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研究成果の概要（和文）：カニクイザル一倍体ES細胞を樹立するために、成熟卵への顕微授精後に形成された雌
性または雄性前核の除去、および第2極体の放出を伴う単為発生誘起を行った。前者において、良質な胚盤胞へ
の発生は確認できなかった。しかし後者において、良質な胚盤胞への発生が確認された。その内部細胞塊に由来
するES様細胞が樹立され、未分化マーカーの発現および一倍体を示す21本の染色体を持つ細胞の存在も確認され
た。一倍体の単為発生卵からES様細胞が樹立されたことから、その樹立に人為的な単為発生誘起のみで十分であ
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To establish haploid cynomolgus monkey ES cells, either of female or male 
pronuclei in ICSI-derived zygotes was enucleated, or parthenotes with the release of second polar 
body were artificially induced. In the former, no expanded blastocysts developed. In the later, 
however, ES-like cells from the expanded blastocyst were established. The ES-like cells expressed 
undifferentiated marker proteins and partly had 21 chromosomes that showed haploid. It was suggested
 that parthenogenetic activation to mature oocytes was adequate to establish haploid ES cells.

研究分野：実験動物学

キーワード： 発生工学　一倍体　ES細胞　顕微操作　カニクイザル　遺伝子改変

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
カニクイザルは単胎動物であり、長い妊娠期間を持つ。このため、遺伝子疾患や遺伝子改変個体の生産におい
て、マウスのように目的の個体を得ることは容易ではない。そこで、疾患あるいは改変遺伝子を持つ個体の配偶
子の代替として一倍体ES細胞を用いることで、そのような個体の効率的な生産が期待される。本研究により、配
偶子の一倍体ゲノムの代わりに一倍体ES細胞が利用できる可能性が示され、ヒト疾患研究に利用できるカニクイ
ザルモデルの効率的な生産への貢献が期待できる。

※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 
 ヒトと同じ霊長類であるカニクイザルは、生物・医科学研究に広く利用されている実験動物である。

