紡錘体の赤道面に並んだ第一減

数分裂中(MI)期、あるいは凝縮した染色体と他方に染色体が塊をなした第一極

体の放出を特徴とする第二減数分裂(MII)期、卵割が認められる単為発生(PA)、

分類不可(unclaasified)に分類した。MII期のものを核成熟卵細胞とした。また、

染色前に死滅したものや染色したものの核相が観察できないものを変性卵細胞

と分類した。 

 

統計処理 

マウス ES 細胞およびネコ卵丘細胞の膨化に対する LIF の効果の検討は平均

値±標準誤差で表し、Statcel2を用いて、多重比較検定(Tukey-Kramer法)によ

り有意差の検定を行った。また、ネコ未成熟卵細胞の核成熟率は平均値±標準誤

差で表し、アークサイン変換を行ったのちに Statcel2 を用いて、多重比較検定

(Tukey-Kramer 法)により有意差の検定を行った。P<0.05 の場合に有意差あり
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とした。 

 

結果 

 

1. マウス ES細胞を用いた作製ネコ LIFの活性測定 

 マウス ES 細胞の培養液中にヒト LIF、マウス LIF または作製ネコ LIF を

様々な濃度で添加すると、動物種とは無関係に濃度依存的な効果が見られた

(Fig.5-1,2)。すなわち、LIF 無添加群では総コロニー数および ALP 陽性コロニ

ーの割合は、1 ng/mlまたは 10 ng/ml の LIF添加群よりも有意に(P<0.01)低か

った。0.2 ng/ml の LIF 添加群でも ALP 陽性コロニーの割合は、1 ng/ml また

は 10 ng/ml の LIF添加群よりも有意に(P<0.01)低かった。1 ng/mlと 10 ng/ml

の LIF添加群との間には有意差は見られなかった。 

 

2. TF-1細胞を用いた作製ネコ LIFの活性測定 

TF-1 細胞の培養液中にヒト LIF または作製ネコ LIF を様々な濃度で添加す

ると、濃度依存的な細胞増殖の促進効果が得られたが、マウス LIF では高濃度

でも促進効果は得られなかった(Fig.5-3)。 

 

3. ネコ未成熟卵細胞を用いた作製ネコ LIFの活性測定 

 ネコ未成熟卵細胞の培養液中に作製ネコ LIF を様々な濃度で添加すると、濃

度依存的な効果が見られた(Fig.5-4A)。すなわち、10 ng/ml LIF 添加群および

100 ng/ml LIF添加群では LIF無添加群あるいは 1 ng/ml添加群と比較して、

卵丘細胞の膨化が有意に(P<0.01)促進された。10 ng/ml LIF添加群と 100 ng/ml 

LIF 添加群の間に有意な差は認められなかった。さらに、FSH および EGF 添
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加 IVM培地を用いた際においても、作製ネコ LIFの濃度依存的な作用が見られ

た(Fig.5-4B)。10 ng/ml LIF添加群および 100 ng/ml LIF添加群では LIF無添

加群あるいは 1 ng/ml添加群と比較して、卵丘細胞の膨化が有意に(P<0.01)促進

された。10 ng/ml LIF添加群と 100 ng/ml LIF添加群の間に有意な差は認めら

れなかった。卵細胞の核成熟率は 100 ng/mlの LIF添加群で、LIF無添加群、

1 ng/ml 添加群、および 10 ng/ml 添加群と比較して有意に(P<0.05)改善された

(Table 4)。 

 

考察 

 

本節では、第1節で作製したネコLIFタンパク質の生理活性を評価した結果、

マウス ES 細胞の増殖促進・未分化性維持、TF-1 細胞の増殖促進、ネコ卵丘細

胞の膨化促進および未成熟卵細胞の核成熟率改善が認められ、ネコ LIF タンパ

ク質は生理活性を有すると考えられた。ネコ LIF はマウス ES 細胞に対して、

市販されているヒト LIFおよびマウス LIFと同様の活性を示した。マウス LIF

受容体に対する活性はヒト LIF とマウス LIF で差がないと報告されている

[Layton et al., 1994; Owczarek et al., 1995]。本研究で作製したネコ LIFも同

様に、マウス ES 細胞の増殖促進・維持作用においてヒトおよびマウス LIF と

の有意差は認められなかった。これまでに、LIFは ES細胞の未分化性維持に寄

与することが報告されている[Williams et al., 1988; Mo et al., 2010]。しかし、

本研究の LIF無添加群では、一般なマウス ES細胞の培養方法であるマウス LIF 

10 ng/ml添加群と比較して、ALP陽性コロニーの割合だけでなく、総コロニー

数の減少も見られた。LIFの添加濃度に応じて ES細胞の増殖能が変化すること

が過去にも報告されており、マウス ES細胞の未分化性が維持されないことによ
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り細胞分化が起こり、その結果としてマウス ES細胞の増殖能低下につながるた

