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研究成果の概要（和文）：従来法と比べゲノム編集技術の効果的なツールとして半数体ES細胞に着目し、マウス、ウサ
ギ半数体胚およびES細胞の作出を試みた。本研究ではウサギにおいては半数体ES細胞の作出にまで至らなかったものの
、マウス半数体ES細胞の作出が可能であった。ライブイメージング技術によって、半数体胚は低い発生能を有すること
を見出し、また半数体細胞特有の自発的な倍加現象はERK/MEKカスケードの阻害によって制御できることを示した。以
上より、半数体ES細胞技術の開発が可能であるという結論が得られた。

研究成果の概要（英文）：Haploid Embryonic stem cell(ESC) is more effective tool than conventional diploid 
ESC for genome editing. However, little is known about laboratory animal of haploid ESC besides the 
mouse. In this study, we aimed to obtain mouse and rabbit haploid ESC, and thus we tried to elucidate the 
characteristics of rabbit haploid embryo by live cell imaging technology. As a result, it showed to 
accumulation of developmental delays in each cell period of the produced rabbit haploid embryos are 
affecting the 8-cell stage or later development. On the other hand, we identified a new culture condition 
for inhibition of spontaneous polyploidy in haploid ESC. These findings indicated that haploid ESC has 
potential for new effective tool of genome editing in producing of human diseases animal model.

研究分野：繁殖・発生工学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、遺伝子改変技術の進歩により、疾患

に関連した遺伝子を操作・編集することでそ

の疾患の治療につながる知見が得られてい

る。例えば、特定の遺伝子を欠損させたノッ

クアウト動物を作成し、その表現系の解析か

ら新規疾患関連遺伝子等の発見が可能とな

る。そのため、新規創薬研究や疾患のメカニ

ズムを解明するための有効なツールとして

遺伝子改変技術を応用した様々な研究が進

められている。しかしながら、これまで作成

されている疾患関連遺伝子を対象とした遺

伝子改変動物の多くはマウスやラットなど

のげっ歯類が主流となっており、代謝経路相

違や外科的手術が困難などヒトを対象とし

た疾患研究には不十分である。ところが、げ

っ歯類以外の動物種では、未だに遺伝子改変

技術を利用した個体作成が難しいことが知

られている。そのため、げっ歯類以外の動物

種においても安定的かつ効率的な遺伝子組

換え技術の確立および疾患モデル動物の作

成は必須である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、マウスおよびウサギ半数体胚

由来胚盤胞期胚から胚性幹細胞（ES細胞）

を樹立し、遺伝子改変動物の作製およびその

技術の確立を目的としている。実験動物とし

てのウサギは、中型動物であることから外科

的手術が小型実験動物よりも容易であり、ま

たマウスよりも代謝系がヒトに類似してい

ることから、ヒト代謝疾患のモデルとして安

全性試験や新規創薬の薬効試験など広く利

用されている。そのため、ヒト疾患を対象と

した遺伝子改変ウサギモデルは、学術的にも

また産業的にも重要な知見となる。ところが

未だにウサギを含めマウスおよびラットを

除いた動物種における遺伝子改変技術は確

立しておらず、早期の開発が望まれている。

そのため、もしウサギにおいて半数体 ES 細

胞の樹立が可能となれば、より効率的な遺伝

子欠損・導入によるヒト疾患モデル個体の作

成が可能になると考えられる。また、ウサギ

ES 細胞は、ヒトやサルなどの ES 細胞とコロ

ニーの形態や未分化維持機構等において類

似した性質を有しているため、本研究で得ら

れた知見はヒトを含めた霊長類に応用でき

る可能性は高い。 

そこで本研究では、①マウス半数体 ES 細

胞の樹立方法の確立とその特性解析、 ②ウ

サギ半数体 ES 細胞の樹立 を実施し、半数体

ES 細胞を用いた効率的な遺伝子改変動物の

作製方法の提案を目的した。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究ではウサギを対象とした半数体 ES

