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要要旨旨 
 現在、地球上では多くの野生動物種が絶滅の危機に瀕しており、生物多様性の維持に向けた取り組

みが求められている。動物園・水族館などの飼育下で動物を繁殖させる取り組みは「域外保全事業」

と呼ばれ、人工繁殖技術はその中心となる技術である。本稿では、多能性幹細胞から生殖細胞を作製

することが域外保全の発展に貢献する可能性があると考え、iPS 細胞の樹立および生殖細胞の体外作

製について、先行研究を体系的にまとめることにより、遺伝的多様性の低下・人工繁殖の難航化・生

殖細胞の回収が困難であることへの解決策を提案することを目的とする。 
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11..  ははじじめめにに  

 現在、「絶滅危惧種レッドリスト（https://www.iucnredlist.org）」でも確認できるように、地球上に生

息している非常に多くの野生動物が絶滅の危機に瀕しており、日々、レッドリストは更新され続けて

いる。生物多様性という観点からは、ある野生動物種の絶滅は他の野生動物種の絶滅を、延いては地

球全体の環境問題を引き起こす可能性もあり、たとえ小さな生態系内での出来事であっても看過でき

る問題ではない。本稿では、動物園・水族館などの飼育下で動物を繁殖させる「域外保全事業」を発

展させることが本問題の解決の一助になると考え、その「域外保全事業」における諸問題について、

多能性幹細胞から生殖細胞を作製することについて体系的にまとめることで諸問題への解決法を提

案することを目的とする（図１）。 

 多能性幹細胞としては、胚性幹細胞（ES 細胞）(1, 2)または人工多能性幹細胞（iPS 細胞）(3)が代表的

であるが、ES 細胞は胚盤胞期胚の内部細胞塊から樹立される多能性幹細胞であるため、将来、個体

になる可能性のある胚を壊すことになる。マウス以外の動物種では ES 細胞の樹立は容易ではないた

め、貴重な野生動物種の胚を壊して ES 細胞を樹立することは現実的ではない。一方で、iPS 細胞は体

細胞さえあればどの国・どの環境でも樹立できるため汎用性が高いと考え、今回は iPS 細胞に注目す

る。ここで、野生動物種においては導入したリプログラミング因子の遺伝子がゲノム上に残るのを避

けなければならないため、iPS 細胞樹立の際にはレトロウイルス(3)やレンチウイルス(4)ではなく、ゲノ

ムへの挿入が起こらないエピソーマルベクター(5)や導入遺伝子を除去するシステムがある PiggyBac(6)

などを使用して樹立することが望まれる。また、多能性幹細胞には２つの型があり、マウス ES/iPS

細胞様の性質を示す多能性幹細胞をプライム型、マウスエピブラスト幹細胞様の性質を示す多能性幹

細胞をナイーブ型と呼ぶ(7)。プライム型はナイーブ型よりも少し分化が進んだ状態であり、ナイーブ

型の方が分化能は高く、生殖細胞に分化できる可能性が高いのはナイーブ型であるため、樹立した iPS
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細胞はナイーブ型であることが望ましい。しかし、樹立されたマウス以外の動物種の iPS 細胞はほと

んどがプライム型であり、こうしたプライム型の多能性幹細胞をナイーブ型へと変化させる技術も必

要になる。 

 以降では、動物種における iPS 細胞樹立に関する現状と諸問題、解決策を紹介する。 

 

 
 

図１ 体細胞からの配偶子形成 

 

22..  各各動動物物種種ににおおけけるる iiPPSS 細細胞胞樹樹立立のの現現状状  

 現在までに、分化誘導操作を含め iPS 細胞の樹立が報告されている動物種を文献情報データベース

の「PubMed」で調べ分類すると、哺乳類では齧歯目(3, 8-13)、霊長目(14-25, 38)、偶蹄目(26-33, 38)、奇蹄目(19, 34-36)、

