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Einleitung

Dr. John Gurdon wurde fiir wegweisenden Ergebnisse
geehrt, die er 1962 in Form der ersten experimentellen Hin-
weise auf die Reprogrammierung von Zellen durch Trans-
plantation amphibischer somatischer Zellkerne in entkernte
Oozyten erhalten hatte.'! Dieser technologische Durchbruch
begriindete ein neues Prinzip: Jeder Kern einer differen-
zierten Zelle enthélt einen vollstdndigen Satz an Baupldnen
fiir den gesamten Korper, und Oocyten besitzen ein gewisses
Potenzial zur Zellreprogrammierung.

Inspiriert durch diese Erkenntnisse und sich anschlie-
Bende Forschungsergebnisse identifizierten wir vier Tran-
skriptionsfaktoren, die in somatischen Zellen durch ver-
starkte Expression Pluripotenz induzieren konnen, und kon-
solidierten effektive Reprogrammierungsverfahren in Maus-
zellen im Jahr 2006 und in humanen Zellen im Jahr 2007.F!
Diese reprogrammierten Zellen wurden ,,induzierte pluripo-
tente Stammzellen* (iPS-Zellen; induced pluripotent stem
cells) genannt. Im folgenden Uberblick werde ich mich auf
den experimentellen Hintergrund der Erzeugung von iPS-
Zellen und die kiinftigen Perspektiven der iPS-Zellforschung,
die sich seither rasant entwickelt, konzentrieren.

Meine Anfinge als Wissenschaftler

Ich habe an der Universitdt Kobe in der School of Me-
dicine promoviert und erhielt meine Approbation im Jahr
1987. Ich ging in die orthopédische Chirurgie und begann als
Assistenzarzt in Osaka. Wéhrend der Schulzeit hatte ich Judo
und Rugby betrieben und mich dabei oft verletzt, unter an-
derem hatte ich 10 Knochenbriiche iiberall im Korper. Daher
stammte mein Interesse an Orthopddie und Chirurgie. Ich
wollte vor allem {iibertrainierte und verletzte Patienten be-
handeln.

1989 nahm mein Leben jedoch eine neue Wende weg von
der klinischen chirurgischen Orthopédie hin zur Grundla-
genforschung. Dafiir gab es zwei Griinde: Erstens war ich
kein besonders talentierter Chirurg; zweitens traf ich auf viele
Patienten, die an unheilbaren Krankheiten und Verletzungen
litten, die sogar hochbegabte Chirurgen und Arzte nicht
heilen konnten. So hatte ich Patienten, die an Riicken-
marksverletzungen, amyotropher Lateralsklerose und
Osteosarkomen litten. Auflerdem verstarb mein Vater wih-
rend dieser Zeit an Leberzirrhose. Medizinische Grundla-
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genforschung ist die einzige Moglichkeit, Hilfe fiir solche
Patienten zu finden. Daher beschloss ich, wieder zuriick an
die Universitédt zu gehen. Im April 1989 wurde ich Doktorand
an der Osaka City University Medical School.

Von den vielen Abteilungen der Universitéit suchte ich
mir das Department of Pharmacology unter Leitung von
Professor Kenjiro Yamamoto aus. Beim Bewerbungsgespriach
konnte ich nicht viele Fragen zur Pharmakologie beantwor-
ten, weil ich mich als Medizinstudent nicht intensiv genug mit
Pharmakologie befasst hatte. Stattdessen versuchte ich
meinen Gesprichspartner, Dr. Fumio Ikemoto, zu iiberzeu-
gen, dass ich trotz mangelnder Kenntnisse ernsthaft medizi-
nische Grundlagenforschung betreiben wollte. Ich bin daher
sehr dankbar, dass Dr. Ikemoto mich in seine Abteilung
aufnahm. Er betonte immer wieder, dass wir keine Forschung
betreiben sollten, mit der wir nur die Resultate anderer re-
produzieren. Stattdessen sollten wir etwas Einzigartiges und
Neues bearbeiten. Wihrend meiner wissenschaftlichen Aus-
bildung hatte ich das groBe Gliick, zwei Arten von Lehr-
meistern zu haben: groe Mentoren und unerwartete Er-
gebnisse bei meinen Experimenten.

Mein direkter Betreuer war Dr. Katsuyuki Miura. Wéh-
rend der ersten Monate meiner Doktorandenzeit empfahl er
mir, so viele Manuskripte wie moglich zu lesen und neue
Projekte vorzuschlagen. Ich hatte das Gefiihl, als solle ich auf
eine weille Leinwand zeichnen, was immer ich wolle. Diese
Art der Betreuung war ganz anders als das, was ich als As-
sistenzarzt erlebt hatte. In der Klinik hatte ich nur wenig
Freiraum und hatte den Anweisungen der Oberédrzte und
Lehrbiicher zu folgen. Ich dachte ,,Toll, ich liebe dieses
System!“ AuBerdem wies mich Dr. Miura oft darauf hin, dass
wir weltweit konkurrierten. Mit jedem Projekt konkurrierten
wir mit Wissenschaftlern der ganzen Welt, meistens in den
USA oder Europa. Auch dies war ganz anders als in der
Klinik, in der ich nur mit den anderen Arzten konkurrierte.
Die Idee einer ,weltweiten® Konkurrenz war mir nie ge-
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kommen, als ich im Krankenhaus arbeitete. Daher fand ich
insgesamt, dass Grundlagenforschung meinen Interessen und
meiner Veranlagung eher entgegenkam.

Im Sommer 1989 suchte ich noch immer nach meinem
Projekt. Dr. Miura schlug fiir den Anfang ein einfacheres
Projekt vor. Ich sollte ein vasoaktives Molekiil, den Plitt-
chenaktivierungsfaktor PAF (platelet activating factor) bei
der Regulation des Blutdrucks in Hunden untersuchen (Ab-
bildung 1). Weil bekannt war, dass die intravendse Injektion
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Abbildung 1. Mein erstes Experiment als Doktorand. Die intravendse
Injektion des vasoaktiven plattchenaktivierenden Faktors (PAF) verur-
sachte eine voriibergehende Senkung des Blutdrucks in Hunden
(oben). Wir vermuteten, dass dieser Druckabfall durch eine Vorbe-
handlung mit einem Thromboxan-A2-Inhibitor blockiert werden kénnte
(unten links). Uberraschenderweise stellte sich ein nachhaltiger niedri-
ger Blutdruck ein (unten rechts).

von PAF bei Hunden eine voriibergehende Senkung des
Blutdrucks (transiente Hypotonie) verursacht, vermutete Dr.
Miura, dass diese Erscheinung durch ein anderes gefaf3wirk-
sames Molekiil, Thromboxan A2, vermittelt wird. Wenn diese
Hypothese stimmte, sollte eine Vorbehandlung mit einem
Thromboxan A2-Inhibitor den PAF-induzierten Blutdruck-
abfall blockieren. Mein erstes Experiment, das ich an Hunden
mit einem Thromboxan-Inhibitor durchfiihrte, beruhte auf
dieser Hypothese; daher erwartete ich keinen Blutdruckab-
fall bei den vorbehandelten Hunden. Es hiitte ein einfaches,
fiir einen Anfénger geeignetes Experiment sein konnen. Das
Ergebnis war jedoch vollig unerwartet. Zunéchst schien der
Thromboxan-Inhibitor nicht zu wirken, denn die nachfol-
gende Behandlung mit PAF loste den iiblichen transienten
Blutdruckabfall aus. Zu unserer Uberraschung kam es jedoch
ein paar Minuten nach der Behandlung zu einer starken und
langanhaltenden Senkung des Blutdrucks, die wir mit PAF
alleine noch nie gesehen hatten (Abbildung 1). Ich war so
aufgeregt! Ich rannte zu Dr. Miuras Biiro und teilte ihm das
Ergebnis mit. Obwohl es seine Hypothese nicht stiitzte, war
Dr. Miura ebenso aufgeregt und ermutigte mich, den Befund
niher zu untersuchen. Ich brauchte zwei Jahre, um den Me-
chanismus fiir dieses unerwartete Resultat aufzuklaren.™ Es
war ein groBer Gliicksfall, dass ich in meinem allerersten
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Experiment als Doktorand auf ein solches unerwartetes Er-
gebnis stief3.

