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１, 研究のねらい 

エプスタイン・バール・ウイルス（EBV）エピゾーマル・ベクターは、EBV の oriP 配列と EBNA1

（EBV nuclear antigen 1）遺伝子を含むプラスミドベクターである。EBV エピゾーマル・ベクターを

用いると、ヒト細胞に対する非ウイルス的遺伝子導入の効率が飛躍的に向上し、また強力な発

現が達成できる。さらに導入された DNA は染色体に組み込まれず、エピゾームとして核内に安

定的に維持される。これはヒト細胞内において、EBNA1 遺伝子産物が oriP 内のコンセンサス配

列に特異的に結合し、プラスミドの核内移行と核内保持、染色体の複製に同期したプラスミドの

複製等の機能を発揮することに起因する。そこで EBV エピゾーマル・ベクターを用いれば、ホスト

のゲノムに異常をもたらさずに外来遺伝子を強発現させ、さらに薬剤選択圧をコントロールする

ことによって、導入した遺伝子を必要な期間だけ維持し、不要になってから除去することができる。

そこで本研究では、この利点を生かして非ウイルス的な体細胞リプログラミング誘導法を開発し、

ゲノムの integrity が保持された iPS 細胞を樹立することを当初のねらいとした。 

さらにこれらの系を応用し、ゲノム領域特異的なエピジェネティック修飾の新しい解析システ

ムの樹立を目指した（京都大学iPS細胞研究所 升井伸治博士(JSTさきがけ研究者)との共同研

究）。すなわち、解析目的とするゲノム領域を有する EBV エピゾーマル・ベクター（エピゲノソー

ム）を構築し、細胞内に導入後長期に渡って維持することで、分化に伴うエピジェネティクス構築

活性を染色体上の位置効果を受けずに解析できると考えられる。さらに、解析対象とするゲノム

配列に自在に欠失や変異を導入し、エピジェネティック修飾に及ぼす影響を解析できると考えら

れる。そこでこのようなエピゲノソームを実際に構築し、解析システムの妥当性を検証するととも

に、モデルとしてエピゲノソーム上に挿入した nanog 遺伝子領域のエピジェネティック修飾を解析

した。 

またエピジェネティック修飾の解析のモデル系に適した細胞系譜に着目し、樹立した iPS 細

胞からの機能細胞への分化誘導法を開発することとした。 
 

２, 研究成果 

2-1  EBV エピゾーマル・ベクターを用いた体細胞リプログラミングとその応用 

ヒトケラチノサイトに電気穿孔法にて EBV エピゾーマル・ベクターを導入する方法を最適化し

た。これを用いて Oct-4、Klf-4、SOX2 を有する EBV エピゾーマル・ベクターを単独で、あるいは

c-Myc と LIN28 を有する EBV エピゾーマル・ベクターと共導入することによって、iPS 細胞を誘導

した。また、マウス iPS についても、同様のベクターを異なる手法で体細胞に導入することで、iPS

細胞の樹立に成功した。得られたiPS細胞の幹細胞マーカーの発現プロファイル、in vitroにおけ

る種々細胞への分化能、テラトーマ形成能等の解析を行うとともに、導入した初期化遺伝子の染

色体へのインテグレーションがないことを確認した（Fig. 1）。 
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Fig. 1  EBV エピゾーマル・ベクターを用いて樹立した iPS 細胞。A-E、ケラチノサイト由来

