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研究成果の概要（和文）：本研究の究極の目的はノックアウトラット作製の基盤技術を構築する

ことであり、顕微授精技術の高度化を図るとともに、生殖幹細胞 (GSCs) や胚性幹細胞 (ESCs) 
を経由したトランスジェニック産仔の作出を目指した。その結果、ラットで GSCs と ESCs の
樹立でき、それぞれにレンチウイルス法・顕微授精法およびエレクトロポレーション法・キメ

ラ作製法を適用することによって、外来性蛍光タンパク質遺伝子を導入したラット産仔を得る

ことに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：The ultimate aim of this study is to establish reproductive technology for  
production of knock-out rats, by improving microinsemination techniques and producing rat offspring 
via transfected germ stem cells (GSCs) and embryonic stem cells (ESCs). As the primary result obtained, 
transgenic rats expressing GFP gene were successfully produced, when the established GSCs were 
subjected to lentiviral transfection and round spermatid injection. Transgenic rats expressing 
Kusabira-Orange gene were also produced via blastocyst injection of ESCs established and transfected 
by electroporation. It was shown for the first time that the GSCs and ESCs can contribute to the 
production of transgenic offspring in the rats. 
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性幹細胞、精細管移植、キメラ 
 
１．研究開始当初の背景 
 精子や精子細胞を用いた顕微授精技術は
今や受精生理の研究目的にとどまらず、ヒト
の男性不妊患者の子孫獲得に有効な方法と

して臨床応用されている。1988年にウサギの
卵細胞質内精子顕微注入 (ICSI) により初め
て産仔が得られて以来 (Hosoi et al.)、 様々な
動物種において ICSI の成功例が報告されて
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いる。実験動物では 1995年にマウスでの ICSI
による産仔獲得が報告され  (Kimura & 
Yanagimachi)、さらに精子形成過程のより早
い段階である円形細胞や伸張精子細胞を用
いた顕微授精 (ROSI および ELSI) による産
仔の作出例も報告されている。しかし、ラッ
トに関しては ICSI、ROSI を含む顕微授精に
よる産仔獲得例は近年まで報告されていな
かった。それは、ラット卵子が体外において
自発的に活性化すること、そしてラット精子
がかなり特殊な形状 (釣り針様) を持つこと
が要因であると考えられた。 
 我々は、ラット未受精卵子は体外に取り出
されても 40 分以内であればほとんどが ICSI
に適した第二減数分裂中期 (Met-II) で保た
れることを明らかにし(Kato et al., JRD 47, 
2001)、ラット精子の形状を利用した、注入方
法の改良と径の細いピペットを使用するこ
とで、ICSI由来のラット産仔を得ることに世
界で初めて成功した (Hirabayashi et al., 
Transgenic Res 11, 2002)。 
 さらに、ラット卵子に適した活性化条件を
検討することで、ROSI による産仔の獲得に
も成功し(Hirabayashi et al., MRD 62, 2002)、そ
の後の検討により直流パルスとジメチルア
ミノプリンを併用処理した卵子を用いた方
が産仔への発生率が高いことも明らかにし
た (Kato et al., Contemp Top Lab Anim Sci 43, 
2004)。このように我々はラットの顕微授精の
技術開発に成功し、マウス同様に不妊系統を
救済する手段としてだけでなく外来遺伝子
を導入する場合にも適用できることを証明
した(Kato et al., MRD 69, 2004, Hirabayashi et 
al., MRD 70, 2005)。ラットの顕微授精で安定
した成績を出せる研究チームは我々の他に
はないが、顕微授精技術をノックアウト 
(KO) ラットの作製手段として用いるのなら
ば、現状の個体発生率では十分とは言えず、
さらなる向上が望まれる。 
 
２．研究の目的 
 マウスでは ES 細胞を利用することや、体
細胞クローン作製技術を適用することで特
定遺伝子機能を破壊した KOマウスも作製さ
れている。しかし、ラットでは ES 細胞株の
樹立は極めて困難であり、成功例はいまだ報
告されていない。また、体細胞クローンラッ
トの作出例も 2003 年に初めて報告された 
(Zhou et al.) が、その再現性は未だに確認さ
れていない。 
 最近、体外で未分化なまま継代維持でき、
円形精子細胞へと分化誘導できる精原細胞
株の樹立がマウスで報告された (Feng et al.)。
また、培養マウス生殖幹細胞 (GS 細胞)に遺
伝子改変を加えることで、特定遺伝子を欠損
させた KO マウス作出の成功例が報告され 
(Shinohara et al. 2006)、これらの技術と顕微授

