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研究成果の概要（和文）：　In vivoの状態を忠実に反映した高品質な新型ヒトおよびカニクイザルES・ iPS細
胞を樹立するためのレポーターを作製し、カニクイザルES細胞へのレポーターノックインを行った。この過程
で、実験初心者でも容易に培養できるよう工夫したレポーター入りのカニクイザルES細胞株を樹立した。
　また、狙った標的部位に変異を持つノックアウトカニクイザルの作出を試み、常染色体優性多発性嚢胞腎
(ADPKD)の主要な原因遺伝子であるPKD1遺伝子を欠損した遺伝子改変個体の作出に成功した。

研究成果の概要（英文）：We generated reporters for establishing high-quality novel human and 
cynomolgus monkey ES / iPS cells that precisely reflect the in vivo state, and performed reporter 
knock-in on cynomolgus monkey ES cells. In this process, we established a cynomolgus monkey ES cell 
line with a reporter, which was manipulated so that even beginners could easily culture it.
We also attempted to create a knockout cynomolgus monkey with a mutation at the targeted site, and 
succeeded in creating a genetically modified monkeys that lacked the PKD1 gene, which is the major 
causative gene of autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD).

研究分野： 生殖・幹細胞生物学

キーワード： iPS細胞　ES細胞　カニクイザル　霊長類　ゲノム編集　CRISPR/Cas9

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　実験初心者でも容易に培養できるよう工夫したレポーター入りのカニクイザルES細胞株が樹立できたことで、
今までサルES細胞を用いたことがない研究者でもサルES細胞を用いた研究がよりやりやすくなり研究の裾野を広
げられると考えられる。
　また、カニクイザルにおいて疾患モデルを作出することにより、マウスなどの小動物を用いた従来の疾患モデ
ルよりも正確にヒトにおける病態を再現できることを示した。作製されたサルモデルは新しい治療戦略を確立す
るための技術基盤となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

ヒトにおいて iPS 細胞が樹立され、再生医療の実現が現実味を帯びてきているが、ヒト ES・
iPS 細胞の品質は、マウス ES・iPS 細胞のそれと比べて低いという問題が依然としてある。結
果、樹立する手法、機関、樹立者によって品質に大きな偏りが発生し、細胞株間において分化能
に差が生じてしまい、臨床に向けた研究における大きな障害となっている。 

マウスとヒトにおける多能性幹細胞の能力の差は、それぞれが対応する生体内での発生段階
の違いに起因していると考えられている。エピブラスト幹細胞（EpiSC）の樹立により、そのコ
ロニー形態や遺伝子発現パターンの類似から、ヒトの多能性幹細胞は、胚盤胞期胚内部細胞塊
（ICM）よりさらに一段階進んだ発生段階であるエピブラストに対応し、bFGF / Activin A 経
路に増殖を依存している“Primed な”状態にあるのに対し、マウスやラットなどの齧歯類の多能
性幹細胞は、より未分化な内部細胞塊の発生段階に対応し、LIF経路あるいはMEKおよびGSK3
阻害剤(2i or 3i)によって多能性が維持されている“Naïve な”状態あるいは最も未分化な“Ground 
state”(多能性の基底状態)にあると考えられてきた。 

なお、ヒト多能性幹細胞の不均一性に加え、培養の煩雑さ、不安定さ、増殖の遅さ、遺伝子導
入の難しさもこの問題に起因していると考えられ、ブタ、サル等の大型哺乳動物を用いた医用モ
デル動物の作出、それを応用した前臨床試験の実施も同一の理由により困難であるのが実情で
ある。 
 そこで、“Primed な”状態にあるヒトの ES・iPS 細胞をマウス型に変換する、もしくはマウス
型のヒト ES・iPS 細胞を直接樹立する“Naïve 化”が多能性幹細胞研究における一つのトピック
となっている。しかし、樹立した細胞株が実際にマウス型の能力を持っているか判定するために
はキメラ貢献能および生殖細胞寄与能を持つことを示すことが究極的には求められるため、倫
理的、技術的な理由から前述の問題の解決には至っていない。 
 一方、マウス初期胚の詳細な遺伝子発現解析の結果、マウス ES 細胞は ICM よりもむしろ胎
齢4.5日齢（E4.5）の着床前エピブラストと似た発現を示すこと、カニクイザル胚における single-
cell RNA-Seq を用いた発現データベースの構築により、カニクイザル ES 細胞やヒト ES 細胞
は従来考えられていたよりも発生後期の着床後期 E16-17 エピブラストと似た発現様式を持つ
ことが明らかになり、従来の Naïve、Primed の概念の再構築の必要性が指摘されてきた。 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究では、ヒトのモデル動物としてカニクイザルを用い、近年新たなゲノム編集技術として
注目を浴びている CRISPR/Cas9 システムを応用したレポーターシステムを駆使することによ
って、“Naïve”という概念にこだわることなく、より in vivo に近い状態を反映した高品質なカ
ニクイザル ES・iPS 細胞を樹立し、ヒトでは不可能なキメラ実験を通してその品質を評価する
ことで高品質なヒト ES・iPS 細胞の樹立に繋げることを目的とした。 
 前述の研究の結果、現状のカニクイザル ES 細胞およびヒト ES 細胞は、マウス E5.5-6.5 に
対応する着床後期 E16-17 エピブラストに対応しており、エピブラスト幹細胞とも異なる状態に
あることが分かっている一方、カニクイザルエピブラストは着床後、長期に渡ってほとんど遺伝
子発現パターンが変わらないことから、安定的に未分化状態を維持するメカニズムの存在が示
唆されている。この研究で得られた情報を駆使し、カニクイザルエピブラストの未分化維持メカ
ニズムを解明し、マウス E4.5 エピブラストに対応すると考えられるカニクイザル E10-12 エピ
ブラストに相当する新型の多能性幹細胞を樹立・選抜しようと考えた。 