細胞および遺伝子組換え動物の作成の試みが

目的であるが、まず本研究を進めるにあたり、

半数体 ES 細胞の樹立が安定的に行える技術

を確立するため、すでに研究報告があるマウ

スをモデルに雌性半数体 ES 細胞の作成を試

みた。マウス半数体 ES 細胞は、雌性および

雄性単為発生胚より作成することが可能であ

り、得られた半数体 ES 細胞は 1 つの染色体

セットしか有していないため、通常の 2 倍体

ES細胞と比べ、ホモ個体を得るためのゲノム

編集に掛かる時間を大幅に短縮することが可

能である。本実験で実施した方法は、まずマ

ウス未受精卵にストロンチウム処理をするこ

とで単為発生に必要な活性化を行なった。そ

の後、胚盤胞期胚までの発生した胚を用いて

ES 細胞の樹立を実施した。得られた細胞は、

ES 細胞としての性質を有しているか性質検

定を行った。検定には、未分化性の検定とし

て未分化関連遺伝子の発現を Realtime-PCR、

Westernblot および蛍光免疫染色を用いて解

析した。さらに、多分化能性の検定として、

in vitro では胚葉体を介した自発的な分化細

胞の誘導、in vivoでは SCIDマウス皮下へ移

植することでテラトーマ形成能およびその多

様性について組織切片を作成し多方面から評

価を行った。また、半数体 ES 細胞は、培養

過程においてその半数性が崩れ、染色体が倍

加することが知られている。そのため、半数

体 ES 細胞を半数体として維持することが難

しく、これらの細胞を用いた遺伝子改変技術

を難しくしている。そこで、マウス半数体 ES



細胞の維持を効率的に行える培養系の開発を

おこなうため、いくつかの small moleculeを

用いた培養環境の改善を試みた。培養系の評

価にはフローサイトメトリーを用いて半数体

あるいは 2 倍体細胞の集団の割合を指標に、

培養環境の最適条件を探索した。次に、本研

究の目的であるウサギ半数体 ES 細胞を作成

するために、マニピュレーション操作によっ

てウサギ受精卵から雄性前核の除核を行い、

一つの前核を有する半数体胚を得た。この胚

の発生過程を、ライブセルイメージング技術

を用いて 3 次元的に観察し、卵割時における

半数体胚の染色体及び紡錘体の動態の多次元

画像情報を得ることで、ウサギ半数体胚の情

報を獲得し、ウサギ雌性半数体胚の作成と発

生過程を詳細に観察した。 
 
 
４．研究成果 

 マウス半数体 ES 細胞の作出のため、雌性

単為発生胚の作出を行った。単為発生活性化

の評価については第二極体の放出を指標に

した。引き続き培養を行った結果、胚盤胞期

胚を 10 個（14%）獲得できた。得られた胚盤

胞期胚をマウス線維芽細胞上で培養するこ

とで、内部細胞塊より細胞の進展が認められ、

8株（80%）の ES 細胞の樹立が確認された（図

１）。 

 

 次に得られた ES 細胞が、半数体であるかを

評価するため Hoechst33342 染色行い、フロ

ーサイトメトリーを用いて解析した。すると、

8株得られた ES 細胞のうち、2株において半

数体状態を示す細胞株を得ることができた。

実際に得られた細胞株の核型解析を実施し

たところ、通常の半数となる 20 本の染色体

保有していたことから半数体であることが

示された。これらの半数体 ES 細胞は、

RealtimePCR および westernblot によって未

分化関連遺伝子である Oct4、Nanog、Sox2、

Klf4 遺伝子の発現が認められたことから、未

分化状態を維持した細胞株であることが示

された。また、蛍光免疫染色においても未分

化な多能生幹細胞に特異的に発現している

とされている SSEA1 の発現が認められた（図

2）。 

 

  