精技術を組み合せることで KOラット作製へ
の道が開けると考えられる。我々は、ラット
の精原細胞をマウスの精細管内に移植する
ことで、ラットの精細胞ならびに精子に分化
させ、これらの精子細胞をラット未受精卵子
に顕微授精して作製した受精卵から世界で
初めてラット産仔を作出することに成功し
た (Shinohara et al. 2006)。現在、特定の遺伝
子を狙って破壊することが可能な動物種は
マウスに限られ、他の動物ではコストが高く
実用的ではない。ラットはマウスよりも大き
いことから手術操作も容易であり、生物・医
学分野の生理学的な研究に用いられ、実験デ
ータなどの蓄積もあるため KOラットの作製
が切望されている。そこで、ラットの顕微授
精技術をさらに高度化し、GS 細胞由来精子
細胞の顕微授精による世界初の KOラットを
作製の基盤技術を構築することが本研究の
最大の目的である。 
 
３．研究の方法 
(1) 円形精子細胞の顕微授精 (ROSI) による
産仔作出効率の改善 
 我々はこれまでに凍結保存したラット円
形精子細胞の顕微授精による産仔作製を報
告してきた（Hirabayashi et al., MRD 62, 2002; 
Kato et al., Contemp Top Lab Anim Sci 43, 
2004）が、精巣から調製したばかりの新鮮精
子細胞を用いると産仔率は顕著に低かった。
本実験では円形精子細胞（凍結-融解 vs 新
鮮）、活性化処理開始のタイミング（ROSI前 
vs ROSI後）、そして活性化方法（DCパルス vs 
イオノマイシン）がラット ROSI に及ぼす影
響を調べた。円形精子細胞は Slc:SD雄ラット
の精細管から調製し、一部は 7.5% グリセリ
ンと 7.5% FCSを含む保存液にて－196℃で凍
結保存した。過剰排卵誘起した Slc:SD雌ラッ
トから hCG 投与 14~18時間目に未受精卵を
採取し、ROSI 40分前あるいは ROSI 10分後
に DCパルス（100 V/mm、99 µsec、2回）か
イオノマイシン（5 µM、5分）により活性化
誘起した。そして ROSIから 23~25時間培養
後、生存胚を移植して産仔率を調べた。 
 
(2)顕微授精に由来するラット前核期卵の
DNA脱メチル化動態 
 エピジェネティック変化の 1 つである
DNA の脱メチル化現象は胚発生と密接な
関係があると示唆されており、マウスやラ
ットでは受精直後の精子由来ゲノムが急激
に脱メチル化される。マウスではこの能動
的脱メチル化動態は前核期卵を円形精子細
胞注入法 (ROSI) で作製した場合に影響を
受ける一方、体外受精 (IVF) や卵細胞質内
精子注入法 (ICSI) に由来する前核期卵で
は体内受精卵と同様の挙動を示すと報告さ
れた。本実験では前核期卵の作製方法と脱



メチル化動態との関係が明らかにされてい
ないラットにおいて、前核期卵を体内受精、
IVF、ICSI、および ROSI によって作製し、
雄性ゲノム DNA におけるメチル化量の推
移を調べた。① 体内受精区：過排卵誘起・
交配した 4~7 週齢の Slc:SD 雌ラットから
hCG 投与 20、24、28 時間目に採取した。
② 体外培養区： hCG 投与 20 時間目に採
取した体内受精卵を 4および 8時間培養し
た。③ IVF区：hCG後 14時間目の卵丘卵
母細胞複合体を精巣上体尾部精子と 2時間
共培養し、媒精時間を含め計 6、10、14時
間培養した。④ ICSI 区：裸化卵子に精巣
上体尾部精子頭部を Piezo-ICSIし、6、10、
14時間培養した。⑤ ROSI区：精巣由来の
円形精子細胞をイオノマイシン処理  (5 
µM、5 分間)した裸化卵子に注入し、シク
ロヘキシミド処理 (5 µg/mL、4時間) 後、
ROSI を起点に 6、10、14 時間培養した。
前核期卵サンプルには抗 5-メチル化シトシ
ンを一次抗体とした免疫染色を施し、共焦
点レーザー蛍光顕微鏡下で取得した画像に
基づいて同じ卵子内の雌性前核の総輝度に
対する雄性前核の総輝度比  (Relative 
Methylation: RM) を求めた。 
 