Spétestens in dieser Phase wusste ich, dass ich die richtige
Laufbahn eingeschlagen hatte. Wihrend meiner Doktorar-
beit war ich allerdings oft iiber den wissenschaftlichen Ansatz
frustriert, der auf pharmakologischen Werkzeugen wie Inhi-
bitoren und Agonisten beruhte. Kein Wirkstoff kann zu
100 % spezifisch oder wirksam sein, sodass man stindig mit
unspezifischen Aktivitdten oder unvollstindigen Blockaden
der Zielstrukturen zu tun hat. Dagegen war ich fasziniert von
den schnell aufkommenden gentechnischen Methoden, die in
Maiusen angewendet wurden, vor allem von der Knock-out-
Technologie, mit der jedes interessierende Gen vollstindig
und spezifisch entfernt werden kann. Es gab wenige Ar-
beitsgruppen in Japan, die diese Technologie aus den USA
oder Europa fiir ihre pharmakologischen Untersuchungen
mitbrachten. Diese Technologie erschien mir wie ein Wunder.
Ich wollte sie unbedingt in meiner eigenen Forschung ein-
setzen. Um die gentechnischen Methoden an der Maus zu
lernen, bemiihte ich mich um eine Postdoc-Stelle in den USA,
wo die Technik in vielen Labors verwendet wurden. Ich stu-
dierte die Stellenangebote in Zeitschriften wie Nature, Sci-
ence und Cell und bewarb mich in moglichst vielen Labora-
torien. Als erster antwortete Dr. Thomas (Tom) Innerarity
vom Gladstone Institute of Carciovascular Disease in San
Francisco (Abbildung 2) auf meine Bewerbung. Nach einem
kurzen telefonischen Vorstellungsgesprich bot Tom mir eine
Stelle an. Im April 1993 iiberquerte ich den Pazifik mit
meiner Frau und meinen zwei kleinen Tochtern.

In Toms Labor forschte ich zunichst iiber die Mechanis-
men, die der Genexpression von ApoB (Apolipoprotein B),
einem Bestandteil von LDL (low density lipoprotein), zu-
grunde liegen, und die als bedeutsam fiir die Cholesterinre-
gulation angesehen werden. Wir konzentrierten uns speziell
auf den mRNA-editierenden Faktor APOBEC1 (ApoB
mRNA editing catalytic subunit 1), um die Genfunktion zu
analysieren. Unsere eigentliche Absicht war, die Moglichkeit
einer Gentherapie bei familidrer Hypercholesterindmie zur

Abbildung 2. Meine Zeit am Gladstone Institute als Postdoktorand.
Das Bild wurde mit Dr. Thoms Innerarity in seinem Labor aufgenom-
men (1995, Gladstone Institutes).
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Vermeidung von Arteriosklerose auszuloten. Tom vertrat die
Hypothese, dass die Uberexpression von APOBECI in der
Leber den Cholesterinspiegel im Plasma senken wiirde, und
er wollte dies an transgenen Méausen, die APOBECI spezi-
fisch in der Leber iiberexprimieren, testen. Mit viel intensiver
Arbeit konnte ich die transgenen Mauslinien schnell erzeu-
gen. Die Ergebnisse, die wir erhielten, waren aber vollig un-
erwartet. Der Leib der transgenen Miuse war aufgetrieben
als wiren die Tiere trédchtig, gleich, ob sie ménnlich oder
weiblich waren. Die Autopsie ergab ein ungewohnlich hiu-
figes Vorkommen von Lebertumoren in diesen Méusen
(Abbildung 3).7 APOBECI erwies sich als sehr wirksames

Abbildung 3. Leberzell-Karzinom in einer transgenen APOBECT-Maus.
Lebern einer nicht transgenen Kontrollmaus (links) und einer transge-
nen Maus (rechts).”! (Copyright 1995, the National Academy of Scien-
ces.)

Onkogen. Daher kann man dieses Gen niemals fiir eine
Gentherapie nutzen. Ich fand dieses unerwartete Ergebnis
wieder sehr spannend, obwohl es zeigte, dass APOBEC1
nicht fiir die Vermeidung von Arteriosklerose geeignet war
und damit mein urspriinglicher Forschungsansatz gescheitert
war. Dr. Innerarity unterstiitzte mich weiter, als ich beschloss,
iiber Leberkrebs zu forschen, obwohl seine Hypothese wi-
derlegt worden war. Er war iiber ein iiberraschendes Ergebnis
immer genauso erfreut wie Dr. Miura. Er schlug vor, weiter
an APOBECI zu arbeiten, um die Mechanismen aufzukliren,
die zur Tumorbildung fithren. Ich war seinerzeit der einzige,
der am Gladstone Institute of Carciovascular Diseases tiber
Leberkrebs forschte.

Dann traf ich wieder auf jemanden, der fiir mein Leben in
Gladstone sehr wichtig werden sollte. Es war der damalige
Institutsprasident Dr. Robert Mahley. Er sprach einmal zu
uns, den Postdocs, wie man in der Wissenschaft erfolgreich
wird. Er sagte, das Geheimnis sei ,,VW*®. Er fahrt bis heute
einen Volkswagen, aber in diesem Fall meinte er mit VW
nicht Volkswagen, sondern Vision und harte Arbeit (work).
Dr. Mahley ermahnte uns, eine klare Vision zu entwickeln
und dann hart an diesem Ziel zu arbeiten. Ich arbeitete sehr
hart, Tag und Nacht. Aber mir wurde klar, dass ich keine klare
Vision hatte. Warum fiihrte ich viele meiner Experimente
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durch? Warum horte ich mit der Arbeit an der Klinik auf und
wurde Postdoc in den USA ? Dann wurde mir klar, dass meine
Vision oder Motivation Wissenschaft zu betreiben, der
Waunsch war, zu Gesundheit und langem Leben der Patienten
beizutragen. Natiirlich konnen wir nicht sofort allen Patien-
ten mit unseren Laborexperimenten helfen. Aber die medi-
zinische Grundlagenforschung hat das Potenzial, Tausenden
von Patienten zu helfen, die an unheilbaren Erkrankungen
und Verletzungen leiden.

Wie bereits erwéhnt, hatte ich am Anfang meiner Wis-
senschaftlerlaufbahn grofles Gliick mit zwei Arten von
Lehrmeistern: Zunichst meine Betreuer, Dr. Miura, Dr. In-
nerarity und Dr. Mahley, die mich ermutigten, meine Projekte
weiter zu verfolgen, obwohl die Versuchsergebnisse ihren
Hypothesen widersprachen. Sie waren fiir mich Vorbilder,
denen ich folgen wollte. Der andere gro3e Lehrmeister war
die Natur selbst, die mich mit vollig iiberraschenden Ergeb-
nissen zu ganz neuen Forschungsthemen fiihrte. Ohne diese
beiden Lehrmeister hétte ich nie mit der Forschung begon-
nen, die mich letztlich zur Generierung von iPS-Zellen fiihrte.