 半数体 ES 細胞は、その培養過程において

自然に倍加することから、半数体 ES 細胞を

利用したゲノム編集技術の利用は難しいこ

とが知られている。そこで次の実験として、

培養環境の改善によるマウス半数体 ES 細胞

の倍加制御を試みた。いくつかの small 

molecule を用いて培養を行い、半数体 ES 細

胞の状態変化を、フローサイトメトリーを用

いて評価を行った。LIF 単独での培養では、

従来の報告通り、2 倍体細胞の増加が示され

た。同様に Akt 活性化剤を添加した培養環境

においても同様の結果が示された。ところが、

MEK/ERK 阻害剤を添加した培養環境では顕著

に倍加を制御し、半数体として維持すること

が可能であった（図 3）。 

図１: マウス半数体胚作出および ES細胞樹立 

図 2: マウス半数体 ES細胞の特性解析 

図 3: 異なる培養環境がマウス半数体 ES細胞の 

状態変化に及ぼす影響 



 

 以上のことから、MEK/ERK シグナルカスケ

ードの阻害によって容易に半数体 ES 細胞の

維持が可能であることが明らかとなり、半数

体 ES 細胞の効率的な樹立方法の確立におい

ても重要な知見であると考えられる。 

 

 次に実際にウサギ半数体 ES 細胞の樹立に

あたり、ウサギ半数体胚の作成を試みた。し

かしながら、8 細胞期胚までの発生は認めら

れたが、それ以降の胚発生は停止したことか

ら半数体胚盤胞期胚の獲得には至らなかっ

た（表 1）。 

 

 そこで、なぜウサギ半数体胚の獲得に至ら

なかったのか明らかにするために、ライブセ

ルイメージング技術を用いて解析した。具体

的にはウサギ半数体胚の卵割時における染

色体及び紡錘体の動態の多次元画像情報を

得ることで、ウサギ半数体胚の情報を収集し

た。分裂期のM期染色体の体積を比較すると、

半数体胚における核の体積が受精卵と比較

して有意に減少していることが確認できた。

また、ウサギ半数体胚の卵割過程を解析した

ところ、ウサギ半数体胚の発生が顕著に遅れ、

8 細胞期以降で停止するものが多いことが確

認された。さらに、2 細胞期及び 4 細胞期に

要する時間を計測し、比較した結果、ウサギ

半数体胚の4細胞期に要する時間が有意に増

加していることが確認された。また、4 細胞

期までの卵割における染色体分配異常

(Abnormal chromosome Segregation : ACS)

の観察を行ったが、ウサギ半数体胚及びウサ

ギ 2倍体胚において差は無く、染色体分配に

おけるゲノムの安定性は保たれていること

が示された（図 4）。 

  

 以上の結果から、作製されたウサギ半数体

胚の各細胞期における発生遅延の蓄積が8細

胞期以降の発生に影響していると考えられ

る。 

 

 本研究では、ウサギ半数体技術による遺伝

子組換え動物の作成方法の提案を目的とし

ていたが、マウスと異なり、ウサギにおける

半数体胚の胚盤胞期胚までの発生は認めら

れなかった。これはウサギ半数体胚発生にお

ける遺伝子発現調節機構の異常が原因であ

ると考えられる。また、マウスをモデルとし

た半数体 ES 細胞の研究において、半数体 ES

細胞は自発的に倍加すること、またそれに対

して、MEK/ERK シグナルカスケードを阻害す

ることで、倍加を制御できることを明らかに

した。このことは、ゲノム編集技術に利用可

能な半数体 ES 細胞の効率的な培養方法の重

要な知見となりうる。本研究によって得られ

た結果から、従来法では困難であった遺伝子

組換えヒト疾患モデル動物の作出や創薬研

表 1: ウサギ半数体胚の発生 

図 4: 各細胞期に要する時間の比較と 

ACS の観察画像 



究に対して、半数体 ES 細胞を利用した新た

なゲノム編集技術の提案ができると考えら

れる。 
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