(3) レンチウイルスで遺伝子導入した精子
幹細胞からのトランスジェニック(Tg)ラット
作製 
 精子幹細胞からのノックアウト動物作製
には、試験管内での精子幹細胞の遺伝子改変
と遺伝子改変された幹細胞からの精子細胞
への分化およびそれに由来する子孫の作製
が必要となる。我々はこれまでにラット精子
幹細胞をマウスで発生させ、そこから得た精
子で子孫作製に成功したことを報告した 
(PNAS 103, 13624 (2006))。そこで、遺伝子改
変した精子幹細胞からの子孫作製をマウス
への異種移植法を用いて行った。今回は特に
ES 細胞の遺伝子破壊によく利用されている
レトロウイルス、レンチウイルスベクターを
用いた検討を行った。生後 10日から 14日の
SD ラットの精巣をトリプシン、コラゲナー
ゼによる酵素処理によりバラバラにした細
胞とし、ここに enhanced green fluorescence 
protein (EGFP) を発現するレトロウイルスも
しくはレンチウイルスベクターを感染させ
た。ウイルス感染した培養細胞はブスルファ
ン処理により不妊になったヌードマウスの
精巣内に移植した。移植後、5 ヶ月目に精巣
をバラバラにし、EGFP を発現するラット生
殖細胞を回収し、顕微授精に供した。 
 
(4) c-myc を過剰発現する雄生不妊トランス
ジェニック雄ラット精巣を利用した精子幹
細胞移植 
 精原細胞の精子形成能を調べるためには

精細管への移植が必須で、マウスでは精原細
胞欠損系統 (W/Wv) やブスルファンを投与
して精巣内の精原細胞を枯渇状態にしたも
のをレシピエントとして用いる。しかしラッ
トには W/Wvのような特徴を持つ変異系統が
存在せず、ブスルファン投与によるレシピエ
ントラットの作製も困難である。そこで
c-myc を全身性に過剰発現させたラットが精
子細胞のアポトーシスによって不妊になっ
ていることに着目し、このトランスジェニッ
ク系統 (MT-myc) が精細胞移植のレシピエ
ントとして利用可能かどうか、検討した。 
 ドナー精細胞は7~15日齢のHomozygous 
EGFP トランスジェニックラットより採取
し、 5× 107 cells/ml の濃度になるよう
10%FBS を添加した DMEM 液に懸濁した。
レシピエントラットには 25~28 日齢の
MT-myc を用い、精巣あたり 20~150 µl の
精細胞懸濁液を精巣網より注入した。そして
3ヶ月後、摘出した精巣にUVを当ててEGFP
陽性コロニーを数え、精巣の病理組織切片を
作製した。また、一部のコロニーから円形精
子細胞および成熟精子を調製し、顕微授精 
(ROSI / ICSI) によってこれらが EGFP産仔
への正常発生に寄与できるかを検討した。 
 
(5) CAG/venusトランスジェニックラット胚
盤胞に由来する ES細胞株の樹立 
 遺伝子ターゲッティングによるゲノム改
変ラット個体の作製技術が切望されてきた
が、マウスでの手法をラットに適用しても ES
細胞株を樹立することは困難だった。しかし
ごく最近、3 種類のインヒビターセットを添
加した培養液を用いることによりラット ES
細胞株が樹立できたという報告がなされた 
(Cell 135; 2008)。本実験では、その方法論の
信憑性を確かめるべく、追試を行った。
CAG/venus-Tgラット由来の 4.5日目胚盤胞 9
個から酸性タイロード処理により透明帯を
除去し, FGFレセプター阻害剤、MEK活性化
阻害剤, GSK3阻害剤、およびラット LIFを含
む N2B27 培地とともにマイトマイシン処理
マウス繊維芽細胞上に播種した。7 日後に増
殖した ICMを単離し、ガラスキャピラリーで
数個の小塊にばらしてさらに 7日間培養した。
0.05%トリプシン処理を経て増殖コロニーを
数回継代した。樹立した ES 細胞の未分化能
を調べるため、アルカリフォスファターゼ活
性を、市販キットを用いて調べた。また、In 
vivoでの多分化能を調べるためヌードラット
の皮下に ES 細胞 2.5×105個を移植し、テラ
トーマの形成を観察した。個体への寄与は、
Crlj:WIおよび Crlj:WIと DA/Slcの F1由来の
4.5 日目胞胚腔内に継代 6~8 代目の ES 細胞
10個を顕微注入し, 偽妊娠雌の子宮角に移植
することによりキメラの作製を試みた。 
 