めと考えられる[Williams et al., 1988; Mo et al., 2010]。さらに、通常の使用濃

度に対し 50 倍である 500 ng/ml の濃度でネコ LIF を培養液中に添加した際に

も、マウス ES 細胞の総コロニー数や ALP染色陽性コロニーの割合の減少は見

られず、本研究で作製したネコ LIF 中のエンドトキシンによる影響はないもの

と考えられる(Supplementary Fig.1)。 

TF-1 細胞に対してヒト LIF およびネコ LIF を培養液中に添加した際には、

濃度依存的な細胞増殖の促進効果が見られたが、マウス LIF を培養液中に添加

した際にはその効果は認められなかった。これはヒト LIF 受容体に対してマウ

ス LIF は結合しないという過去の報告と一致する [Layton et al., 1994; 

Owczarek et al., 1995]。また、ヒト LIFおよびネコ LIFはどちらも TF-1細胞

に対して増殖活性を示したが、その反応性にはわずかではあるが差が見られた。

活性にどの程度の差があるかの検討については前節で述べたように、ネコ LIF

受容体の構造を中心とした詳細な解析が必要である。しかし、ヒト LIF 受容体

に対する反応からは各々の LIF は交差反応性を有するものの、同時に種特異性

も有することが示唆された。 

ネコ LIF を培養液中に添加することで、卵丘細胞の膨化が促進された。この

作用は FSH および EGF の添加に関係なく認められた。LIF が卵丘細胞の膨化

に対して与える影響はブタ[Dang-Nguyen et al., 2014]、マウスおよびヒト[De 

Matos et al., 2008]において報告されている。マウスを使用した研究では、FSH

および EGFはmitogen-activated protein kinases (MAPK)細胞内伝達系を介し

て卵丘細胞の膨化を促進することが明らかになっている[Su et al., 2002]。一方、

LIF は MAPK 細胞内伝達系のみならず、signal transducer and activator of 

transactivation 3 (STAT3)細胞内伝達系も活性化し [Auernhammer and 
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Melmed, 2000]、STAT3 の活性化はブタにおいて卵丘細胞の膨化を促進する

[Dang-Nguyen et al., 2014]。これらの研究報告から、IVM培地へ添加したネコ

LIFは、ネコ卵丘細胞のMAPKおよび STAT細胞内伝達系を活性化し、FSHお

よび EGFの添加とは無関係にネコ卵丘細胞の膨化を促進したと考えられる。 

未成熟卵細胞の核成熟に対する LIF の作用はマウス [Mohammadi 

Roushandeh et al., 2010]、ブタ[Dang-Nguyen et al., 2014]、およびウシ[Mo et 

al., 2014]において報告されている。本研究では、ネコ LIFを FSHおよび EGF

とともに培養液中へ添加することで、MII期の卵細胞の割合が有意に増加した。

この結果については、卵丘細胞の膨化による影響、およびネコ LIF の直接的な

作用の双方について考える必要がある。ブタやラットを用いた研究では、卵丘細

胞の膨化は卵丘細胞同士、および卵丘細胞と卵細胞間のギャップ結合喪失と相

関しており、未成熟卵細胞の核成熟を促進することが示されている[Larsen et 

al., 1986; Isobe et al., 1998]。一方、ウシの卵細胞においては STAT細胞内伝達

系の活性化が直接的に核成熟を促進する[Mo et al., 2014]。これら研究報告から、

ネコ LIF はネコ未成熟卵細胞の体外培養において、直接的作用および間接的作

用の双方を示したと考えられる。今回、ネコ LIF が胚発生に及ぼす影響につい

ては検討していない。しかし、未成熟卵細胞の培養時に LIF を添加すると、マ

ウスで卵割率および胎子出生率が改善し[De Matos et al., 2008]、ウシで胚盤胞

期胚への発生率およびその細胞数が増加する[Mo et al., 2014]と報告されている。

これらの報告から、ネコでも未成熟卵細胞の培養時に LIF を添加することで、

胚盤胞期胚への発生率および出生率を改善できると考えられる。 

以上のことから今回作製したネコ LIF はネコ ES 細胞および naïve iPS 細胞

の作製において、ヒト LIF を用いるよりも有用であると考えられる。またネコ

LIFを高濃度で添加した際にも、マウス ES細胞に対する有害な作用は見られな
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かったため、安全性は高いと考えられる。今後、作製ネコ LIF を培養液中に添

