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研究成果の概要（和文）：イヌとネコの新規幹細胞を作製して、EPO産生細胞へと分化させることを試みた。イ
ヌではiXEN様細胞の作製は可能であったが、うまく分化させることができなかった。一方、イヌiPS細胞からは
EPO産生細胞の前段階である胚体内胚葉の誘導が確認できた。また、ネコiXEN細胞の作製はできなかったが、そ
の過程で作製が難しいネコiPS細胞株の樹立への道筋ができた。さらに、ネコ胚盤胞期胚を効果的に作製できる
ようになったことから、正常な発生過程におけるES細胞およびXEN細胞への分化について調べることが可能とな
った。

研究成果の概要（英文）：We attempted to generate novel stem cells in dogs and cats to produce 
EPO-secreting cells. Although it was possible to generate iXEN-like cells in dogs, they did not 
differentiate well. On the other hand, the induction of definitive endoderm (DE), which is the 
preliminary stage of EPO-producing cells, was confirmed from canine iPS cells. In addition, although
 we were unable to generate feline iXEN cells, we're ready to establish feline iPS cell lines, which
 is difficult to generate in the process. Furthermore, we were able to effectively generate feline 
blastocyst stage embryos, which enabled us to investigate the differentiation into ES and XEN cells 
during normal development.

研究分野： 獣医学

キーワード： iPS細胞　ネコ　イヌ　胚盤胞期胚　XEN細胞　胚体内胚葉　再生医療
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト医療とは異なり、イヌやネコの幹細胞を使用した再生医療研究はほとんど進んでおらず、その原因として研
究に使用できる質の良い細胞株がないことが挙げられる。今回の研究では、iXEN様細胞を使用した再生医療研究
は難しいと判明したが、イヌiPS細胞は肝臓やEPO産生細胞へ分化する可能性を示した。さらに、作製が難しいネ
コiPS細胞樹立への準備ができた。以上の結果は、イヌやネコiPS細胞を用いた研究・臨床応用を推進する研究成
果である。さらに、イヌやネコはヒトと同様の慢性疾患を多く持つことから、これらの研究・臨床応用が進め
ば、ヒト医療へも多くの知見を提供することが可能となる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
日本におけるイヌ・ネコの飼育頭数は 2000 万頭を数える。これらは伴侶動物と呼ばれ、家族

の一員として扱われることから平均寿命が伸び、ヒトと同様の慢性疾患が増加している。特に慢
性腎臓病は多くの高齢イヌ、ネコが罹患し、腎臓から赤血球を作るサイトカインであるエリスロ
ポエチン (EPO) 産生が低下することで腎性貧血を呈する。治療にはヒト組換え EPO 投与や輸
血が行われているが、組換え EPO の投与は、抗体が産生されてしまい複数回の投与が難しく、
イヌやネコの輸血用血液確保は困難であることから治療が難しくなっている。 
ヒト医学では様々な細胞に分化できる iPS 細胞（人工多能性幹細胞）を使用した再生医療研

究が盛んとなり、獣医学分野でも幹細胞を用いた治療が注目されている。しかしながら、イヌや
ネコ iPS 細胞は作製が難しく、さらに長期間培養すると安定しないため臨床応用には多くの課
題がある。申請者らはイヌ iPS 細胞作製の研究を行う過程で、iPS 細胞よりもやや分化してい
るため安定して増殖する細胞の培養に成功した（Stem Cells Dev. 2017）。この細胞は、低分子
化合物で初期化されたマウス人工多能性胚体外内胚葉細胞（iXEN 細胞）に類似していた。iXEN
細胞は受精卵の原始内胚葉から分離される細胞の性質を持ち、マウス iXEN 細胞では肝臓や神
経細胞に分化する多能性を持つと報告されている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、イヌとネコの新規幹細胞である iXEN 細胞を iPS 細胞と共に作製し、これを
EPO 産生細胞へと分化させることで、獣医療で問題となっている慢性腎臓病罹患動物における
貧血問題を解決するとともに、これらの新規幹細胞を利用した新たな再生医療を提案するもの
である。 
 