Die Forschung bis zur Herstellung von iPS-Zellen

Die Ausloser, mich mit der Reprogrammierung von
Zellen zu befassen, waren eine weitere Serie vollig unerwar-
teter experimenteller Ergebnisse und meine Konfrontation
mit embryonalen Stammzellen (ES-Zellen). Wihrend ich an
den molekularen Mechanismen der Karzinogenese durch
APOBECI arbeitete, entdeckte ich ein interessantes Mole-
kiil, das ein neues Angriffsziel von APOBEC1 war. Ich
nannte es NAT1 (novel APOBECI target #1).! Die Uber-
expression von APOBECI fiihrte zu einer abweichenden
Prozessierung an zahlreichen Stellen der NAT1-mRNA,
darunter auch solchen, die verfrithte Stoppcodons erzeugen.
Dadurch nahm die Konzentration des NAT1-Proteins stark
ab. Ich fand auch heraus, dass das NAT1-Protein dem eu-
karyotischen Translationsinitiationsfaktor (eIF) 4G #hnelt
und wahrscheinlich als Translationsregulator wirkt. Diese
Beobachtungen fiihrten mich zu der These, dass NAT1 als
Tumorsuppressorgen wirken kénne. Um dies zu iiberpriifen,
entschloss ich mich, NAT1-Knock-out-Miuse zu ziichten.
Dazu musste ich bei meinem Freund Dr. Robert Farese jr.,
der das Zentrallabor fiir ES-Zellen und Knock-out-M4use in
Gladstone aufgebaut hatte, die Methode lernen, wie man
Knock-out-Méuse erzeugt (dazu gehort auch die Konstruk-
tion und Herstellung von entsprechenden Vektoren und die
Kultivierung von murinen ES-Zellen). Damals bin ich zum
ersten Mal mit ES-Zellen in Beriihrung gekommen.

Und wieder arbeitete ich hart. Seit drei Jahren war ich nun
in Gladstone, und meine Frau musste nach Japan zuriickge-
hen, weil wir unsere élteste Tochter in Japan zur Schule
schicken wollten. Nachdem meine Familie San Francisco
verlassen hatte, arbeitete ich noch mehr. Ich wollte einfach
die Funktion von NAT1 aufkldren, von jenem Gen, das ich
selbst identifiziert hatte. Ohne die Familie zu Hause hatte ich
nichts anderes zu tun. Ich arbeitete buchstiblich rund um die
Uhr. Ich konstruierte schnell den erforderlichen Vektor und
erhielt die entsprechend verdnderten ES-Zellklone. Im Zen-
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trallabor bat ich, diese Klone in Miuseblastocysten zu inji-
zieren, um chimédre Maiuse zu erzeugen. Ich war gliicklich
iiber meine wissenschaftlichen Fortschritte.

Zur gleichen Zeit wurde ich aber immer einsamer ohne
meine Familie. Die einzige Moglichkeit, mit ihr zusammen-
zuleben, war, nach Japan zuriickzukehren. Zum Gliick erhielt
ich ein Stipendium der japanischen Regierung und entschloss
mich, in Japan eine zweite Postdoc-Stelle anzunehmen. Durch
die unschitzbare Hilfe und Grofziigigkeit von Dr. Innerarity
konnte ich die Arbeit an NAT1 auch nach meiner Riickkehr
nach Japan an der Osaka City University Medical School
fortsetzen. Im darauffolgenden Jahr wurde ich Assistant
Professor und forschte weiter an NAT1.

Die Erzeugung der NAT1-Knock-out-Mdiuse lief glatt.
Wir erhielten gute Chiméren und danach F1-heterozygote
Mausmutanten. Tom schickte mir diese F1-M4use. Es gelang
mir jedoch nicht, aus diesen durch Kreuzung homozygote
Mutanten zu erhalten, was nahelegte, dass NAT1 fiir die
Entwicklung der Maus essentiell ist. Ich kimpfte dann mit der
Analyse der mutierten Embryos, denn ich hatte ebensowenig
wie irgendjemand aus meiner Umgebung je tiber Maus-Em-
bryogenese geforscht. Ich lernte aus den Lehrbiichern, wie
man Embryos seziert. Mit viel Ermutigung von meinen Kol-
legen, darunter Dr. Katsuyuki Miura zeigte ich schlieBlich,
dass in NAT1 mutierte Embryonen etwa zur Zeit der Ein-
nistung abstarben.

Um die Funktionen von NAT1 weiter zu charakterisieren,
erzeugte ich in ES-Zellen homozygote Deletionsmutanten.
Ich fand heraus, dass sich die NAT1-Nullmutanten normal
teilten, wenn sie auf undifferenzierten Fiitterzellen gehalten
wurden. Ohne Fiitterzellen oder Leukémie-inhibierenden
Faktor beobachtete ich deutliche Unterschiede. Unter diesen
Bedingungen differenzierten die Wildtyp-ES-Zellen schnell
in ihrer Morphologie und Genexpression. Hingegen zeigten
die mutierten ES-Zellen eine Resistenz gegen die Differen-
zierung. Dies bedeutete, dass NAT1 fiir die Erhaltung der
Pluripotenz von ES-Zellen essentiell war.’l Dies war der
entscheidende Moment, in dem ES-Zellen Hauptgegenstand
meiner Forschung wurden. In meiner weiteren Forschung
entwickelten sie sich weg von einem reinen Werkzeug (Er-
zeugung von Knock-out-Miusen) dank der unerwarteten
Ergebnisse der Funktionsanalyse von NAT1. Dieses uner-
wartete Resultat dnderte mein Projekt ein weiteres Mal — von
Krebs zu ES-Zellen.

Sduger-ES-Zellen wurden erstmalig 1981 von Dr. Martin
Evans und auch von Dr. Gail R. Martin aus Maus-Embryo-
nen gewonnen. ES-Zellen haben zwei wichtige Eigenschaf-
ten."1% Die eine ist ihre schnelle Proliferation, die sie quasi
unsterblich macht. Die andere wichtige Eigenschaft ist die
Pluripotenz, die Fahigkeit also, in praktisch alle Arten so-
matischer und Keimzellen, die im Organismus existieren, zu
differenzieren. NAT1 ist fiir die Pluripotenz essenziell, nicht
aber fiir die schnelle Proliferation der Maus-ES-Zellen.
Wegen der wichtigen Rolle von NAT1 erwachte mein Inter-
esse fiir die Biologie der ES-Zellen.

Obwohl ich wichtige Erkenntnisse iiber die molekularen
Funktionen von NAT1 sammeln konnte, wurde ich allméhlich
unzufrieden und fragte mich, ob meine Grundlagenforschung
irgendwann fiir die klinische Medizin bedeutsam werden
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konne, denn das war mein eigentliches Ziel. Ich arbeitete an
einer Medical School, an der die meisten meiner Kollegen an
medizinischen Forschungsprojekten wie Wirkstoffentwick-
lung oder Aufkldrung der Pathophysiologie von Erkrankun-
gen beteiligt waren. Meine Vision war (und ist es noch
immer), mit Grundlagenforschung zur Heilung von Patienten
beizutragen, doch ich war nicht sicher, ob die Arbeiten an
NAT1 und Maus-ES-Zellen fiir diese Vision hilfreich waren.
Zu dieser Zeit sagten die Kollegen oft zu mir: ,,Shinya, diese
Mauszellen sind ja vielleicht interessant, aber du solltest
etwas tun, was enger mit humanen Erkrankungen und Hu-
manmedizin zusammenhingt.“ Zum Gliick ereigneten sich in
den spiten 90er Jahren jedoch zwei Dinge, die mich darin
bestirkten, weiter mit den ES-Zellen zu arbeiten.

Das erste Ereignis war die Erzeugung humaner ES-Zellen
durch Dr. James Thomson an der University of Wisconsin im
Jahr 1998."" Schon unmittelbar nach Veréffentlichung des
Artikels fand das Gebiet der ES-Zellforschung groBe of-
fentliche Aufmerksamkeit, wegen der moglichen Anwendung
in der regenerativen Medizin. Humane ES-Zellen haben die
beiden gleichen Eigenschaften wie Maus-ES-Zellen: schnelle
Proliferation und Pluripotenz. Humane ES-Zellen kénnen
unbegrenzt vermehrt werden, und sie lassen sich in ver-
schiedene Arten humaner somatischer Zellen differenzieren,
wie dopaminerge Neuronen, neurale Stammzellen, Herzzel-
len usw. Diese humanen Zellen sollten fiir die Behandlung
von Patienten nutzbar sein, die unter Erkrankungen und
Verletzungen wie Parkinsonscher Krankheit, Riickenmark-
verletzungen und anderen leiden. So zeigte sich wiederum,
dass ES-Zellen selbst Patienten helfen konnten — und zwar
nun nicht Méuse- sondern menschlichen Patienten. Beim
ersten Lesen der Veroffentlichung von Dr. Thompson wurde
ich sehr aufgeregt — ich kann mich noch gut an den Augen-
blick erinnern. Die Erzeugung und Verwendung von ES-
Zellen ist allerdings mit dem ethischen Hindernis behaftet,
dass menschliche Embryonen benutzt werden, und in Japan
war der Gebrauch von humanen ES-Zellen nicht erlaubt. Die
Forschung an humanen ES-Zellen wurde damit fiir mich zu
einer fernen und verbotenen Welt.

