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研究成果の概要： 

 ヒト核移植由来 ES 細胞のモデル作出の目的で実験を行った。サルおよびウサギの核移植では、
マウスクローンで効果が認められている Trichostain A あるいは scriptaid の再構築胚への処
理は効果が無いことがわかった。ブタ卵子をレシピエントに用いたサルクローンを実施し、桑
実期胚を得た。ウサギ ES 細胞の樹立に成功した。その未分化性維持には bFGF や Activin が重
要な役割を担っている一方で、LIF は未分化性維持に関与していないことが明らかになった。
ウサギ ES 細胞がその形態だけでなく未分化性維持機構までもヒト ES 細胞に類似していること
を示している。 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト胚性幹（ES）細胞を用いた組織の再生
は、近年急速な発展を遂げている再生医療の
うちでも最も大きな期待を担っているが、移
植する細胞等が他者に由来する場合、免疫拒
絶等の問題の克服が大きな課題の一つとな
っている。その免疫拒絶のない再生医療を実
現できる最大の切り札の一つとして、核移植
胚由来 ES 細胞（以下、ntES 細胞）の利用が
ある。しかしながら、ヒト ntES 細胞は未だ

に１株も樹立できておらず、また樹立された
としてもその安全性確認には相当な時間と
手間がかかることが予想される。よって、こ
の過程を迅速化し、かつ安全に展開するため
には、動物モデルの確立が必須であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、将来のヒト再生医学研究におい
て極めて重要な ntES 細胞をマウス以外の実
験動物で樹立しようと試みるものである。実



験動物はヒトに比べて倫理上の制約が少な
い。しかしながら、ヒトのモデルとして考え
た場合、１つの動物種がヒトの完全なモデル
となることはなく、いくつかの動物種から得
られた情報を総合的に判断する必要がある。
本研究は、その ntES樹立システムを、齧歯
類よりもヒトに類似した特性を有する実験
動物（サル、ウサギ）をモデルとして確立す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 すべての動物種について体細胞クローン
を行い、胚培養により胚盤胞の作出と ES 細
胞の樹立を試みるが、動物種により技術開発
のポイントが異なるので、それぞれ工夫を行
った。サルでは主に卵子の質向上、ドナー細
胞種および処理の検討、培養細胞へ DNA メチ
ル化やヒストン修飾を変化させる処理を行
った。ウサギは、受精卵からも安定して ES
細胞を樹立する方法が確立していないので、
ES 細胞樹立法の確立およびその性質の同定
を行った。 
 
４．研究成果 
 カニクイザルおよびウサギの核移植では、
マウスクローンで効果が認められている
Trichostain A あるいは scriptaid の再構築
胚への処理を行った。いずれも統計的に有意
差のある効果は現れなかった。すなわち、サ
ルは 8-16 細胞期まで発生し、ウサギは胚盤
胞まで発生したがその率は改善しなかった。
卵子活性化方法が安定していないカニクイ
ザルについて、構築された核移植胚の活性化
刺激を検討したところ、Ionomycin および
Dimethylaminopurine 処理の有効性が確認さ
れた。また、最近ヒト核移植由来 ES 細胞の
作出に際して、卵子を用いる倫理的な問題回
避のために３前核胚を用いた核移植が提唱
され、マウスで成功している。そこでサルで
ICSI 胚を作出し、その第一体細胞分裂 M期の
胚をレシピエントに用いた核移植クローン
を実施した。Nocodazole 処理をすることによ
り、２個の桑実期胚まで得ることができたが、
胚盤胞は得られなかった。また、ブタ卵子を
レシピエントに用いたサルクローンを実施
した。成体雄の線維芽細胞を用いて１個の胚
盤胞を得たが、ES 細胞の樹立には至らなかっ
た。ウサギ ES 細胞の樹立に成功した。すな
わち、樹立および継代には、フィーダー細胞
濃度の調整が極めて重要であることを明ら
かにした。約５０回の継代後もテロメラーゼ
活性が高いことを証明し、ほぼ無限に近く増
殖できることが期待された（図１）。また、
長期継代後の ES 細胞からも、移植後にテラ
トーマ形成を確認できた（図２）。多能性維
持に関する特性解析も行った。未分化性維持
には bFGF や Activin が重要な役割を担って

いる一方で、LIF は未分化性維持に関与して
いないことが明らかになった。実際に、LIF
非存在下で長期間培養したウサギ ES 細胞の
未分化性は失われなかった。さらに Y27632
の添加により、効率よく増殖させることがで
きることも判明した。これらの結果は、ウサ
ギ ES 細胞がその形態だけでなく未分化性維
持機構までもヒト ES 細胞に類似しているこ
とを示している。 
 

図１．樹立したウサギ ES 細胞のコロニー形
態。ヒトやサルのコロニーと同様に、平板で
増殖をしていく。 
 

２．ウサギ ES 細胞は長期継代後も、多能
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