食肉目(37-44)、兎形目(45)、翼手目(46)、フクロネコ形目(47)、単孔目(48)と多岐にわたり、鳥類ではウズラ、

ニワトリ、ヤンバルクイナ、ライチョウ、シマフクロウ、イヌワシ、アヒル(49-52)の 7 種類、魚類では

ゼブラフィッシュ(53)とコイ(54)の 2 種類が確認できる。爬虫類と両生類では確認できなかった（表１）。 

 これらの動物を「絶滅危惧種レッドリスト」をもとに絶滅危惧種・野生絶滅に限定して分類すると、

i）準絶滅危惧種にはカモノハシ、ジャガー、シロサイ、ii）絶滅危惧 I 類にはユキヒョウ、iii）絶滅

危惧 IB 類にはアナウサギ、ミナミブタオザル、カニクイザル、ドリル、ベンガルトラ、チンパンジ

ー、ボノボ、トビイロホオヒゲコウモリ、アマミトゲネズミ、タスマニアデビル、ヤンバルクイナ、

シマフクロウ、iv)絶滅危惧 IA 類にはニシゴリラ、オランウータン、v)野生絶滅にはキタシロサイに

分けることができる（表 2）。 

 以上のことから、iPS 細胞は哺乳類・鳥類・魚類と多岐にわたる動物種において樹立することが可

能であり、絶滅危惧種や野生絶滅した動物種に対しても十分に樹立可能であることが示唆されている。

一方で、爬虫類や両生類、昆虫などでは研究が進んでおらず、本アプローチが有効でない可能性があ

る。 
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表１ iPS 細胞樹立が報告された動物種一覧 

 
 

 

表２ iPS 細胞樹立が報告された絶滅危惧種・野生絶滅動物 
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33..  各各動動物物種種ににおおけけるる「「導導入入遺遺伝伝子子をを残残ささなないい」」iiPPSS 細細胞胞樹樹立立のの現現状状  

 前項に示したように、iPS 細胞の樹立報告は多くの動物種で行われているが、野生動物種において

は導入したリプログラミング因子がゲノム上に残るのを避けなければならない。そこで、遺伝子導入

を必要としないエピソーマルベクター（プラスミド）や非統合型センダイウイルスベクター、導入遺

伝子を後から除去できる PiggyBac（トランスポゾン）、小分子化合物のみを使用した iPS 細胞樹立方

法（図２）の研究が行われている。野生動物種において、エピソーマルベクターを使用した iPS 細胞

樹立はニホンザル(24)、ラット(56)、ブタ(38)、イヌ（ビーグル犬）(38)、コモンマーモセット(38)、フェレ

ット(43)、アカゲザル(55)、アヌビスヒヒ(55)、チンパンジー(57)、キタシロサイ(58)、カニクイザル(59)で行

われており、リプログラミング因子の除去が確認されている。ただし、キタシロサイにおいては

PiggyBac によって導入された抗アポトーシス遺伝子 BCL2 が、ナイーブ型 iPS 細胞の未分化維持に不

可欠であることが示唆されており、配偶子形成には適さないことが指摘されている(58)。非統合型セン

ダイウイルスベクターを使用した iPS 細胞樹立はカニクイザル(60)とキタシロサイ(61)で行われており、

リプログラミング因子の除去が確認されている。PiggyBac を使用した iPS 細胞樹立はアマミトゲネズ

ミ(12)、ウマ(34)、トビイロホオヒゲコウモリ(46)、ヤンバルクイナ(51)、ライチョウ(51)、シマフクロウ(51)、

イヌワシ(51) 、ウシ(62)、ヒツジ(63)、プレーリーハタネズミ(64)で行われている。しかし、ウマ、ウシ、

ヒツジではドキシサイクリン（Dox）誘導性による異所的発現（図３）でリプログラミングを行って

おり、Dox 非存在下では分化または細胞死となる。トビイロホオヒゲコウモリ、ヤンバルクイナ、ラ

イチョウ、シマフクロウ、イヌワシ、プレーリーハタネズミでは挿入された遺伝子の除去後の経過が

不明、または iPS 細胞維持のために挿入された外因性遺伝子を使用しているため、完全な「導入遺伝

子を残さない」iPS 細胞とは呼べない。アマミトゲネズミでは Dox 誘導性による異所的発現を利用し

てリプログラミングを行った後、培地を CHIR99021（GSK3β 阻害剤）、PD0325901（FGF-MAPK 阻害

剤）、SB590885（B-Raf 阻害剤）を添加した N2B27 培地に変更することで分化を防ぎ、Dox 非存在下

でナイーブ型 iPS 細胞の維持に成功している。CHIR99021 や PD0325901、616452（TGF-β 阻害剤）な

どの小分子化合物のみを使用した iPS 細胞樹立はマウス、コイで行われており、特にマウスの場合は

iPS 細胞樹立効率が Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc をリプログラミング因子に使用した場合に匹敵する