Das andere Ereignis, das mich ermutigte, war meine Be-
forderung. Ich erhielt die Chance, eine eigene Arbeitsgruppe
aufzubauen. 1999 wechselte ich als Associate Professor zum
Nara Institute of Science and Technology (NAIST). Die Stelle
war 1998 in einer japanischen Wissenschaftszeitschrift an-
nonciert. Gesucht war ein Associate Professor, der ein eige-
nes Labor leiten sollte, wahrend er eine zentrale Einrichtung
fiir Gentechnologie an Miusen organisieren sollte. Die Stel-
lung schien perfekt fiir mich geeignet, und so entschloss ich
mich zu einer Bewerbung. Ich erwartete nicht, angenommen
zu werden, da ich nur wenige Publikationen auf diesem Feld
vorweisen konnte. Zu meiner Uberraschung wurde ich jedoch
zu einem Bewerbungsvortrag an dem Institut eingeladen,
und, was noch iiberraschender war, ich bekam die Stelle!

Im Dezember dieses Jahres durchschritt ich das Haupttor
des NAIST mit Aufregung und Nervositdt. Das NAIST ist
eine der wenigen nationalen Universitdten in Japan, die nur
Naturwissenschaftler ausbilden (die meisten besitzen auch
medizinische und zahnmedizinische Ausbildungsginge). Es
hat einen schonen Campus, gute Ausstattung, talentierte Fa-
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kultdtsmitglieder und — am wichtigsten — hochmotivierte und
brillante Diplomanden und Doktoranden. Meine Frustration
verschwand wie von selbst. Dank dieser beiden Ereignisse,
der Erzeugung humaner ES-Zellen und meiner Beforderung
zum Associate Professor am NAIST, konnte ich meine For-
schung an ES-Zellen fortsetzen.

Und dann fielen mir die Buchstaben ,,VW* wieder ein.
Nun, da ich mein eigenes Labor aufbaute, fand ich, dass ich
eine klare Vision oder ein Fernziel brauchte, das ich mit den
kiinftigen Mitarbeitern meines Labors teilen wollte. Viele
Labors, die tiber ES-Zellen forschten, vor allem auch dieje-
nigen mit einem guten Ruf, arbeiteten an einer gerichteten In-
vitro-Differenzierung von Zellen zu verschiedenen Entwick-
lungslinien wie Herzmuskelzellen oder neuronale Zellen. Ich
hielt es nicht fiir klug, mit diesen Arbeitsgruppen zu kon-
kurrieren, weil mein Labor sehr klein und neu war. Ich ent-
schloss mich, das Gegenteil zu versuchen: Wir wiirden ver-
suchen, ES-Zell-dhnliche pluripotente Stammzellen zu ent-
wickeln, die nicht aus Embryonen stammten, sondern aus
differenzierten somatischen Zellen. Damit wiirden wir die
Hindernisse umgehen, mit denen die Entwicklung medizini-
scher Verfahren auf der Basis humaner ES-Zellen konfron-
tiert war, vor allem den Gebrauch menschlicher Embryonen
und die ImmunabstoBung nach Transplantation. Ich begann
also mit den Versuchen, somatische Zellen zuriick in den
embryonalen Zustand zu reprogrammieren.

Ich wusste, dass die Reprogrammierung moglich war,
zumindest theoretisch. Verfahren zur Reprogrammierung
somatischer Zellen waren von verschiedenen Arbeitsgruppen
entwickelt worden. So gelang es beispielsweise Dr. Ian
Wilmut, das erste Sdugetier, das Schaf Dolly, zu klonieren,
indem er den Kern einer voll entwickelten Zelle in ein ent-
kerntes Ei verpflanzte.!'” Die Effizienz der Methode war al-
lerdings extrem niedrig. Aulerdem war dieses System tech-
nisch sehr schwierig auf Primaten oder gar Menschen zu
tibertragen. Ein anderes Beispiel war die Zellfusion zwischen
ES-Zellen und somatischen Zellen, um die Pluripotenz zu
erreichen.!™ Die fusionierten Zellen waren aber aufgrund
ihrer Tetraploidie fiir einen klinischen Einsatz kaum geeignet.
Die Tatsache jedoch, dass somatische Zellen durch Ver-
pflanzung des Zellkerns oder Fusion mit ES-Zellen wieder
pluripotent werden konnten, war eine grof3e wissenschaftli-
che Ermutigung, denn sie fiihrte uns zu der Hypothese, dass
Oocyten oder ES-Zellen intrinsische Faktoren enthalten, die
somatische Zellen in einen pluripotenten Zustand zuriick-
versetzen konnen.

Zusitzlich zu dieser allgemeinen Einschédtzung gab es
auch andere Entdeckungen von zentralen Transkriptions-
faktoren, die an der Entwicklung von Wirbeltieren beteiligt
sind, wie Antennapedia in der Fliege"¥ oder MyoD in der
Maus.'”! Von da aus war es ein einfacher logischer Schritt
abzuleiten, dass eine Kombination solcher Faktoren in der
Lage sein sollte, Pluripotenz in somatischen Zellen zu indu-
zieren. Ich wusste nur nicht, welche oder wieviele Faktoren
bendtigt wiirden. Als wir mit unseren Forschungen begannen,
hitten es einer, mehrere oder hundert oder gar mehr sein
konnen, und wir glaubten damals, dass das Projekt 10, 20, 30
oder auch mehr Jahre bis zu seinem Abschluss brauchen
wiirde.
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Ich vermutete, dass viele der Reprogrammierungsfakto-
ren vorwiegend in Eiern und ES-Zellen exprimiert wiirden.
Fiir die Suche nach Faktoren, die spezifisch in ES-Zellen
gebildet wiirden, wollten wir eine EST(expressed sequence
tag)-Datenbank verwenden, die eine Art Katalog von Genen
ist, die in jedem Gewebe oder Organ exprimiert werden, und
der durch zufillige Sequenzierung von cDNA-Bibliotheken
aus Geweben oder Organen verschiedener Arten erhalten
wird. Gerade rechtzeitig wurden in grofem Umfang EST-
Daten aus der Maus von RIKEN zur Verfiigung gestellt.!!
Auflerdem konnte man nun auf ein Programm des National
Center for Biotechnology Information (NCBI) zuriickgreifen,
das EST-Datenbanken analysierte und das Expressionsmus-
ter jedes Gens vorhersagte.'’! Mit diesem Programm entwi-
ckelte ich am Computer eine differenzielle Darstellung zum
Vergleich von EST-Bibliotheken aus Maus-ES-Zellen mit
solchen aus unterschiedlichen somatischen Geweben. Ich
konnte sofort eine Reihe von Genen identifizieren, die in
undifferenzierten Maus-ES-Zellen und frithen Embryonen
hoch und spezifisch exprimiert wurden. Wir konzentrierten
uns besonders auf die Gene mit der hochsten Anreicherung.
Dazu gehorten gut bekannte Gene wie Oct3/4,1%1 Utf12)
und Rex1,!! die bereits experimentell als ES-Zell-spezifische
Marker identifiziert worden waren. Dies bestétigte den
Nutzen unseres Ansatzes. Wir bestimmten noch weitere in
ES-Zellen angereicherte Gentranskripte (ES cell-associated
transcripts; ECATs) und bestiétigten die ES-Zell-spezifische
Expression dieser ECATs mit Northern Blots.?>2

Ich charakterisierte die Funktionen der ECATs in ES-
Zellen und Mé4usen mit den neuen Mitarbeitern in meinem
Labor, darunter drei Doktoranden, Eiko Kaiho, Yoshimi
Tokuzawa und Kazuthoshi Takahashi. Ich hatte das Gliick,
dass diese begabten und fleiigen Studenten von Anfang an
dabei waren. Dazu kam Tomoko Ichisaka als Techniker der
Zentraleinheit fiir Molekulargenetik an Méusen. Ich glaube,
dass Tomoko einer besten Techniker in Japan, vielleicht sogar
auf der ganzen Welt ist, wenn es um die Manipulation von
Miuseembryonen geht. Dank Tomoko und der Zentralein-
heit konnten wir viele Knock-out-Mause ziichten, um ECAT's
zu untersuchen.

