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１. 研究のねらい 

動物細胞への遺伝子導入技術は、現在のバイオサイエンスの基幹技術である。導入技術

により遺伝子発現期間は長短様々であるが、持続的な発現を目的にした際には、レトロウイル

スベクターやレンチウイルスベクターが現在は主に用いられている。しかし、これらのベクター

は宿主の染色体にベクターゲノムを挿入することによって持続的な発現を実現しているために、

宿主の遺伝情報に影響を与えることによるガン化等のリスクが指摘されている。 

それに対し RNA ウイルスであるセンダイウイルスは、生活環のすべてが細胞質内であるた

め、核内の宿主の遺伝情報に全く影響を与えない。また、センダイウイルスの野生株は細胞障

害性を有するのに対し、細胞を障害せずに持続感染するセンダイウイルスCl.151株という変異

株が分離されている。 

そこで本研究では、このように非常にユニークな性質を有するセンダイウイルスの持続感染

変異株を基に、細胞質内で安定に遺伝情報を維持しながら、持続的な遺伝子発現を可能にす

る「細胞質持続発現型 RNA ベクター」を開発、実用化することを目指した。さらに、miRNA 等の

機能性 RNA の機能と、ベクターの RNA ゲノムを融合させることにより、持続的に遺伝子発現を

しながら必要に応じてベクターの除去や遺伝子発現調節が可能な持続発現型ベクターへの改

良も試みた。また、持続感染とインターフェロン発現誘導の関係の解析等により、RNA ゲノム

が細胞質内で安定に維持されるメカニズムを明らかにし、RNA の生体応用の際に常に問題視

されるインターフェロン誘導を回避したベクターの作製を試みた。そして、このような研究を総

合して、より医療応用に近い新規 RNA テクノロジーの創出を目指した。 

 

２. 研究成果 

本研究を開始する前に、既にセンダイウイルス持続感染変異株 Cl.151 の全長ゲノム cDNA

のクローニングや、その cDNA に外来遺伝子を挿入した組換えウイルスの作製に成功しており、

このような全長型 Cl.151 ベクターは、細胞を障害すること無く、6 ヶ月以上の長期間、持続的に

外来遺伝子を発現することが可能であることを明らかにしていた（K. Nishimura, et al. (2007) J. 

Biol. Chem.）。また、Cl.151 株のゲノム上の持続感染関連変異の解析により、ウイルス膜構成

タンパク質（M、F、HN 遺伝子）上の変異による感染初期の細胞障害性低下と、ウイルスポリメ
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ラーゼタンパク質（L遺伝子）上の変異によるインターフェロンßの誘導減少、といった複数の効

果が合わさることによって持続感染が成立しているということも明らかにしていた（K. Nishimura, 

et al. (2007) J. Biol. Chem.）。さらに別の解析により、P 遺伝子上の一つの点変異による細胞障

害性低下も持続感染に必要であることも明らかにしていた。 

以上の結果を受けて、本研究では、（１）センダイウイルスの持続感染機構の解析、（２）細

胞質持続発現型 RNA ベクターの開発、（３）細胞質持続発現型 RNA ベクターの応用、（４）遺伝

子発現調節ベクターへの改良、について研究を進めたので、以下、この順で詳細を説明する。 

 

（１）センダイウイルスの持続感染機構の解析 

上記の L 遺伝子の変異によるインターフェロンの誘導減少について、より詳細に解析を進

めた。 

まず、Cl.151 株の L 遺伝子上には、親株の Nagoya 株と比較して 4 カ所の点変異が存在し

ていたが、そのうちのたった一つの点変異（1618 番目のロイシンがバリンに変化）のみで、イン

ターフェロン誘導が著しく減少し、それに伴って細胞障害性も減少することを明らかにした。イ

ンターフェロン ß は、ウイルス RNA が宿主の RIG-I タンパク質に認識されることによって誘導さ

れると言われていることから、次に、インターフェロン誘導源であるウイルス RNA 量を定量した。

その結果、L タンパク質上の点変異によって、ウイルスゲノム RNA 量に変化は無いが、アンチ

ゲノム方向の RNA の転写量が、特に感染初期（感染後 8 時間以内）において著しく減少してい

ることを明らかにした。また、アンチゲノム RNA の転写量を減少させるための転写終結配列を、

野生株のゲノムに人工的に挿入したところ、この組換えウイルスのインターフェロン誘導能は

有意に減少していた。 

以上の結果から、センダイウイルス RNA のうちアンチゲノム RNA がインターフェロン誘導源

となっており、そのような RNA が感染初期において転写されずにインターフェロン誘導が起き

ないことが、Cl.151 株の持続感染の一因となっていることが明らかになった。また、この RNA の

転写量を人工的に減少させることにより、細胞障害性を低下させた組換えウイルスの作製が

可能であることを明らかにした。 

 