しかし、マウスのように遺伝子改変を効率的に作出することは難しい。その理由として、単胎動物

であること、性成熟期間が長いこと、多数の受精卵を準備し難いこと、機能的な多能性幹（PS）細

胞（ES および iPS 細胞）が存在しないことなどが挙げられる。さらに最近、遺伝子改変効率が高く、

多くの動物種に利用されている方法が、ゲノム編集技術である。これは PS 細胞を利用したキメラ

作出を必要としないことから、時間の短縮も図れる。しかし、そのような遺伝子改変の成功は偶然

によるところが大きい。妊娠期間がカニクイザルにおいては、長く待ったにも関わらず、出生した

個体が遺伝子改変ではない、あるいは疾患遺伝子が伝達していないことも覚悟しなければならな

い。その結果、そのような個体を利用する研究の進展への影響が懸念される。 
 
２．研究の目的 
 ヒトと同じ霊長類であるカニクイザルにおいて、多能性幹（PS）細胞やゲノム編集技術などを用い

た遺伝子改変あるいは遺伝性疾患個体の効率的な作出方法は確立されていない。マウスと違い、

キメラ形成能を持つ PS 細胞がないことや多くの卵を準備することが難しいなどがその一因として

挙げられる。近年、一倍体の単為発生胚に由来する ES 細胞を使用してマウスの作出が報告され

た。そこで本研究では、カニクイザルにおける一倍体 ES 細胞を樹立し、その細胞を利用したカニ

クイザル遺伝子改変・遺伝性疾患個体の作出に関する基盤技術を確立する。 

 
３．研究の方法 
 実験に供試する成熟卵は、雌カニクイザルに FSH および hCG 等を投与し、hCG 投与からおよ

そ 36 時間で採取した。採卵後ヒアルロニダーゼを含む培養液で卵丘細胞を除去し、極体を持つ

卵を成熟卵として各実験に使用した。また、同時に極体および大きな核を持たない卵は成熟前の

卵で有り、それを体外培養後に極体を放出したものも成熟卵として使用した。 

（１）雄性一倍体 ES 細胞を樹立するために、雄から採取した精子を成熟卵に顕微注入し、受精卵

を作出した。その後、雌雄前核を形成した受精卵を選び出して、顕微操作により雌性前核を除去

し、体外培養を行った。 

（２）雌性一倍体 ES 細胞を樹立するために、成熟卵に対して活性化刺激を付与することで単為発

生を誘起した。活性化刺激としては、Ionomycin 処理を 5 分、続けて cycloheximide 処理を 5 時間

行うことで単為発生を誘起し、体外培養を行った。 

（３）一倍体 ES 細胞の樹立においては、発生した拡張胚盤胞から内部細胞塊を物理的に摘出し

た。その内部細胞塊を通常の ES 細胞の樹立法と同様に ES 細胞用培養液とマウス胎児線維芽細

胞を用いて培養し、一倍体 ES 細胞の樹立を行った。ES 細胞の培養液には、LIF や複数の低分

子化合物を添加して、トリプシンによる単一細胞に分散する継代培養が可能か否かを検討した。

樹立された ES 細胞は、その性状解析として、免疫蛍光染色により未分化マーカーの発現を調べ

た。また、一倍体であることを確認するために、核型解析としてギムザ染色により染色体数を計数

した。 

 
４．研究成果 

 カニクイザルにおいて、多能性幹細胞やゲノム編集技術などを用いた遺伝子改変個体の効率的

な作出方法は確立されていない。また単胎動物であり、長い妊娠期間の後に漸く生まれる仔の遺

伝子が正常であることも想定される。一倍体ES細胞を使用したマウス個体の作出が報告されたこと



から、本研究では、遺伝性疾患・遺伝子改変カニクイザルの作出に貢献すると考えられる一倍体

ES細胞の樹立に関して検討した。 

 （１）顕微受精後に得られた受精卵の細胞質中に形成された雌雄前核の内、雌性ゲノムのみを持

つ一倍体とするために、形態が大きい雄性前核を顕微操作により除去し、体外培養した。また精子

として、遺伝子にマーカーとなり得る変異を持ったカニクイザル家系が見つかったことから、この家

系由来の雄の精子も使用したところ、同様に雌雄前核の形成が確認できた。この場合、雄性ゲノム

のみを持つ一倍体にするために、形態が小さい雌性前核を除去し、体外培養した。雌性前核ある

いは雄性前核の除去時に細胞骨格の重合阻害薬の効果が不十分のためか、慎重に除去しないと

卵細胞質が壊れてしまうことが一部で確認された。以上の結果、雌雄どちらかの一方の前核を持

つように作製した一倍体卵は、正常な受精卵が発生した時に観察されるような大きな胞胚腔を形

成した良質な拡張期胚盤胞に成長することなく、発生を停止した。 

（２）次に成熟卵に対して人為的に活性化処理を行い、一倍体の雌性ゲノムのみを持つ1前核2極

体の単為発生卵を作出できることが確認された。それらを体外培養した結果、形態的に良質な拡

張期胚盤胞への発生を確認した。また、（１）のような前核を除去するための顕微操作を行っていな

いことから、卵の変性は確認されなかった。 

 

 

 

 

 

（３）ES細胞を樹立するために、（２）で得られた拡張期胚盤胞から物理的に摘出した内部細胞塊

を培養したところ、伸展し、正常な受精卵に由来するES細胞の樹立時と類似した平面状のコロニー

を形成した。継代培養を継続したところ、安定したES様細胞株を得ることに成功した。この細胞株

の継代を続けるとともにトリプシン処理で単一細胞に分散させた状態でLIFや低分子化合物等を添

加した培養液で継代を行ったところ、順調に世代を重ねることが可能であった。このES様細胞株に

おいて、免疫蛍光染色によりOct-3、SSEA4およびTRA-2-54等の未分化マーカーの発現を確認し

た。また、染色体数を調べたところ、通常の2倍体は42本の染色体数を持つが、樹立した細胞株で

は一倍体を示す21本の染色体を持つ細胞が存在することを確認した。 

 

 

 

 

 

 

（４）顕微授精により作出した受精卵から顕微操作によって構築した雄性の一倍体卵は胚盤胞へ

の発生は確認されなかったものの、単為発生により作出された雌性の一倍体卵で、胞胚腔が大き

い良質な拡張期胚盤胞への発生が確認された。さらにそれからES様細胞を樹立することに至った
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ことは、雌性ゲノムのみを持つ一倍体卵の体外発生およびES細胞の樹立には、精子およびその受

精刺激等の関与は必ずしも必要ではないこと、および人為的な活性化処理が適していることを示

唆した。 
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