効率にまで改善されている(54, 65)。 

 以上のことから、現在の研究状況からはエピソーマルベクターを使用した方法が遺伝子導入なしの

iPS 細胞樹立に適していることが示唆されており、確実に導入遺伝子が存在しない小分子化合物のみ

の方法は今後の発展に期待できる。 

 

44..  iiPPSS 細細胞胞樹樹立立ににおおけけるる各各動動物物種種のの特特徴徴  

野生動物種においては、単に山中因子（Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc）を用いてリプログラミングを

誘導するだけで iPS 細胞が樹立できるわけではなく、一部の動物種では、その動物種に適した導入遺

伝子や培養方法を必要とすることが示唆されている。 

導入遺伝子では、i)偶蹄目のウシ、ヒツジ、ヤギ、ii)ネコ科のユキヒョウ、ベンガルトラ、サーバ

ル、ジャガー、iii)鳥類のアヒルの実験ではリプログラミング因子に Nanog を加えることがこれらの

動物種の iPS 細胞を安定して樹立するのに必要不可欠であることが示唆されている (29, 30, 31, 39, 40, 52)。

特に、ヒツジとヤギでは SV40 large T や hTERT も iPS 細胞の安定した樹立に必要であることが示唆さ

れている(30, 31)。アマミトゲネズミやニワトリでは、リプログラミング因子に Nanog を追加することで
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iPS 細胞の樹立効率が上昇している(12, 52)。また、トビイロホオヒゲコウモリではリプログラミング因

子に Nr5a2、miR302/367 が使用されている他(46)、タスマニアデビル、カモノハシ、鳥類ではウズラ、

ヤンバルクイナ、ライチョウ、シマフクロウ、イヌワシでもリプログラミング因子に Nanog が加えら

れており、比較対象がないため断定はできないが、これらのリプログラミング因子が必須である可能

性が残されている(47-49, 51)。一方で、アメリカミンクでは iPS 細胞における Nanog の発現が低い特徴が

見られ、アメリカミンクにおいては多能性に Nanog が関与していない可能性が示唆された(41)。鳥類で

はヤンバルクイナ、ライチョウ、シマフクロウと同じリプログラミング因子ではイヌワシの iPS 細胞

樹立に失敗したため、Oct3/4 の発現量を増加させ、Yap 遺伝子を追加することで樹立に成功し、Yap/Taz

経路が鳥類における幹細胞の質を改善できる可能性が示唆された(51)。ハダカデバネズミでは、低酸素

条件または c-Myc なしでは iPS 細胞を樹立できず、alternative reading frame(ARF)を抑制することで細

胞の老化が誘導される ARF suppression induced senescence(ASIS)と名付けられた現象も確認された(11)。 

培養に使用する血清では、ルーマニアハタネズミとユーラシアハタネズミの雑種個体における皮膚

線維芽細胞のリプログラミングで、血清に 15%KSR（KnockOut Serum Replcement：ノックアウト血清

代替品）を使用しても iPS 細胞は樹立できなかったが、7%KSR と 7%FBS（Fetal Bovine Serum：ウシ

胎児血清）の組み合わせに変更したところ樹立に成功した。FBS の濃度を 7%未満にすると iPS 細胞

が分化してしまうことも判明し、近縁種のプレーリーハタネズミと比較して、雑種個体の iPS 細胞樹

立がより困難である可能性が示唆された(10)。また、魚類や鳥類では KSR、FBS の他に近縁種のコイ

血清やニワトリ血清を使用して iPS 細胞を樹立しており、比較対象が少ないため断定はできないが

KSR、FBS だけでは iPS 細胞を樹立できない可能性がある(51-54)。 

以上のことから、それぞれの種ごとに求められる条件が異なり、野生動物種の iPS 細胞樹立方法を

統一することは困難であるから、新たな野生動物種の iPS 細胞を樹立する際には近縁種の先行研究を

参考にするのが現実的な解決法である。また、導入遺伝子を追加することも iPS 細胞樹立の改善につ

ながる可能性が示唆されている。 

 

 

図２ 導入遺伝子を残さない遺伝子発現システム  
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図３ ドキシサイクリン（Dox）誘導による遺伝子発現システム 