（２）細胞質持続発現型 RNA ベクターの開発 

まず始めに、全長型 Cl.151 ベクターのゲノムから、ベクターの転写複製に関わらない遺伝

子を外来遺伝子に置き換えることによって欠損させて、持続感染能を維持したまま、自律複製

できない非伝播性のベクターにすることが可能であるか検討した。その結果、転写複製に関わ

らないウイルス膜構成タンパク質の 3 遺伝子すべてを外来遺伝子に置換しても、持続感染能

を維持したベクターの構築が可能であることを明らかにした。さらに、上記（１）の持続感染機構
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解析で有効性が証明された、インターフェロン誘導減弱のための転写終結配列を挿入すること

により、より安定して持続感染するベクターへと進化させ、最終的に図 1 に示されるような構造

を持つベクター、「細胞質持続発現型 RNA ベクター」の開発に成功した。 

 

           ＜図１＞細胞質持続発現型 RNA ベクターの構造 

次に、細胞質内で持続感染するという本ベクターの特徴を生かすために、持続感染するベ

クターを人為的に除去する技術の開発を試みた。ポリメラーゼタンパク質をコードする L 遺伝

子に対する siRNA でベクター感染細胞を処理したところ、約一週間後にはベクターからの外来

遺伝子の発現が検出されなくなり、ベクターゲノムが宿主細胞から除去されたことが明らかに

なった。以上の結果から、siRNA 処理等でウイルスポリメラーゼの活性を抑制することにより、

人為的に持続感染しているベクターを除去できることが明らかになった。 

 

（３）細胞質持続発現型 RNA ベクターの応用 

人工多能性幹細胞（iPS 細胞）は、体細胞に複数の遺伝子を導入することによって誘導され

てくる多能性幹細胞であり、再生医療の分野等への応用が期待されている。しかし従来の誘

導方法では、4 つの遺伝子を別々に搭載したレトロウイルスベクターを多重感染させる方法が

主に用いられており、染色体挿入により残存するベクター由来の誘導遺伝子の再活性化によ

るガン化等のリスクや、4 遺伝子の発現バランスの違いによる性質のばらつき、等の問題点が

指摘されている。それに対し、細胞質持続発現型 RNA ベクターは「染色体挿入無く」「複数の

遺伝子を」「持続的に発現し」「人為的除去が可能」であるという特徴を持っていることから、こ

れらの特長を生かしたｉPS 細胞誘導への応用を試みた。 

Oct4、Sox2、Klf4、c-myc の 4 遺伝子を搭載した細胞質持続発現型 RNA ベクターを作製し

てiPS細胞を誘導し、その後siRNA処理によってベクターの除去を行ったところ、従来の方法よ

りも約 100 倍効率良く誘導が可能で、最終的にはベクターゲノムが完全に除去された、誘導前

の細胞と遺伝情報が全く同一な iPS 細胞を樹立することに成功した。また、4 遺伝子を一定の

発現バランスで同時に発現させることから、得られる iPS 細胞のクローン間の性質のばらつき
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が非常に小さく、均一な性質の iPS 細胞が誘導されていることも明らかになった。さらにベクタ

ーへの 4 遺伝子の搭載順を変えることによって発現バランスを変えたところ、より誘導効率を

上昇させることができた。以上の結果から、細胞質持続発現型RNAベクターを用いたiPS細胞

誘導方法は、安全性、効率、再現性の面から非常に有用性が高い方法であることを明らかに

した。 

また、iPS 細胞誘導以外にも細胞質持続発現型 RNA ベクターの応用研究は進行中であり、

染色体挿入無く持続感染する性質を利用した遺伝子治療への応用や、タンパク質を高発現す

る性質を利用したタンパク質製剤の大量産生への応用等も共同研究で行われている。 

 