ヒト iPS 細胞クローン。これらは典型的な iPS 細胞のコロニー形状を示し（A 左）、アルカリ

フォスファターゼ陽性である（A 右）。幹細胞マーカーの発現を mRNA レベル（B）と蛋白レ

ベル（C）で認め、そのレベルは、レトロウイルスベクターで樹立された iPS 細胞株 201B7

と同程度である。SCID マウス精巣に移植すると 3 胚葉由来組織を含むテラトーマを形成

する（D）。染色体 DNA（Chr DNA）と Hirt lysate（エピゾームが含まれる抽出液）を調整し、

ベクター配列特異的なプライマーで PCR を行うと、いずれも検出されず、これらの iPS 細

胞クローンには導入したベクターは存在していない（E）（Plasmid はコピー数を算定するた

めのコントロールであり、検出感度は 1 細胞あたり 0.1 コピー以下である）。F-I、マウス

iPS 細胞クローン。上記のヒト細胞と同様、典型的なコロニー像（F 左上）を呈し、アルカリ

フォスファターゼ陽性である（F 右上）。Sox2 と Oct3/4 を、レトロウイルスベクターで樹立

された iPS 細胞株 i20D-17 と同レベル発現する（F 下、G）。3 胚葉由来組織を含むテラト

ーマ形成能を有し（H）、また染色体 DNA からベクター配列は検出されない（I）（1 x 102 ～ 

1 x 106 はコピー数を算定するための plasmid DNA のコントロールであり、検出感度は 1

細胞あたり 0.1 コピー以下である）。 
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2-2  EBV エピゾーマル・ベクターを用いたゲノム領域特異的エピジェネティック修飾の新しい解

析システム 

解析目的とするゲノム配列を有する BAC クローンに、insulator を隔てて EBNA1 発現ユニッ

トと oriP を挿入する、エピゲノソームを開発した（Fig. 2A）。このエピゲノソームの有用性を検証す

る目的で、Tet-on 制御ユニットを含むベクターを HeLa 細胞等の細胞株、およびヒト iPS 細胞に導

入後、doxycycline を添加することで、挿入配列とベクターバックボーンの発現制御の独立性を確

認した（Fig. 2B、C）。また、oriP の上流と下流に loxP を組み込むことで、導入後早期に脱落させ

ることが可能なエピゲノソームを作成し、CreERT2 導入後に Tamofixfen を添加することでその有

効性を確認した。そこで EGFP-IRES-Puro を Nanog 遺伝子の転写開始点直下にノックインしたマ

ウスのゲノム配列約 210 kb を有する BAC クローンにこのベクターを挿入し、エピゲノソームを構

築した。これらを種々のヒト由来培養細胞に導入後、薬剤選択下で培養することで、エピゲノソー

ムを安定的に維持させることができた。HeLa 細胞では、エピゲノソームは細胞あたり約 20 コピー

維持することができ、その 100％がヒト細胞内で複製したものであることが、dam メチル化のパタ

ーン（DpnI 耐性、MboI 感受性）から示された（Fig. 2D）。Nanog 遺伝子の proximal promoter の

CpG メチル化をバイサルファイト法で解析したところ、ヒト細胞内で de novo のメチル化が加わっ

たことが分かった。エピゲノソームはヒト細胞のみならず、本来 EBV が non-permissive であるマ

ウス細胞においても複製された。以上から、エピゲノソームは染色体の位置効果に依存せず、細

胞環境に応じたエピジェネティック修飾を解析できる実験系として有用であると考えられる。 

 

2-3  iPS 細胞から機能細胞の分化誘導系の開発 

2-1 で樹立した iPS 細胞を用い、2-2 のシステムを検証するのに適した細胞系譜の分化誘導を

試みた。モデルとなる細胞としては、①環境（栄養、温度等）に応じたエピジェネティックな影響を

受け得る、②個体差がある、③これまで分化誘導がなされておらず、基礎研究上の重要性が高

い、④ヒト疾患の治療上の意義があり、再生医療上の重要性が高い、細胞が望ましい。また解

析対象とする遺伝子としては、①その細胞への分化に伴って発現し、その細胞の機能に重要な

遺伝子、②その細胞の活性化に伴い発現量が変化する遺伝子、③疾患素因との関連がある、

④発現レベルに影響する SNP が知られており、その SNP に臨床的な意義がある、ものが適して

いると考えられる。 

そこでこのようなキャラクターを有するある細胞に着目し、マウスとヒトの iPS 細胞からその分

化誘導に成功した。さらにそのキャラクタリゼーションと機能解析を in vitro および in vivo の移植

実験で行った。また、マウス線維芽細胞からのダイレクト・リプログラミングにも成功した。 
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Fig. 2 エピゲノソームとそれを用いたエピジェネティック修飾の解析システム。A、解析系