加することで、増殖活性が高く、分化効率のよいネコ naïve iPS細胞の作製につ

ながることが期待される。 

 

小括 

 

本節では、前節で創製・単離したネコ LIF タンパク質の生理活性を評価する

ため、マウス ES 細胞、TF-1 細胞、およびネコ未成熟卵細胞に対する作用を検

討した。その結果、ネコ LIF タンパク質はマウス ES 細胞の増殖促進・未分化

性維持、TF-1細胞の増殖促進、ネコ卵丘細胞の膨化促進および未成熟卵細胞の

核成熟率改善といった作用を示した。 

以上の結果から、作製したネコ LIFタンパク質は LIFとしての生理活性を有

すると考えられる。 
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Table・Figure 

 

(A)総コロニー数 

 

  

(B)ALP陽性コロニーの割合 

 

Fig. 5-1 ヒト LIFおよびマウス LIF、作製ネコ LIFの 

マウス ES細胞 TT2株に対する効果 

a VS b (P <0.01) 、平均±標準誤差 (n = 3)  
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Fig. 5-2 各 LIFにおけるマウス ES細胞コロニーの 

総コロニー数およびアルカリフォスファターゼ染色性 

(A)LIF無添加群 

(B)ヒト LIF 10 ng/ml添加群 

(C)マウス LIF 10 ng/ml 添加群 

(D)ネコ LIF 10 ng/ml添加群 

Bar = 100 µm 
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Fig. 5-3 各 LIFの TF-1細胞の増殖活性に対する効果 

平均±標準誤差 (n = 3) 
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(A)IVM培地 

 

 

(B)IVM培地＋FSH, EGF 

 

Fig.5-4 作製ネコ LIFのネコ卵丘細胞膨化に対する効果 

a VS b (P <0.01) 、平均±標準誤差 
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   Percentage of oocytes at the stage of 

fLIF 

(ng/mL) 

No. of 

oocytes 

examined 

GV GVBD MI MII PA unclassified 

    0 108 6.6 ± 2.4 14.1 ± 3.4 27.0 ± 6.3 48.7 ± 4.2a 0.7 ± 0.7 2.9 ± 2.0 

    1 107 3.3 ± 1.6 18.6 ± 4.0 18.8 ± 4.4 54.4 ± 5.9 ab 0.0 ± 0.0 4.9 ± 1.9 

   10    95 3.1 ± 1.6 15.8 ± 5.0 16.9 ± 3.9 64.1 ± 5.9 ab 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

100 104 2.6 ± 1.7 10.8 ± 2.4 14.4 ± 4.5 72.2 ± 4.9b 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

 

Table 4 作製ネコ LIFのネコ卵細胞の核成熟に対する効果 

a VS b (P <0.05) 、平均±標準誤差 

GV；卵核胞期 

GVBD；卵核胞崩壊期 

MI；第一減数分裂中期 

MII；第二減数分裂期 

PA；単為発生 

unclassified；分類不可 
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(A)総コロニー数 

 

  

(B)ALP陽性コロニーの割合 

 

Supplementary Fig.1 作製ネコ LIFのマウス ES細胞 TT2株に対する効果 

(n = 1) 
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総合考察 

 