４．研究成果 
 (1) 円形精子細胞の顕微授精 (ROSI) によ
る産仔作出効率の改善 
 排卵卵子を DC パルスで活性化誘起した場
合、凍結精子細胞を用いるときは ROSI前に、
新鮮精子細胞を用いるときは ROSI 後に、活
性化処理を開始した方が高い産仔率が得ら
れた（凍結-融解区 4.8 vs 3.3%、新鮮区 0 vs 
4.3%）。これと同じ傾向はイオノマイシンで
活性化誘起した場合にも認められた（凍結-
融解区 3.6 vs 1.2%、新鮮区 2.7 vs 6.7%）(図
1)。 
 
 

  
 結論として、ラット ROSI 胚の産仔発生に
おいて新鮮精子細胞を用いる場合は ROSI 後
に、凍結-融解精子細胞の場合は ROSI前に活
性化することが望ましいことを明らかにし
た。 
 
(2)顕微授精に由来するラット前核期卵の
DNA 脱メチル化動態 
 対照となる体内受精区の平均 RM 値は 20
時間目から 24 時間目にかけて有意に低下し
た。体外培養区でもこの時期に同レベルの
RM 値低下が起こったが、これは既報とは異
なる結果だった。IVF区と ICSI区でも卵齢を、
hCG 投与を起点に計算すると上記時期に相
当する 6 時間目から 10 時間目にかけて RM
値の有意な低下が起こったが、その程度は体
内受精区ほど顕著ではなかった。 
 
 

一方、ROSI 区では RM 値に有意な変動は認
められず、27%の卵子にこの実験区特有の前
核形態異常が観察された。最終観察時点の
hCG 後 28 時間目 (体内受精区・体外培養区) 
あるいは IVF・ICSI・ROSI 後 14時間目にお
いて RM 値が 0.4 未満になるまでに能動的脱
メチル化が進行した前核期卵の割合は、体内
受精区、体外培養区、IVF区、ICSI区、ROSI
区でそれぞれ、98、100、48、17、0%だった (図
2)。 
 結論として、① 体内受精卵を体外培養し
ても雄性ゲノムの能動的脱メチル化動態に
影響しないこと、② IVF 由来および ICSI 由
来の前核期卵ではRM値が下落する時期は体
内受精卵と同じでもその程度は弱いこと、③ 
ROSI 由来の前核期卵には雄性ゲノムの能動
的脱メチル化自体が観察されないこと、の三
点をラットにおいて明らかにした。 
 
(3)レンチウイルスで遺伝子導入した精子幹
細胞からのトランスジェニックラット作製 
 回収された円形精子細胞を用いて合計 742
個の卵細胞に顕微授精を行ったところ、31匹
の産仔を得た。このうち 15匹が EGFPを発現
するトランスジェニックラットであった (図
3-D)。興味深いことにレトロウイルスを用い
た場合には産仔を得ることはできたが (6 匹
/312個の卵子)、トランスジェニック動物を得
ることができなかった。これはレンチウイル
スの方が効率よく遺伝子改変に利用できる
ことを示している (25 匹/430 個の卵子、15
匹のトランスジェニック産仔)。この作製効率
は通常の前核への DNA 注入法を用いた場合
に比較して、異種移植法を用いた場合の方が
約 5-10 倍の効率でトランスジェニックラッ
トの作製ができることを示しており (10.3% 
vs. 1-2%)、精子幹細胞を利用した場合の利点
を明らかにした。 
  
 

  

図 2：ラット雄性ゲノムの能動的脱メチル化動態 
     (平均±SEM, *P<0.05) 