また、カニクイザルに CRISPR/Cas9 システムを応用するにあたり、狙った標的部位に変異を
持つノックアウトカニクイザルの作出が可能か明らかにしようと考えた。このため、最も頻度の
高い遺伝的腎疾患であるにも関わらず、決定的な治療法は存在しない常染色体優性多発性嚢胞
腎（ADPKD）の主要な原因遺伝子である Pkd1 遺伝子を標的とし、ノックアウトカニクイザル
の作出を試みた。 
 
 
３．研究の方法 
 
(１) In vivo の状態を忠実に反映した高品質な新型多能性幹細胞を選抜するためのレポータ
ー系の構築 

高い精度のレポーター系を構築するため、CRISPR / Cas9 システムを駆使して、複数の組み合
わせの多能性レポーターを持つカニクイザルES細胞および iPS 細胞を作製した。 

京都大学斎藤通紀研究室との共同研究によって構築された、カニクイザル胚における single-
cell RNA-Seq の発現データベースの情報を用い、in vivo の状態を忠実に反映した多能性幹細
胞を樹立・選抜するためのレポーターに有用な遺伝子を複数同定し、それら複数の候補について
ベクターを構築した。これらのレポーターを組み合わせることにより、非常に高品質な多能性幹
細胞の樹立を目指した。 

また、リプログラミング因子を、人為的に発現制御可能な遺伝子強制発現系を用いて導入し、



導入遺伝子依存的に高品質化された多能性幹細胞を樹立できるか検討するために、TET-ON 
system の Transactivator を同一ベクターに含む第３世代 TET-ON piggyBac ベクターを構築し
た。 
(２) CRISPR/Cas9 システムによるノックアウトカニクイザルの作出 
 狙った標的部位に変異を持つノックアウトカニクイザルの作出が可能か明らかにするために、
常染色体優性多発性嚢胞腎（ADPKD）の主要な原因遺伝子である Pkd1 遺伝子を標的とし、
CRISPR/Cas9 システムを用いてノックアウトカニクイザルの作出を試みた。 
 
 
４．研究成果 
 
(１) In vivo の状態を忠実に反映した高品質な新型多能性幹細胞を選抜するためのレポータ
ー系の構築 

In vivo の状態を忠実に反映した高品質な新型ヒトおよびカニクイザル ES・ iPS 細胞を樹立
するためのレポーターを作製し、カニクイザル ES 細胞へのレポーターノックインを行った。カ
ニクイザル胚における single-cell RNA-Seq の発現データベースの情報を用い、in vivo の状
態を忠実に反映した多能性幹細胞を樹立・選抜するためのレポーターに有用な遺伝子を 4 つ同
定した。これまでに、これらのレポーターを単独、あるいは組み合わせてノックインしたカニク
イザル ES細胞を樹立した。 

また、この過程で、新たに樹立したカニクイザル ES細胞株(Seita Y., Tsukiyama T. et al., 
Biology of Reproduction)、ならびに実験初心者でも容易に培養できるよう工夫したレポータ
ー入りのカニクイザル ES細胞株(Kobayashi K., Tsukiyama T. et al., Stem Cell Research)
を樹立し、それぞれ論文として報告した。 
 
(２) CRISPR/Cas9 システムによるノックアウトカニクイザルの作出 

狙った標的部位に変異を持つノックアウトカ
ニクイザルの作出を試み、常染色体優性多発性嚢
胞腎(ADPKD)の主要な原因遺伝子である PKD1 遺
伝子を欠損した遺伝子改変個体の作出に成功し
た（図１）。分子生物学的手法により、全頭におい
て変異導入を確認した上、流産胎仔ならびに生存
産仔を詳細に解析した結果、腎臓、肝臓、膵臓に
おける嚢胞発生を確認した。 

また、従来のマウスを用いた疾患モデルでは再
現ができなかった幼若期からの嚢胞形成も確認
された（図２）。ADPKD は、世界中に約600 万人の
患者がいると言われているにも関わらず、げっ歯
類などの小動物モデルでは、ヘテロ接合体では腎
臓において嚢胞発生がほとんど見られず、ヒトの
病態を正確に再現することができない。よって、
発症前の段階における嚢胞発生と拡大の根底をなすキーとなる病態進行プロセスはよく分かっ
ていなかった。この結果より、カニクイザルにおいて疾患モデルを作出することにより、マウス
などの小動物を用いた従来の疾患モデルよりも正確にヒトにおける病態を再現できることが示
された。 

さらに、選択的アレルターゲティングによるヘテロ変異サルの効率的作出や、Floxed allele
ノックインサル胚の作出に世界で初めて成功し、これらの成果を論文として報告した
(Tsukiyama T., Kobayashi K., Nakaya M. et al., Nature Communications)。  

ADPKD は、最も頻度の高い遺伝的腎疾患であるにも関わらず、決定的な治療法は存在しない。
本研究で得られた成果により、今まで全く分かっていなかった病態形成の最初期の状態を明ら
かにすることができた。これにより、従来治療標的とされてきた腎の集合管ではなく、遠位尿細
管を標的とする新規薬剤の開発への道が拓かれるのみならず、作製されたサルモデルは新しい
治療戦略を確立するための技術基盤となることが期待され、今後、ADPKD の研究が飛躍的に進展
する可能性があると考えられる。 

ADPKD モデル ( 嚢胞好発型 ) ADPKD モデル ( 緩慢進行型 )野生型

図 1. 本研究で作出した 
ADPKD モデルカニクイザル 

図２. ADPKD モデルカニクイザル腎臓における嚢胞形成 
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