Das erste Gen, das wir am NAIST in der Maus ausschal-
teten, war ECAT3, auch Fbox15 genannt. Diese Mduse waren
Teil von Yoshimi Tokuzawa’s Projekt. Yoshimi, Tomoko und
ich waren begeistert, als wir die erste gezielt verdnderte ES-
Zelllinie, die ersten chiméren Miuse und die Ubertragung der
Mutation iiber die Keimbahn erhielten. Als wir jedoch ho-
mozygote Mausmutanten ohne ein funktionelles ECAT3-Gen
erzeugten, konnten wir keinen offensichtlichen Phénotyp
finden.”? Wegen der spezifischen Expression in Maus-ES-
Zellen und Embryonen erwarteten wir ein frithes Absterben
der Embryonen. Aulerdem zeigten wir, dass Fbox15 ein di-
rektes Ziel von Oct3/4 und Sox2 ist, einem anderen Tran-
skriptionsfaktor, der fiir die Aufrechterhaltung der Pluripo-
tenz essentiell ist.’”) Entgegen unseren Vermutungen erhiel-
ten wir homozygote Mausmutanten aus heterozygoten
Kreuzungen nach den Mendelschen Gesetzen. Yoshimi er-
zeugte daraufhin homozygote mutierte ES-Zelllinien in der
Hoffnung auf drastische Phénotypen. Aber wieder beobach-
teten wir keine nennenswerten Verdnderungen. ECAT3-
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Nullmutanten von ES-Zellen proliferierten normal und
zeigten normales Differenzierungspotenzial. Die ECAT3-
Knock-out-Mduse und die ES-Zellen waren anscheinend
normal. Dies fanden wir auch oft bei anderen ECATSs. Diese
Erfahrung erinnerte uns daran, dass Wissenschaft manchmal
zah ist.

Eine Ausnahme war ECAT4, ein Transkriptionsfaktor,
der spiater Nanog genannt wurde. Wir fanden mit anderen
heraus, dass Nanog eine wichtige Rolle bei der Aufrechter-
haltung der Pluripotenz in Maus-ES-Zellen spielt.?**! Nanog
war auch essentiell fiir die Embryonalentwicklung in Méusen
vor der Einnistung. Neben Nanog identifizierte Yoshimi
Tokuzawa einen anderen Transkriptionsfaktor, KIf4, der eine
wichtige Rolle in Maus-ES-Zellen spielt. Eine andere Ar-
beitsgruppe berichtete von der Bedeutung des gut bekannten
Onkogens c-Myc fiir die Pluripotenz. Bis 2004 hatten wir
insgesamt 24 Faktoren als mogliche Reprogrammierungs-
faktoren identifiziert, darunter Oct3/4, Sox2, c-Myc, Nanog,
weitere ECATs und Klf4.

Wir bendtigten ein empfindliches und schnelles Testsys-
tem, um diese Kandidaten zu durchmustern. Die Fbox15-
Knock-out-Miduse erwiesen sich als ein solches Testsystem.
Als wir die Knock-out-Méduse von Fbox15 und anderen
ECATs erzeugten, verwendeten wir eine Genfallen-Strategie,
in der wir das Neomycin-Resistenzgen in das gewiinschte Gen
einfiigten. Daher wird in den ECAT3-Knock-out-Zellen die
Neomycin-Resistenz vom Enhancer und Promotor von
ECAT3 aus abgelesen, der nur in ES-Zellen und frithen
Embryonen aktiv ist, nicht aber in somatischen Zellen. So-
matische Zellen wie embryonale Mausefibroblasten (MEFs),
die sich von ECAT3-Knock-out-Miusen ableiten, sind sensi-
tiv gegen G418, wihrend ECAT3-Knock-out-ES-Zellen
gegen hohe Konzentrationen von G418 resistent waren.
Davon ausgehend erwarteten wir, dass, falls einer der 24
Kandidaten tatsdchlich Pluripotenz in ECAT3-Knock-out-
MEFs erzeugen konne, die reprogrammierten Zellen tat-
sdchlich resistent gegen G418 werden wiirden. Wir bestitig-
ten diese Strategie durch die Verwendung eines Fusions-Re-
programmierungssystems. Die ECAT3-Knock-out-Méuse,
die wenige Phénotypen zeigten und Yoshimi und mich daher
enttduscht hatten, lieferten nun ein sehr niitzliches System,
um die moglichen Reprogrammierungsfaktoren zu iiberprii-
fen.

Im Jahr 2005 wechselte ich mit den 24 Kandidatengenen,
dem ECAT3-basierten Testsystem und den Mitarbeitern
Tomoko Ichisaka und Kazutoshi Takahashi zur Kyoto Uni-
versity. In Kyoto iibergab ich Kazutoshi Takahashi die 24
Faktoren, um sie mit dem Assaysystem zu testen.”) Im
Grunde erwarteten wir nicht, mit diesen 24 Faktoren eine
Antwort zu erhalten. Wir gingen davon aus, dass viel mehr
Faktoren getestet werden miissten und hatten bereits mit der
Herstellung von cDNA-Bibliotheken aus Maus-ES-Zellen
und Keimdriisen begonnen. Dennoch fiihrte Kazutoshi jedes
der 24 Kandidatengene einzeln durch retrovirale Transduk-
tion in die ECAT3-Knock-out-MEFs ein. Beinahe wie er-
wartet, erhielten wir keine antibiotikaresistenten Kolonien
mit den einzelnen Faktoren, ein Hinweis darauf, das kein
einzelnes Kandidatengen ausreichte, um die Reprogrammie-
rung durchzusetzen und Pluripotenz zu induzieren. Zusitzlich
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zur Transduktion der einzelnen Faktoren fiihrte Kazutoshi
dann eine Transduktion aller 24 Faktoren gemeinsam in die
ECAT3-Knock-out-MEFs durch, auch um damit die Durch-
fithrung des cDNA-Bibliotheksscreenings zu iiben. Er hatte
quasi eine Minibibliothek aus 24 cDNAs zur Verfiigung. Zu
unserer Uberraschung erhielten wir vier Wochen nach der
Transduktion mehrere G418-resistente Kolonien. Ich hielt
dieses Ergebnis fiir falsch, vermutete etwa eine Kontamina-
tion mit ES-Zellen. So bat ich Kazutoshi, das Experiment
immer wieder zu wiederholen. Es funktionierte immer. Ka-
zutoshi pickte die G418-resistenten Kolonien und vermehrte
sie. Die Zellen lieen sich unbegrenzt expandieren und hatten
eine Morphologie dhnlich der von Maus-ES-Zellen. Mit RT-
PCR lief3 sich zeigen, dass die iPS-MEF24-Klone ES-Zellm-
arker exprimierten, darunter Oct3/4, Nanog, E-Ras, Cripto,
Dax1, Zfp296”* und Fgf4."!