 多能性細胞は自己複製能・多分化能を有することから、再生医療への応用が期

待されている。ヒト医療では倫理的問題や免疫拒絶が起こりにくく、遺伝性疾患

を再現できることから、iPS細胞が特に注目されている。一方、伴侶動物として

一般的なネコでは ES 様細胞が作製されているが、その培養・維持は困難であ

り、三胚葉への分化能も確認されていない。さらにネコ iPS 細胞の作製は試み

られていない。 

 そこで本研究では、第 1 章として、ネコ胎子線維芽細胞に初期化遺伝子を導

入し、ネコ iPS細胞株の樹立を試みた。 

 第 1節では、これまでに報告されているネコ ES様細胞は培養・維持が困難で

あったことから、ネコ iPS細胞の作製・長期継代に適した培地の検討を行った。

多能性幹細胞の最も基本的な培地として、FBSまたは KSRを添加したヒト ES

細胞培地が用いられている。そこで、ネコ iPS 細胞にこれらの培地が与える影

響を調べるため、各培地における初代コロニー形成効率および継代数を検討し

た。その結果、KSR添加培地で初代コロニー形成効率が有意に高かったが、FBS

添加培地で長期継代しやすい傾向にあった。本節では、FBS 添加培地を用いる

ことでネコ iPS 細胞株の樹立に成功した。TGFβ およびアクチビンは iPS 細胞

の作製時には間葉上皮転換を阻害して初代コロニー形成効率を低下させる一方、

作製された iPS細胞の増殖を促進する。TGFβおよびアクチビンは FBSにのみ

含まれているため、ネコ iPS細胞の初代コロニー形成効率は KSR添加培地で高

く、FBS添加培地で長期継代しやすかったと推測される。今後、FBSおよび KSR

添加培地の組み合わせ、さらには TGFβ とその阻害剤の使用を検討し、初代コ

ロニー形成効率が高く、長期継代も可能な培養方法の確立が期待される。 
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 第 2 節では、第 1 節で作製したネコ iPS 細胞株の特性評価を行った。これま

で作製が報告されているネコ ES 様細胞は、長期継代と三胚葉への分化ができ

ず、多能性幹細胞としての性質は十分ではなかった。そこで本節では、ネコ iPS

細胞株の多能性幹細胞としての特性を検討した。ネコ iPS 細胞株は増殖特性・

凍結融解への耐性・未分化マーカー・核型・導入遺伝子および内在多能性維持遺

伝子の発現状態・分化能において、ヒト多能性幹細胞と類似した特性を有してい

た。以上の結果から、本細胞株をネコ iPS 細胞株であると判断した。これまで

ヒト・マウス以外の動物種で作製された iPS 細胞は、その多くが長期継代でき

ないもの、または導入遺伝子が発現していて腫瘍化の危険性が高いと考えられ

るものであった。その一方、ネコではヒトと類似した性質を示す iPS 細胞の作

製が可能であると確認できた。 

 第 2 章として、第 1 章で作製したネコ iPS 細胞を用いて、遺伝性疾患の研究

や輸血治療で重要と考えられる神経幹細胞および赤芽球系細胞への分化誘導を

試みた。その結果、培養条件を変更することで、神経幹細胞マーカーNestin に

陽性を示す紡錘形細胞、マクロファージ様細胞、赤芽球様細胞に分化誘導できる

ことを確認した。本研究では、分化誘導期間が比較的短く、他の細胞との共培養

を必要としない手法を用いた場合でも、ネコ iPS 細胞株から目的の細胞を得ら

れた。しかし、分化誘導して得た細胞の機能や特性の評価は十分ではなく、より

慎重な検討が必要である。また、赤芽球系細胞への分化誘導効率は高くないため、

分化細胞を幅広く応用するには分化誘導法の改善、あるいは iPS 細胞の分化能

を高める必要があると考える。 

第 3章としてネコ iPS細胞の培養維持に有用と考えられるネコ LIFを創製し

た。 

第 1 節では、これまで報告がないネコ LIF 遺伝子のクローニングおよびシー
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クエンス解析を行い、大腸菌におけるタンパク質発現の誘導を試みた。その結果、