３．研究の方法 
（1）イヌ iXEN 細胞および iPS 細胞を用いた分化研究 
A）イヌ胎子線維芽細胞に自然に除去される仕組みを持ったセンダイウイルスベクター
（SeVdp(KOSM)302L）を使用して、初期化遺伝子（OCT3/4,SOX2,C-MYC,KLF4）を導入し、マウス
胎子線維芽細胞と共培養し、遺伝子に傷がつかないイヌ iXEN 様細胞の作製を試みた。初期化時
の培地には、p38 inhibitor と TGFβ1 inhibitor を添加した。さらに、作製されたイヌ iXEN 細
胞から各種細胞へ分化を試みた。 
B）イヌ由来の末梢血単核球から SeVdp(KOSM)302L を使用してイヌ iPS 細胞の作製を試みた。得
られた初代コロニーを継代し、RT-PCR で SeVdp 遺伝子発現を確認した。 
C）本研究室で作製したイヌ iPS 細胞をマトリゲル上へ播種した後、高濃度 Activin A の添加に
より胚体内胚葉の誘導を試みた。さらに FBS と高濃度 Activin A を添加してイヌ iPS 細胞を培
養し、胚体内胚葉マーカーである CXCR4 陽性細胞の割合を比較した。 
 
（2）ネコ iXEN 細胞および iPS 細胞の作製 
D）ネコ胎子線維芽細胞をセンダイウイルスベクター（SeVdp(KOSM)302L）を使用して、初期化遺
伝子（Oct3/4,Sox2,C-Myc,Klf4）を導入後、イヌ iXEN 細胞作製と同様の条件で培養しネコ iXEN
細胞の作製を検討した。次に、初期化遺伝子を導入後、感染細胞播種数を最適化し TGFβ阻害剤
を添加しネコ iPS 細胞の作製を試みた。さらに、SeVdp がネコ iPS 細胞から除去される培養条件
を検討した。 
 
(3)ネコ ES 細胞作製のための体外受精法の開発 
E）ネコ精巣上体から得られた精子から真空凍結乾燥機を用いてフリーズドライ精子を作製した。
このフリーズドライ精子を冷蔵庫で保存した後、ネコ卵巣から得られた未成熟卵子を体外成熟
して、顕微授精（ICSI）を行い、胚盤胞期胚の作製を試みた。 
F）ネコの卵巣を輸送すると、卵子の発生能が低下することが知られている。そのため、卵巣を
輸送するための最適な保存液を検討することを目的として、臓器移植時の輸送に用いられるユ
ーロコリンズ（EC）液と ET-KYOTO（ETK）液を用いて長期冷蔵保存の生殖組織に対する影響を検
討した。 
G）ネコの体外胚産生法の簡易化を目的として、ガス濃度調整剤と恒温槽による体外胚産生、お
よび培地交換時の卵子や胚の操作が不要なチューブを用いた体外胚産生について検討した。 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 



 
（1）イヌ iXEN 細胞および iPS 細胞を用いた分化研究 
A）イヌ胎子線維芽細胞に自然に除去される仕組みを持ったセンダイウイルスベクター
（SeVdp(KOSM)302L）を使用して、初期化遺伝子を導入し、遺伝子に傷がつかないイヌ iXEN 様細
胞の作製を試みたところ、iXEN 細胞の性質を持つ細胞が作製された。本細胞は SeVdp の発現が
消失していたことから、遺伝子組換えの無いイヌ iXEN 様細胞が作製できた。しかしながら、こ
の細胞を分化研究に用いたところうまく分化させることができなかった。 
B）イヌ由来の末梢血単核球からイヌ iPS 細胞の初代コロニーが得られた。この細胞は、長期間
継代培養可能であり（図 1）、未分化マーカーのアルカリフォスファターゼ陽性であった。さら
に、RT-PCR で SeVdp 遺伝子発現を確認したと
ころ、陰性であることが示された（図 2）。 
 
 

 
 
C）本研究室で作製したイヌ iPS 細胞をマトリゲル上へ播種した後、高濃度 Activin A の添加に
より胚体内胚葉の誘導を試みたが、イヌ iPS 細胞は死滅した。これに対し FBS の添加することで
細胞生存率が向上した。FBS と高濃度 Activin A を添加してイヌ iPS 細胞を培養したところ、誘
導開始 72 時間後に胚体内胚葉マーカーである CXCR4 陽性細胞の割合が最も高くなった（図 3）。
また、FBS 濃度を 10％で添加し、さらにイヌ iPS 細胞をシングルセルでマトリゲル上へ播種する
ことで胚体内胚葉誘導効率が向上した（図 4）。 

 
 

 
 