Um danach zu bestimmen, welche der 24 Kandidatengene
notwendig waren, untersuchte Kazutoshi die Effekte, wenn er
einzelne Faktoren aus dem Pool der transduzierten Kandi-
datengene entfernte. ES-Zell-dhnliche Kolonien entstanden
nicht, wenn Oct3/4 oder Klf4 fehlte. Beim Weglassen von
Sox2 entwickelten sich nur wenige ES-Zell-dhnliche Koloni-
en. Fehlte c-Myc, entstanden zwar Kolonien, doch hatten
diese eine flachere und andere Morphologie als ES-Zellen.
Die iibrigen Faktoren beeinflussten Zahl oder Charakteristik
der Kolonien nicht spiirbar. SchlieBlich zeigten wir noch, dass
die Kombination aus den vier Genen Oct3/4, K1f4, Sox2 und
c-Myc ausreichte, um ES-Zell-dhnliche Kolonien zu produ-
zieren. Aus den Daten wurde klar, dass Pluripotenz aus MEF-
Kulturen durch Einfithren der vier Transkriptionsfaktoren
Oct3/4, Sox2, c-Myc und KIf4 induziert werden konnte. Ich
nannte die neuen pluripotenten Stammzellen ,,iPS-Zellen®
als Abkiirzung fiir ,,induzierte pluripotente Stammzellen®.

Wir untersuchten die Pluripotenz der iPS-Zellen mit dem
Teratombildungstest in Tieren. Wir erhielten Tumoren aus
iPS-Zellen nach subkutaner Injektion in Nacktmiuse. Eine
histologische Untersuchung ergab, dass die iPS-Zellen in die
drei Keimblitter differenzierten, ndmlich neurale Gewebe,
Bindegewebe und Saulenepithel. Wir untersuchten die iPS-
Zellen auch auf ihre Fidhigkeit, adulte Chiméren zu bilden.
Wir injizierten iPS-Zellen in Mausblastocysten, die wir dann
in den Uterus scheintrichtiger Mduse implantierten. Ergebnis
waren adulte Chiméren aus diesen injizierten iPS-Zellen, was
sich in der Fellfdrbung der Jungen niederschlug. Von diesen
Chiméren konnten wir F1-Méuse durch Keimbahniibertra-
gung erhalten. Aufgrund dieser Ergebnisse schlossen wir, dass
iPS-Zellen in Bezug auf ihre Pluripotenz mit ES-Zellen ver-
gleichbar sind.”

Im Jahr darauf veroffentlichten wir die Erzeugung von
iPS-Zellen aus humanen Fibroblasten mit denselben Fakto-
ren.®! Im Falle der ES-Zellen benétigte der Ubergang von
murinen zu humanen Zellen 17 Jahre. Dies lag zum Teil
daran, dass Maus-ES-Zellen und humane ES-Zellen, obwohl
sie viele Figenschaften gemeinsam haben, in mancher Hin-
sicht sehr verschieden sind, einschlieBlich ihrer Kulturbedin-
gungen und Morphologie. Im Falle der iPS-Zellen verging viel
weniger Zeit, denn wir wussten bereits, wie humane pluri-
potente Stammzellen zu kultivieren waren und wie sie aus-
sehen sollten. Anders ausgedriickt hétten wir ohne die vor-
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herigen Publikationen iiber humane ES-Zellen nie humane
iPS-Zellen erzeugen konnen.

Die Erzeugung der iPS-Zellen war eine aul3ergewohnli-
che Erfahrung in meiner wissenschaftlichen Laufbahn, denn
dabei lief alles glatt. In allen anderen Féllen war mein Weg
voller Misserfolge. Das Gliick beruhte auf der entschlossenen
Arbeit junger Forscher, vor allem Kazuthoshi Takahashi,
Yoshimi Tokuzawa und Tomoko Ichisaka. Diese drei waren
es, die die iPS-Zellen erzeugten. Ohne diese drei jungen
Leute in meinem Labor hitten wir in meiner Arbeitsgruppe
die iPS-Zellen nie erhalten. Daher bin ich diesen dreien und
den anderen Mitgliedern meiner Arbeitsgruppe &duf3erst
dankbar fiir ihre unermiidlichen Anstrengungen.

Als ich mich vor 25 Jahren der Grundlagenforschung zu-
wandte, habe ich nie daran gedacht, in Zukunft mit Stamm-
zellen zu arbeiten. Es waren die unerwarteten Ergebnisse von
PAF, APOBECI-transgenen Méausen und den NAT1-Knock-
out-Miusen, die mich auf dieses neue Feld lenkten. Die Er-
mutigung durch meine Mentoren, darunter Drs. Yamamoto,
Miura, Innerarity und Mahley war fiir die Fortsetzung meiner
Tétigkeit als Wissenschaftler essentiell.

Mégliche Anwendungen von iPS-Zellen

Einer der Vorteile der iPS-Zelltechnologie ist ihre Ein-
fachheit und Reproduzierbarkeit. Wir konnen humane iPS-
Zellen inzwischen nicht nur aus Haut-Fibroblasten gewinnen,
sondern auch aus anderen somatischen Zellen, einschlieBlich
peripheren Blutzellen. Hunderte von Labors auf der ganzen
Welt arbeiten inzwischen an iPS-Zellen und versuchen, die
Technik in der Medizin und fiir die pharmazeutische Industrie
zu nutzen (Abbildung 4). Ohne die iPS-Zelltechnologie wire
es schwierig, somatische Zellen wie Herz- oder Gehirnzellen
in ausreichender Zahl von Patienten zu erhalten, die an Herz-
oder Hirnerkrankungen leiden. Mit der iPS-Zelltechnologie
braucht man nur eine winzige Zahl von Blutzellen von den
Patienten. Wir konnen daraus iPS-Zellen erzeugen, sie im
gewiinschten Umfang expandieren und dann daraus Herz-
oder Gehirnzellen ziichten, um die beeintrachtigten Gewebe
zu untersuchen. Diese Zellen haben die gleiche genetische
Ausstattung wie die Patienten und erdffnen beispiellose
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Abbildung 4. Mégliche Anwendungen fiir iPS-Zellen.
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Moglichkeiten, um die Toxizitdt von Wirkstoffen vorherzu-
sagen, Krankheitsmodelle in der Petrischale zu entwickeln,
Wirkstoffsuchen durchzufithren und Zellen fiir Transplanta-
tionstherapien zu gewinnen.

Viele wirksame Substanzen wurden wegen Nebenwir-
kungen wie Herzrhythmusstorungen und Lebertoxizitidt vom
Markt genommen. Die am besten bekannte Nebenwirkung
am Herzen ist das QT-Syndrom, das durch verldngerte In-
tervalle zwischen den Q- und T-Wellen im Elektrokardio-
gramm charakterisiert ist; es verursacht oft todliche Ar-
rhythmien. Weil menschliche Herzzellen schwer zu bekom-
men sind, haben pharmazeutische Unternehmen nicht vom
Herzen stammende Tumorzelllinien mit nur einem Herzgen
transfiziert, um die Entwicklung eines QT-Syndroms und
anderer Arten von Herztoxizitidt vorherzusagen. Die Zuver-
lassigkeit dieses kiinstlichen Systems wird allerdings sowohl
durch falsch-positive als auch durch falsch-negative Ergeb-
nisse beeintriachtigt. Inzwischen kann man humane Herz-
muskelzellen aus iPS-Zellen bei verschiedenen Unternehmen
kaufen. Pharmaunternehmen steigen auf diese Zellen um, um
die Herztoxizitdt vorherzusagen. Mit dhnlichen Ansdtzen
kann man versuchen, die Nebenwirkungen in Leber und
Gehirn zu prognostizieren. Diese neuen medizinischen An-
wendungsfelder der iPS-Zelltechnologie stehen nach allge-
meiner Einschédtzung fast unmittelbar bevor.