の模式図。B-D、解析系の検証。TetOn プロモーターの下流に EGFP を挿入した EBV エ

ピゾーマル・ベクターを HeLa（B）またはヒト iPS 細胞（C）に導入後、Doxycycline を 0 

μg/mL（-）または 1 μg/mL（+）添加して培養し、EGFP の発現を FACS で解析した。また、

Nanog 領域 210 kb を含むエピゲノソームを HeLa または C2C12 に導入後、カナマイシン

選択して耐性クローンを得、細胞あたりのエピゲノソームのコピー数（D 上）、DpnI または

MboI 耐性コピー数の率（D 下）を Real time PCR で測定した。 
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３, 今後の展開 

EBV エピゾーマル・ベクターを用いて、ゲノムの完全性を保持したヒトおよびマウスの iPS 細

胞を樹立することができた。Yu らは同様の EBV エピゾーマル・ベクターを用いているのが、

Oct3/4、Klf-4、Sox2 の 3 因子に加えて c-Myc、Nanog、LIN28 と SV40 large T が必須であると述

べているので（Science 324:797, 2009）、3 因子のみを用いる我々の方法は、細胞の異常や負荷

が少ない可能性がある。また感染性を有するウイルスベクターを用いないので、使用上の制約

が少なく、また導入遺伝子の脱落も速やかであるので、iPS 細胞バンクの樹立など、応用の範囲

が広い技術であると考えられる。 

エピゲノソームのシステムは、幹細胞特異的な遺伝子のみならず種々の細胞種に特異的に

発現する遺伝子のゲノム領域に、細胞分化あるいはリプログラミングに伴ってエピジェネティック

修飾が誘導される過程とその機構を解明するための強力な実験手段を提供する可能性が期待

できる。さらに、挿入するゲノム断片をトランケートし、あるいはミューテーションを加えることで、

特定の配列がゲノム領域特異的なエピジェネティック修飾に及ぼす影響を解析し、その分子基

盤の解明につなげることが可能であろう。 

このような基礎的技術と知見を、応用的に展開することで、再生医療において最も求められ

ているテクノロジー、すなわち幹細胞から特定の細胞種に、特異的かつ完全な制御下に分化誘

導する技術、あるいは高効率なリプログラミング技術の樹立に資するものと期待できる。たとえ

ば上記のようなゲノム領域特異的エピジェネティック修飾をもたらす因子を解明すれば、細胞の

分化の方向性と速度を制御する薬剤の開発等に繋がる可能性がある。一方で、種々の疾患、た

とえばメタボリック症候群や悪性腫瘍等に対する新しい分子治療技術の開発、発症素因の診断

法、モニタリング法等の創出をもたらす可能性があり、医療の進歩と新産業の創出に寄与できる

と期待される。 
 

４, 自己評価 

EBV エピゾーマル・ベクターによる非ウイルス的 iPS 細胞の誘導という目標に関しては、残

念ながら他のグループに遅れをとったが、上記のような利点を有する技術が樹立できたと考え

ている。細胞分化に伴うエピジェネティック修飾の新しい解析システムの樹立、またiPS細胞か

ら機能細胞への分化誘導では、当初の目標以上の成果を得ることができ、今後のさらなる基

礎的、応用的展開につながるものと考えている。 

 
５, 研究総括の見解 

当初心配した通り、EB ウイルスベクターを用いて iPS を樹立するという研究については、完

全に遅れをとった。ただ、アドバイザー等の意見を聞いて、エピジェネティックな遺伝子修飾を

検討するためのベクターシステム開発へと方向転換を試み、成果が出るところまで到達でき

たことは評価する。このベクターシステムはオリジナルであり、また iPS 研究にとっても有用な

ツールとなる可能性を秘めており、是非とも汎用されるシステムへと発展させる事を期待す

る。 
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