（４）遺伝子発現調節ベクターへの改良 

細胞質持続発現型 RNA ベクターの利便性をより高めるために、ベクターからの遺伝子発現

を調節するシステムの構築を試みた。 

ES 細胞特異的に発現する miRNA の標的配列を、外来遺伝子の 3’-UTR に挿入したベクタ

ーを構築したところ、ES 細胞に感染させた場合のみ、ベクターからの外来遺伝子の発現が減

少した。このように組織特異的 miRNA の機能を利用して、ベクターからの遺伝子発現を抑制す

ることが可能であることから、同様に、L 遺伝子の 3’-UTR に ES 細胞特異的 miRNA の標的配

列を挿入した iPS 細胞誘導用ベクターを構築し、このベクターを用いて繊維芽細胞からの iPS

細胞誘導を試みた。その結果、iPS 細胞が誘導されると ES 細胞特異的 miRNA が発現してくる

ことにより L タンパク質の発現が減少するため、siRNA 処理をしない場合でも、ベクターゲノム

が自動的に除去された iPS 細胞が誘導されてきた。以上のように、自動除去型の iPS 細胞誘

導用細胞質持続発現型 RNA ベクターを用いることにより、一度ベクターを感染させて植え継ぎ

をするのみで、効率良く、簡便に iPS 細胞を樹立できるという系の構築に成功し（図２）、現在こ

れらを利用して多くの共同研究先において様々な細胞から iPS 細胞が樹立されている。 

 

＜図２＞細胞質持続発現型 RNA ベクターを用いた、安全かつ簡便な iPS 細胞誘導方法 

 

 

299



４. 今後の展開 

細胞質持続発現型 RNAベクターの有用性はこれまでの研究によって証明されてきたので、

今後はまずベクターの汎用性を高めるために、誰でも簡便に構築できる形に改良する必要が

あると思われる。具体的には、ファージ DNA にクローニングされているベクターcDNA をプラス

ミドにクローニングできるようにして、市販のキット等で簡便に遺伝子操作を行うことが可能に

なるようにする必要があり、また、外来遺伝子を挿入する際に、使用する制限酵素や塩基数等

に制約が多いことから、よりシンプルに外来遺伝子を挿入できるように改変する必要がある。

これらの改良によって、ベクターの汎用性を高め、多くの特長を持つ細胞質持続発現型 RNA

ベクターを、より幅広い研究者に、様々な分野で応用してもらえるようにしたい。 

iPS 細胞誘導方法の開発としては、より誘導効率を上げるために、ベクターに搭載する誘導

遺伝子の追加や、搭載順の変換による最適な発現バランスの探索を行う必要があると思われ

る。このような改良を重ねることにより、iPS 細胞誘導のスタンダードベクターとなることを目指

したい。 

さらに、細胞質持続発現型 RNA ベクターは効率良く均一な iPS 細胞を誘導できることから、

iPS 細胞誘導機構の解析にも有用であると考えられる。特に、発現バランスを変えるのみで誘

導効率が大きく異なる現象が観察されているので、このような違いが何に起因しているかを解

析することによって、iPS 細胞誘導に関わる因子の同定や、メカニズムの解明を行いたい。 

 

５. 自己評価 

本研究の応用研究としての側面である細胞質持続発現型 RNA ベクターの開発と応用に関

しては、従来の遺伝子導入方法には無い、多くの特長を兼ね揃えているベクターの開発に成

功し、iPS 細胞誘導への応用という道筋をつけることができ、さらに miRNA 標的配列を利用し

た発現調節系も確立できたので評価できると考えている。また、基礎研究としての側面である

持続感染機構の解析についても、詳細な解析はインターフェロン誘導に関する部分のみであ

り不十分であるが、インターフェロン誘導機構の解析結果をベクター構築にフィードバックさせ

て、転写終結配列を用いた更なるベクターの安定性の向上を実現できたことは評価できると考

えている。 

しかし、世界標準の iPS 細胞誘導用ベクターとなるにはまだ知名度が低く、その原因として

論文発表が遅れていることがあるのは反省点である。iPS細胞誘導についてのみならず、本研

究で得られた成果を早く論文にまとめて発表することによって知名度を高め、様々な研究者に

様々な応用分野で利用してもらえるようにしたい。 

 

６. 研究総括の見解 
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本研究は、細胞質で増殖する RNA ウイルスであるセンダイウイルスの持続感染変異株を

使用したベクターの構築とその利用を目指して行われた。ウイルスゲノムの性質を熟知した上

での研究であり、そのため、ウイルス RNA の能力を最大限引き出すことに成功している。応用

研究として、均質な性質を持つ iPS 細胞作成に成功し、さらに iPS 細胞誘導終了と同時に、そ

の細胞からベクターを排除する技術の開発にも成功しており、高く評価できる研究結果であ

る。 
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