Ich glaube, das groBite Potenzial dieser Technologie liegt
in der Modellierung von Krankheiten und dem Screening
nach Wirkstoffen. Hunderte von Erkrankungen koénnen so
untersucht werden. Es hat Fortschritte bei der Modellierung
unbehandelbarer Krankheiten gegeben, wihrend gleichzeitig
weltweit viele Gruppen nach neuen Wirkstoffen mit patien-
tenspezifischen iPS-Zellen suchen. Zu meiner Uberraschung
konnen mit iPS-Zellen nicht nur die Phinotypen von mono-
geneischen Krankheiten, sondern auch diejenigen von eini-
gen spit ausbrechenden polygeneischen Krankheiten wie
ALS (amyotrophe Lateralsklerose) und Alzheimer-Demenz
nachgebildet werden 3%

ALS ist eine spdt ausbrechende Erkrankung der Moto-
neuronen. Die meisten Fille treten sporadisch auf und
werden nicht von einer Mutation in einem einzelnen Gen
verursacht. Bereits vor iiber 100 Jahren wurde die Krankheit
erstmals beschrieben. Doch trotz zahlreicher wissenschaftli-
cher Anldufe gibt es bis heute keine effektive Behandlung.
Fiir viele Krankheiten waren Tiermodelle hilfreich, um die
Mechanismen aufzukliren und geeignete Wirkstoffe zu
finden. Im Falle von ALS gibt es Tiermodelle, und viele
Substanzen wurden entwickelt, die in diesen Tiermodellen
wirksam sind. Dieselben Substanzen sind bei menschlichen
ALS-Patienten aber wirkungslos. Die Suche nach Medika-
menten fiir ALS muss also an humanen Zellen durchgefiihrt
werden. Es ist jedoch schwierig, ausreichende Mengen an
Motoneuronen und anderen betroffenen Zellen von Patien-
ten zu gewinnen.

Da inzwischen die notwendigen Zellen aus iPS-Zellen
geziichtet werden konnen, haben viele Wissenschaftler iPS-
Zellen von ALS-Patienten erzeugt und ziichten grofie
Mengen an Motoneuronen, die dieselben genetischen Infor-
mationen tragen wie die Patienten. Zu ihnen gehort Dr.
Haruhisa Inoue von unserem Institut (CiRA, the Center for
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iPS Cell Research and Application).”” Dr. Inoue konnte
nachweisen, dass Motoneuronen von Patienten signifikant
kiirzere Auslédufer fiir die Signaliibertragung vom Gehirn zu
den Muskeln haben als solche von gesunden Kontrollperso-
nen (Abbildung 5). Er fand auch heraus, dass ein Histonace-

Kontrolle Patient

Abbildung 5. Motoneuron aus iPS-Zellen aus einem ALS-Patienten als
Krankheitsmodell. Mikroskopaufnahmen von Motoneuronen, die aus
iPS-Zellen differenziert wurden. Donoren waren eine Kontrollperson
(links) und ein ALS-Patient (rechts).”” (Copyright 2012, American As-
sociation for the Advancement of Science.)

tyltransferase-Inhibitor, Anacardinsdure, den anormalen
ALS-Motoneuron-Phidnotyp umkehrt. Daneben arbeiten die
Wissenschaftler des CiRA auch an anderen unheilbaren
Krankheiten wie FOP und CINCA-Syndrom.?"! Die Ergeb-
nisse ihrer Untersuchungen haben erwiesen, dass patienten-
spezifische iPS-Zellen ein niitzliches Werkzeug fiir die Auf-
klarung der Krankheitsentstehung und die Suche nach
Wirkstoffkandidaten sein konnen.

Die Stammzelltherapie ist eine weitere vielversprechende
medizinische Anwendung fiir iPS-Zellen. In Japan und an-
deren Léndern fithren Forscher préklinische Studien durch,
um die Wirksamkeit und Sicherheit von iPS-Zellen fiir die
Behandlung verschiedener Krankheiten und Verletzungen
wie Parkinson-Krankheit, Makuladegeneration, Herzversa-
gen, Riickenmarkverletzungen und Thrombozytopenie
nachzuweisen.” Die iPS-Zelltechnologie hat sich in den
vergangenen fiinf Jahren schnell weiterentwickelt. Wir und
andere haben eine Methode zur Herstellung humaner iPS-
Zellen mit episomalen Vektoren publiziert, deren Integration
ins Genom vermieden wird.”® AuBerdem haben wir gezeigt,
dass eine starke Expression von p53 shRNA P L-MycP und
Glis1P das Onkogen c-Myc ersetzen kann, wenn effizient
humane iPS-Zellen erzeugt werden sollen. Wir haben auch
ein System zur Evaluierung von iPS-Zellen entwickelt. Wir
glauben, dass die Technologie einer klinischen Erprobung
ndherkommt. Dr. Masayo Takahashi am Riken Center for
Developmental Biology (CDB) hat bereits einen Antrag
beim japanischen Ministerium fiir Gesundheit und Arbeit
gestellt, um eine iPS-Zell-basierte klinische Studie zur The-
rapie von Makuladegeneration durchzufiihren.

Einige dieser klinischen Studien werden zunichst mit
autologen iPS-Zellen aus patienteneigenen somatischen
Zellen beginnen. Fiir groflere Studien und standardisiertere
Therapien ist die Gewinnung autologer iPS-Zellen von jedem
Patienten wahrscheinlich nicht mehr praktikabel, denn sie ist
zeit-, arbeits- und kostenintensiv. Die Herstellung, Expansion
und Differenzierung von iPS-Zellen unter GMP-Bedingun-
gen ist teuer; auBerdem dauert die Prozedur mehrere
Monate. Im Fall von Riickenmarkverletzungen weif3 man,
dass die besten Ergebnisse erwartet werden konnen, wenn die
Zellen innerhalb eines Monats nach Eintritt der Verletzung
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transplantiert werden. Wenn also mit der Herstellung, Ex-
pansion und Differenzierung der iPS-Zellen begonnen wird,
nachdem der Patient verletzt wurde, werden die Zellen nie-
mals rechtzeitig fertig. Um dieses praktische Problem zu
l6sen, versuchen wir nun, iPS-Zellvorrite fiir die Zwecke der
regenerativen Medizin zu etablieren. Um die immunologi-
sche AbstoBung zu minimieren, sollen die iPS-Zellen von
Donoren mit homozygoten HLA-Allelen stammen. Fiir
Japan schitzen wir, dass iPS-Zelllinien aus 140 HLA-Homo-
zygoten ausreichen, um bis zu 90% der japanischen Bevol-
kerung abzudecken.

Trends fiir die Zukunft

Ich bekomme diesen Preis stellvertretend fiir viele For-
scher und Wissenschaftler, die zur Entwicklung und zum ra-
santen Fortschritt der iPS-Zelltechnologie beigetragen haben.
Wie bereits beschrieben, hat sich die Entwicklung der iPS-
Zellen aus drei bereits existierenden wissenschaftlichen
Quellen gespeist (Abbildung 6).

1962
Klonierung in Froschen 1997
Gurdon Klonierung in Schafen
Wilmut
2001
1987 ESC-Fusion
MyoD \Jada
Weintraub 2006
iPSCs
1981 1998
humane ESCs
Maus-ESCs 1988 Thomson
Evans, Martin LIF
Smith

Abbildung 6. Drei wissenschaftliche Quellen, die zur Entwicklung der
iPS-Zellen fiihrten. Gezeigt sind die herausragenden Ereignisse mit
den Namen der Korrespondenzautoren und dem Publikationsjahr.