 

55..  ナナイイーーブブ型型 iiPPSS 細細胞胞へへのの変変換換  

 野生動物種においてはアマミトゲネズミ(12)、コモンマーモセット(38)、キタシロサイ(58)、カニクイ

ザル(59)、ウシ(62)、アカゲザル(66)でナイーブ型 iPS 細胞の樹立が行われている。 

アカゲザルでは 2i/LIF（2i= CHIR99021 と PD0325901, LIF=白血病抑制因子）の培養条件に bFGF（塩

基性線維芽細胞増殖因子）を加えることでナイーブ型への変換に成功している他、さらに SP600125

（JNK 阻害剤）と SB203580（p38 阻害剤）を加えて Oct3/4、Sox2、Klf4 を過剰発現させることで、

線維芽細胞においてプライム型を介さずに直接ナイーブ型の iPS 細胞を樹立することにも成功してい

る(66)。しかし、Gafni らの報告(67)においてヒトのナイーブ型 ES 細胞/iPS 細胞の生存・維持に有効で

あった Y-27632（ROCK 阻害剤）と Go6983 (PKC 阻害剤) が、アカゲザルにおいては分化を促進して

おり(66)、動物種によって薬剤の効果が異なる可能性は考慮すべきであろう。 

コモンマーモセットでは、先行研究から Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc、Klf2、Nanog の過剰発現でヒ

ト iPS 細胞とコモンマーモセット ES 細胞をナイーブ型に変換できることが実証されていたものの(68, 

69)、この６因子だけでは iPS 細胞が樹立できず、GLIS1 と KDM4D を加えた 8 因子でリプログラミン

グを行うことで iPS 細胞の樹立に成功している(38)。 

ウシ iPS 細胞においては、2010 年に報告されたヒト(70)と同様に、培地に 2i とフォルスコリンを追

加することでナイーブ型への変換に成功した。また、ウシでは LIF と CHIR99021 のみでナイーブ型

iPS 細胞の維持が可能であった(62)。 

アマミトゲネズミでは Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc の組み合わせに Nanog の異所的発現による過剰

発現を行うことでナイーブ型 iPS 細胞の樹立に成功した。また、N2B27 培地に CHIR99021、PD0325901、

LIF を加えたマウス ES 細胞を未分化維持できる培地(71)でナイーブ型 iPS 細胞の未分化維持を試みた

が失敗し、ヒトナイーブ型 ES 細胞の樹立に有効な SB590885(72)を加えることで維持に成功した(12)。 

 カニクイザルではウサギ ES 細胞/iPS 細胞をナイーブ型に変換するための Oct3/4 の過剰発現を伴う

KSR、CHIR99021、フォルスコリン、ケンパウロンを使用した培養方法(72, 73)を使用したものの未分化

維持できなかったため、Dox 誘導による Klf2、Nanog の異所的過剰発現を行い、SB590885 と Go6983

を加えることでナイーブ型 iPS 細胞の樹立に成功した(71)。 

 キタシロサイでは、Gafni らの方法(67)をベースにした RSeT 培地を使用した方法と、Wang らの方法
(74)を変更した N2B27 培地を使用した方法でナイーブ型への変換を試みたところ細胞死を示す結果と

なったが、ヒトとマウス ES 細胞の生存率を上昇させる BCL2(75)を Dox 誘導性の形で PiggyBac を用い

て導入し、発現させることでナイーブ型への変換に成功した。ただし、ナイーブ型の未分化維持には
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BCL2 の発現が不可欠であり、この方法で樹立されるナイーブ型 iPS 細胞は生殖細胞の作製には適用

できないことが指摘されている(58)。 

以上のことから、「導入遺伝子を残さない」ナイーブ型 iPS 細胞を樹立することが望まれるため、

アカゲザル、ウシ、アマミトゲネズミで使用されているような導入遺伝子に頼らない培養液のみでナ

イーブ型へ変換・維持できる培養方法が野生動物種におけるナイーブ型 iPS 細胞の樹立には適してい

る。 

 

66..  生生殖殖細細胞胞へへのの分分化化誘誘導導 

多能性幹細胞から生殖細胞を作製する試みにおいて、PGCLC への分化・誘導はコモンマーモセッ

ト(38)、マウス(76)、ヒト(77)、ブタ(78)、ウサギ(79)、カニクイザル(80)、ミナミシロサイ(61)、キタシロサイ
(61)で行われており、配偶子作製はマウス(81, 82)でのみ成功している。ここでは、主に iPS 細胞を使用し