成熟タンパク質のアミノ酸配列がヒトと 92%、マウスと 81%一致するネコ LIF

遺伝子をクローニングすることができた。さらに、遺伝子組み換え大腸菌を用い

ることでネコ LIFタンパク質の創製に成功した。ヒト LIFでは受容体との結合

で重要なアミノ酸が特定されている。今回明らかにしたネコとヒト LIF のアミ

ノ酸配列を比較すると、この重要なアミノ酸の一致率は 83%であった。ヒト LIF

とネコ LIF受容体の反応性を判断するには、ネコ LIF受容体のアミノ酸配列お

よび立体構造も明らかにする必要がある。しかし、ウシやブタでの LIF 使用に

関する報告からも、ヒト LIF はネコの細胞に対し十分な活性を有していない可

能性が十分に考えられる。また、本研究では大腸菌の破砕液を Ni-NTA セファ

ロースで精製することで、高効率にネコ LIF タンパク質を分離することができ

た。不要なタンパク質は多くが大腸菌由来であり、幹細胞に対して増殖能の低下

や分化誘導などの毒性を示す。そのため、目的タンパク質を高効率に分離するこ

とで、細胞への悪影響を防ぐことができると考えられる。 

第 2 節では、第 1 節で創製したネコ LIF タンパク質の生理活性を評価した。

その結果、ネコ LIF タンパク質はマウス ES 細胞の増殖促進・未分化性維持、

TF-1細胞の増殖促進、ネコ卵丘細胞の膨化促進および未成熟卵細胞の核成熟率

改善などの作用を示した。この結果から、作製したネコ LIF は生理活性を有す

ると判断した。マウス ES 細胞の増殖促進・未分化性維持は LIF 特異的な反応

である。また、ネコ LIF は TF-1 細胞の増殖を促進したが、ヒト LIF とわずか

な差が見られた。そのため、各々の LIF は交差反応性を有するが、同時に種特

異性も有することが示唆された。ネコ卵丘細胞の膨化および未成熟卵細胞の核

成熟率に対するネコLIFの作用は、FSHとEGFを併用した際にも認められた。

マウスを用いた研究では FSH と EGF は MAPK 細胞内伝達系を活性化して、
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作用を示すと報告されている。一方、LIFはMAPK細胞内伝達系に加え、STAT

細胞内伝達系を活性化し、作用を示す。そのため、FSH と EGF を併用した際

にも、卵丘細胞の膨化および未成熟卵細胞の核成熟を促進したと考えられる。ま

た、サイトカインの多くは合成後に修飾が行われることで活性を持つ。しかし、

ネコ LIF はタンパク質の修飾が行われない大腸菌で作製しても生理活性を示し

た。大腸菌は低コストで多くのタンパク質を得ることに適している。そのため、

大腸菌を用いることで、生理活性を有するネコ LIF を安価で大量に作製でき、

ネコ LIFを幅広く応用できると考えられる。 

以上、本研究の結果から、ネコ iPS 細胞の培養条件を検討し、その知見を応

用してネコ iPS 細胞株を樹立した。さらに、樹立したネコ iPS 細胞株の神経幹

細胞および血液系細胞への分化誘導に成功した。また、ネコ LIF 遺伝子のクロ

ーニング・解析し、生理活性を有するネコ LIF タンパク質の創製に成功した。

今後、これらの技術がさらに進むことにより、再生獣医療の応用が期待される。 
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総括 

 

 ネコにおける iPS 細胞株樹立を目的として、その作製条件の検討およびネコ

iPS細胞株樹立を試みた。さらに、基礎研究での利用や臨床応用が期待される神

経幹細胞および血液系細胞への分化誘導を行った。また、ネコ iPS 細胞の多能

性と増殖能を高めると考えられるネコ LIF 遺伝子をクローニングし、大腸菌を

用いてリコンビナントタンパク作製を試みた。その結果、以下のことが明らかに

なった。 

 

1. KSR 添加培地では初代コロニー形成効率が有意に高いが、FBS 添加培地の

ほうが長期継代しやすく、ネコ iPS細胞株を樹立できた。 

2. 本細胞株は未分化マーカーを発現し、正常な核型と三胚葉への分化能を有す

ることからヒト ES 細胞と類似した性質を有することが明らかとなった。ま

た、初期化に用いた導入遺伝子の発現は抑制されていた。 

3. 本細胞株は分化培地を用いることで、神経幹細胞および血液系細胞に分化誘

導することができた。 

4. ネコ LIF遺伝子をクローニングしてその配列を初めて明らかにし、大腸菌を

用いることでタンパク質の創製に成功した。 

5. 作製したネコ LIF はマウス ES 細胞、TF-1 細胞、およびネコ未成熟卵細胞

に作用を示したことから、LIFとしての生理活性を有することを明らかにし

た。 

 

 以上、本研究により、ヒト ES 細胞と類似した性質を有するネコ iPS 細胞株

の樹立に成功した。さらに、樹立したネコ iPS 細胞株の神経幹細胞および血液
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系細胞への分化誘導に成功した。また、ネコ iPS 細胞の多能性と増殖能を高め

ると考えられる LIF遺伝子をクローニングし、生理活性のある LIFタンパク質

を創製した。今後、これらの技術が再生獣医療へ応用できるものであると考えら

れる。 
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