Die erste Quelle war die Reprogrammierung der Zell-
kerne, initiiert von Dr. John Gurdon vor mehr als 50 Jahren.
Ein Kern einer voll ausdifferenzierten Darmzelle einer
Kaulquappe wurde in ein unbefruchtetes Ei transplantiert,
dessen Kern durch UV-Licht zerstort worden war. Das Ei mit
dem transplantierten Kern entwickelte sich zu einem ausge-
wachsenen Frosch; damit war die Klonierung gelungen.!"! Ein
paar Jahrzehnte spéter gelang Dr. Ian Wilmut 1997 erstmals
die somatische Klonierung eines Siugertiers, eines Schafs.['?!
Obwohl der Kerntransfer in Sdugern wegen der kleineren
Zellen und der physiologischen Anpassung an den Zellzyklus
des Eies technisch aufwindiger ist, demonstrierte das Team
die Machbarkeit mit der Geburt eines Lamms durch Kern-
transfer aus einer adulten Brustdriise oder aus differenzierten
fotalen Zellen in ein entkerntes Schafsei. Ihre Erfolge bei der
somatischen Klonierung machten klar, dass sogar differen-
zierte Zellen alle genetischen Informationen fiir die Ent-
wicklung des gesamten Organismus enthalten und dass die
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Oocyten Faktoren enthalten, die die somatischen Zellkerne
reprogrammieren konnen. Im Jahr 2001 wies Dr. Takashi
Tada nach, dass Maus-ES-Zellen ebenfalls Reprogrammie-
rungsfaktoren enthalten, indem er zeigte, dass die Fusion von
somatischen Zellen und ES-Zellen die Reprogrammierung in
somatischen Kernen induzieren kann.'®! Diese Entdeckung
war der Ausloser fiir mich, unser Projekt zu initiieren, das zur
Entwicklung der iPS-Zellen fiihrte.

Die zweite bedeutende Quelle war die faktorvermittelte
Umsteuerung des Zellentwicklung, zuerst gezeigt von Dr.
Weintraub.™ Die Arbeitsgruppe wandelte Mausfibroblasten
durch die erzwungene Expression eines der myoblastenspe-
zifischen Transkriptionsfaktoren, MyoD, in Myoblasten um.
So kamen wir zu dem Konzept eines ,,Haupt-Transkripti-
onsfaktors®, der die Entwicklungsrichtung der Zelllinie be-
stimmt.

Die dritte entscheidende Quelle war die ES-Zellfor-
schung, die von Dr. Martin Evans und Dr. Gail Martin 1981
begonnen wurde.” " Bis dahin hatte man pluripotente Zellen
nur aus Teratokarzinomzellen erhalten. Evans und Martin
etablierten pluripotente Zelllinien mit einem normalen Ka-
ryotyp, die direkt aus frithen Mausembryos in vitro isoliert
worden waren. Dr. Austin Smith und andere identifizierten
(und sind noch dabei) viele Faktoren, die fiir die Pluripotenz
essentiell sind, darunter Oct3/4 und Sox2."3-381 1998 gelang
Dr. James Thomson die Herstellung humaner ES-Zellen mit
optimalen Kulturbedingungen, die sich deutlich von denen
fir Maus-ES-Zellen unterschieden."'! All diese Befunde
waren unverzichtbar, um Ideen iiber die Existenz von Re-
programmierungsfaktoren, die Faktorkombinationen und die
Kulturbedingungen fiir pluripotente Zellen zu erhalten, die
letztlich zur Herstellung von iPS-Zellen fiihrten.

Die Studien iiber iPS-Zellen haben bereits neue wissen-
schaftliche Trends angestoBen (Abbildung 7). 2007 lieferte
Dr. Rudolf Jaenisch den ersten Beweis fiir das Konzept einer
iPS-Zell-basierten Zelltherapie in Mausmodellen.®! Er
zeigte, dass Mausmodelle der Sichelzellandmie durch Trans-
plantation mit himatopoetischen Vorlduferzellen, die in vitro
aus gentherapierten autologen iPS-Zellen erhalten worden
waren, behandelt werden kénnen.

?
iPSC-Therapie

2007
iPSC-Therapie an Menschen
. 5 p
pie
Maus-
iPSCs
2009
iPSCs von -
Patienten Wirkstoffsuche
Daley mit iPSCs
2008 Eggan ?

direkte Repro-“
grammierung in vivo
Melton

2012

Therapie an Mausen
durch direkte
Reprogrammierung
Srivastava

Abbildung 7. Neue wissenschaftliche Entwicklungsrichtungen, die von
iPS-Zellen ausgehen.
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2008 erzeugten Dr. George Daley™! und Dr. Kevin
Eggan®! die ersten iPS-Zellen von Patienten. Dr. Daley
etablierte sie von Patienten mit verschiedenen unbehandel-
baren Krankheiten wie ADA-Mangel-SCID (schwerer kom-
binierter Immundefekt durch Adenosin-Desaminasemangel),
Shwachman-Bodian-Diamond-Syndrom (SBDS), Morbus
Gaucher Typ 3, Duchenne (DMD)- und Becker-Kiener-
Muskeldystrophie (BMD), Parkinson-Krankheit, Corea
Huntington, juveniler Diabetes mellitus (Typ 1), Down-Syn-
drom, Lesch-Nyhan-Syndrom, X-chromosomale Adrenoleu-
kodystrophie, Dyskeratosis congenita, Hurler-Syndrom, Fra-
giles-X-Syndrom und NEMO-Defizienz."*** Dr. Eggan
stellte patientenspezifische iPS-Zellen direkt von einem 82
Jahre alten Patienten mit erblicher ALS her und differen-
zierte sie erfolgreich zu Motoneuronen.™ !

FEine weitere wichtige wissenschaftliche Stromung, die
sich aus der iPS-Zelltechnologie entwickelte, ist die ,,direkte
Reprogrammierung®, die erstmals 2008 in der Arbeitsgruppe
von Dr. Douglas Melton gelang.*®! Die Wissenschaftler be-
richteten, dass die Entwicklungsrichtung einer Zelle direkt
in vivo in lebenden Miusen transdifferenziert werden kann,
indem man nur eine kleine Anzahl von Transkriptionsfakto-
ren einfiihrt. Sie identifizierten eine Kombination von Tran-
skriptionsfaktoren, mit der man differenzierte exokrine
Pankreaszellen in endokrine, Insulin sezernierende Zellen
iiberfiihren kann. Viele Untersuchungen folgten, und im Jahr
2012 legte Dr. Deepak Srivastava den ersten Beweis fiir das
Konzept einer Therapie vor, die auf einer direkten Repro-
grammierung in Miusen beruht.® Es gelang ihm, auf di-
rektem Wege in situ nach einer Ligation von Herzkranzge-
fdBen Herzfibroblasten in Herzmyocyten umzuwandeln. Er-
gebnis war eine verringerte InfarktgroBe und die teilweise
Wiederherstellung der Herzfunktion.

Die Geschichte der iPS-Zellforschung hat gerade erst
begonnen, und die Technologie hat ein bemerkenswertes
Potenzial fiir den Einsatz in der Zelltherapie, bei der Wirk-
stoffsuche und bei der personalisierten Medizin. Unerwartete
Ergebnisse haben ein vollig neues Forschungsfeld ercffnet.
Ich hoffe, dass iPS-Zellen von vielen Wissenschaftlern in
unterschiedlichsten Forschungsfeldern der Medizin oder
Biologie eingesetzt werden, und dass einiger dieser Forscher
ebenfalls einen Nobelpreis fiir ihre exzellente Arbeit erhal-
ten.

Allen Mitgliedern am Center for iPS Cell Research and App-
lication der Kyoto University und am Gladstone Institute in
San Francisco will ich fiir ihre stetige Unterstiitzung meiner
Forschung und aller Bereiche meines Lebens meinen aus-
driicklichen Dank aussprechen. Ich danke allen ehemaligen
und aktuellen Mitarbeitern meiner Arbeitsgruppe fiir ihren
entschlossenen und unermiidlichen Einsatz. Mein tiefster
Dank gilt aber meiner Familie fiir ihre unerschiitterliche Un-
terstiitzung. Ohne sie wire ich heute nicht hier. Mein Vater, der
mir zur Medizin riet, und mein Schwiegervater, der mir zeigte,
was ein guter Arzt ist, sind nicht mehr unter uns — aber ich
glaube, dass sie alle unser Gliick und unsere Freude im
Himmel mit uns teilen. Ich wiinsche mir sehnlich, dass aus der
iPS-Zelltechnologie klinische Realitit wird, bevor ich meinen
beiden Viitern gegeniibertrete.
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