図 3：ドナー細胞由来円形精子細胞を用いた
Tgラット作製 
精細管から採取した円形精子細胞 (A;矢印)、
EGFP 励起下(B)、EGFP 陽性細胞の顕微授精 
(C)、顕微授精により生まれた産仔  (D; 
EGFP-Tg 産仔 (矢印) およびリッターメイト
(矢頭)、Bar; 20µm) 

図1：顕微授精による産仔作出効率の改善 



(4) c-myc を過剰発現する雄生不妊トランス
ジェニック雄ラット精巣を利用した精子幹
細胞移植 
 ドナー細胞を移植することに成功した 9個
のレシピエント精巣中 5 個 (55.6%) で 1~8
個の EGFP発現コロニーが観察された。ドナ
ー細胞が生着した精細管では EGFPを発現し
ている精子細胞が見られ、成熟精子までの正
常な精子形成像も観察できた (図 4)。EGFP
陽性の精細管から採取した精子細胞を注入
した 39個の ROSI卵子、および成熟精子を注
入した 48個の ICSI卵子をそれぞれ 2匹の受 
 
 
 
 
 
 
胚雌に移植したところ、それぞれ 5 匹 
(12.8%) と 8匹 (16.7%) の EGFP産仔が得ら
れた (表 1および図 5)。 
 
 

 
 

  
結論として、①c-mycを過剰発現する Tgラッ
トの精細管には移植したドナー細胞が産仔
発生に寄与しうる精子細胞および精子へ分
化するための必要なニッチが残っていた、②
MT-mycラット系統は、完全な不妊ではなく、
一部の精細管には産仔発生に寄与しうる精
子が生産されていた、③MT-myc ラット系統
は精細胞移植のためのレシピエントとして
利用可能なこと、の三点が明らかとなった。 
 

(5) CAG/venusトランスジェニックラット胚
盤胞に由来する ES細胞株の樹立 
 9 個の胚盤胞から 2 ラインのアルカリフォ
スファターゼ陽性の ES 細胞株が樹立できた 
(図 6)。多分化能を調べるため F344/Jcl-rnu/rnu
ラットの皮下に ES 細胞 2.5×105個を移植し
たところ、5 週間後に肝・消化管 (内胚葉), 
骨・軟骨・筋肉 (中胚葉)、神経組織・上皮 (外
胚葉) を含むテラトーマの形成が確認できた。  
 

Crlj:WIおよび Crlj:WIと DA/Slcの F1由来の
4.5 日目胞胚腔内に継代 6~8 代目の ES 細胞
10個を顕微注入し, 偽妊娠雌の子宮角に移植
することによりキメラの作製を試みた。その
結果、すべての E15.5 胎仔で venus 遺伝子の
発現が確認でき (22/22; 100%)、出産産仔にお
けるキメラ率も極めて高かった  (9/11~
17/17; 82~100%)(表 2および図 7)。これらの
キメラ個体の内、rESWIv3i-1では 3匹中 2匹
が、rESWIv3i-5では 1匹中 1匹が生殖系列に
寄与することを確認した。 
 

 
結論として、①CAG/venusトランスジェニッ
クラット由来の胚盤胞から ES 細胞 2 株を樹
立することに成功した、②両 ES 細胞株の未
分化能は ALP活性により、多分化能はテラト
ーマ形成とキメラ産仔により証明できた、③ 
本 ES 細胞株に由来するキメラ個体の出現率
は高く、両株とも生殖系列へ寄与することを
確認した、の三点が明らかとなった。 

図 4：ドナー細胞由来の精子形成が起こった
MT-myc精細管組織像 
(A)ドナー細胞由来の EGFP を発現する精細管断
面. 基底膜上に精原細胞が配列し、内宮には精子
残余体が見える. (B) DAPI染色 (青)とのMerge像. 
(C) ドナー細胞由来の精子形成が進行している. 
(D) C断面の HE染色像. 

表 1. ICSI/ROSIによる産仔作出 

図 5：産仔ラットの PCR解析(A)と表現系(B) 

図 6：継代 6代目のラット ES細胞 (A)とアル
カリフォスファターゼ陽性像(B) 

表 2. CAG/Venus由来 ES細胞からのキメラ作製 

図 7：15.5日齢のキメラ胎仔 (A)と生後 2 週齢の
キメラ産仔 (B) 
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