たものに注目する。 

PGCLC への誘導において、マウスとヒト以外の動物種に注目すると、ブタでは EPS 細胞（Expanded 

Potential Stem Cells）を GMEM と 15%KSR の基礎培地に BMP4、LIF、SCF（Stem Cell Factor）を加え

て培養することで PGCLC の誘導に成功した(78)。コモンマーモセットではブタと同様の培養方法では

PGCLC を誘導できず、BMP4、LIF、SCF、EGF に変更し、デキサメタゾン/ドキシサイクリン誘導性

Sox17/Blimp1 過剰発現システムと組み合わせることでナイーブ型 iPS 細胞からの PGCLC 誘導に成功

した(38)。カニクイザルでは GMEM と 15%KSR の基礎培地よりも、Advanced RPMI 1640 と B27 を基

礎培地とした方の効率が良く、BMP4、LIF、SCF、EGF、Y-27632 を加えて培養を行い、ナイーブ型

iPS 細胞から PGCLC の誘導に成功した(80)。ミナミシロサイではプライム型 ES 細胞を Advanced RPMI 

1640 と 10%KSR を基礎培地とし、BMP4、LIF、SCF、EGF、Y-27632、CHIR99021、IWR1（WNT 阻

害剤）、bpV（PTEN 阻害剤）、フォルスコリンを加えた培地で PGCLC の誘導に成功し、同様の方法で

キタシロサイのプライム型 iPS 細胞からも PGCLC の誘導に成功した。誘導された PGCLC の数がは

るかに少なかったものの、BMP4 を除去することで誘導効率は上昇した(61)。多能性幹細胞からの配偶

子作製はマウスでのみ成功しており、雌性配偶子(81)、雄性配偶子(82)の両方の誘導に成功している。 

 以上のことから、ナイーブ型 iPS 細胞からの PGCLC 誘導は培養のみで行うことができ、培養方法

は動物種によっても大きくは変わらない。また、プライム型 iPS 細胞からの PGCLC 誘導も報告され

ており、プライム型からナイーブ型への変換を省略できる可能性も示唆されている。一方、配偶子作

製に成功しているのは現時点ではマウスのみであり、今後は他の動物種での研究の進展が期待される。 

 

7. おおわわりりにに 
 多くの動物種において体細胞から iPS 細胞を作製し、in vitro 下で iPS 細胞から配偶子を作成するこ

とができれば、動物から生殖細胞を回収する必要がなくなる。さらに、自然交配では雄の状態や雌雄

の個体同士の相性に左右されるところが大きいが、配偶子を体外で作製できれば、妊娠可能な雌個体

さえいれば個体生産が可能となり、近縁種を代理母とした胚移植による個体生産も可能になるかもし

れない。また、こうした細胞を凍結・運搬することで世界中の動物園・水族館にいる生物で子孫を残

すことが可能となるため、遺伝的多様性の低下も防ぐことが出来る。一方で、in vitro 下での配偶子形

成はマウスでのみ成功しており、未だ発展途上にある。しかし、マウスで配偶子作製が成功している

事実から、これからより多くの動物種で研究を行い、データを収集することで、マウス以外の動物種
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でも多能性幹細胞から配偶子を作製し、繁殖させることは現実的に可能であると考えられる。この技

術が発展すれば、近い将来、絶滅の危機に瀕している野生動物種の個体数回復への一助となる実証研

究が進むと考えられる。 
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英文抄録 

 

Establishment of iPS Cells and in vitro Production of Germ Cells in Wild Animal Species 
 

Kodai Shimizu1 and Satoshi Kurosaka2 

 

  Currently, many animal species on this planet are at risk of extinction, and the conservation of biodiversity is a 

pressing issue. The conservation program to maintain or recover the population of species outside their natural 

habitat by artificial reproduction at zoos, aquariums, etc, are called “ex situ conservation”. Establishment of 

pluripotent stem cells and in vitro production of germ cells have great potential to contribute to the successful ex situ 

conservation. Here, we introduce the history and current status of the establishment of iPS cells and in vitro 

production of germ cells in wild animal species, and discuss the future of ex situ conservation. 
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