以上の結果から、イヌ iPS 細胞から EPO 産生細胞
へ分化する前段階の胚体内胚葉へ効果的に誘導できることを示した。 
  
（2）ネコ iXEN 細胞および iPS 細胞の作製 
Ｄ）ネコ胎子線維芽細胞を用いてイヌと同様に iXEN 細胞作製を試みたが、細胞を継代すること
で分化してしまい細胞株の樹立には至らなかった。しかしながら、若干培養条件を変えること 
でネコ iPS 様細胞が得られることが分かった。すなわち、ネコ iXEN 細胞よりも未分化な iPS 細
胞を作製できる可能性が示された。そこで、ネコ胎子線維芽細胞に自然に除去される仕組みを持
ったセンダイウイルスベクター（SeVdp(KOSM)302L）を使用して、初期化遺伝子を導入後、遺伝
子に傷がつかないネコ iPS 細胞の作製を試みたところ、感染細胞播種数を最適化し TGFβ阻害剤
を添加することで、ネコ iPS 細胞の初代コロニーを効果的に出現させることができた。これらの
iPS 細胞を継代することで、3つのネコ iPS 細胞株が得られた。ネコ iPS 細胞株は長期間継代可
能であり、未分化マーカーであるアルカリフォスファターゼ染色に陽性を示した。（図 5） 
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図 1：イヌ iPS 細胞コロニー 

図 2 

図 3：経時的な変化 図 4：DE 誘導効率の改善 



 

 
 
 
 
 
 
 
しかし、RT-PCR ですべての細胞株に SeVdp 遺伝子が確認され、免疫染色では、同一コロニー内
で SeVdp 陽性細胞と陰性細胞が混在していた（図 6）。 

 
ネコ iPS 細胞コロニーからの SeVdp
陰性 iPS 細胞を分離するために、得
られたネコ iPS 細胞株のコロニー
を、酵素によって細胞を一個ずつに
分離し、シングルセル培養した。そ
の結果、ネコ iPS 細胞株から合計 27
のクローンが作製されたが、すべて
のクローンで SeVdp 遺伝子の発現が
確認され、完全に SeVdp を取り除く
こと はできなかった（図 7）。 
 
 センダイウイルスベクター
（SeVdp(KOSM)302L）を使用して作製したネコ
iPS 細胞は、SeVdp を除去できなかった。そこ
で、このベクターでネコ線維芽細胞を初期化
後、培地や添加因子を組み合わせてネコ iPS
細胞を作製したところ、SeVdpの除去が確認さ
れた細胞株が得られた。この細胞はヒト iPS
細胞に類似した形態で、40継代以上の培養が
可能であった（図 8）。 
 
以上のことから、今後、再生獣医療へ使用可
能なネコ iPS 細胞株樹立への道筋を示した。 
 
 
 
 
 
（3）ネコ ES 細胞作製のための体外受精法の開発 
E）ネコ精巣上体から得られた精子から真空凍結乾燥機を用いてフリーズドライ精子を作製した。
このフリーズドライ精子を冷蔵庫で保存した後、ネコ卵巣から得られた未成熟卵子を体外成熟
して、顕微授精（ICSI）を行った。その結果、フリーズドライした精子でも、新鮮な精子と同様
に胚盤胞期胚を作製できることがわかった（図 9，10）。 
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F）ネコの卵巣を輸送すると、卵子の発生能
が低下することが知られている。そのため、
ネコ卵巣の効果的な輸送液について検討し
たところ、臓器保存液を使用することで卵
子の発生能力を維持できることが分かっ
た。特に、ET-kyoto 液が、他の保存液に比
較して24時間まで効果的に胚盤胞期胚を作
製可能であることが示された（図 11）。 
 
 
 
 
 
 
G）ネコの体外胚産生法の簡易化を目的とし
て、ガス濃度調整剤と恒温槽による体外胚
産生、および培地交換時の卵子や胚の操作が不
要なチューブを用いた体外 胚産生について検
討した。その結果、ガス濃度調整剤と恒温槽を用
いた方法により体外胚産生が可能であることを
明らかにした（図 12）。また、チューブを使用し
たネコ卵子の体外成熟・体外培養では胚盤胞期
胚を形成したが、その形成率は低下していた。 
 
 
以上のことから、ネコの胚盤胞期胚を効果的に
作製できるようになり、今後、ネコ胚盤胞期胚を
用いて、正常な発生過程における ES細胞および XEN 細胞への分化について調べることが可能と
なった。 
 
 本研究の（1）から（3）までの研究成果よりイヌとネコ iPS 細胞を用いて再生医療へ応用する
道筋ができた。今回の研究成果は、今後 EPO 産生細胞への分化研究に応用できると考えられる。 
 
 
 
 
 

図 9 図 10：得られた胚盤胞期胚 

A: フリーズドライ精子由来 

B: 新鮮精子由来 

図 11 

図 12 
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