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研究成果の概要（和文）：胚盤胞は着床前エピブラスト、栄養膜、原始内胚葉の3つの細胞系譜で構成される組
織である。これまでに、着床前エピブラストからES細胞が、栄養膜からTS細胞が樹立されていたが、残る原始内
胚葉の幹細胞は未樹立であった。我々は、無血清培地にFGF4、CHIR99021、PDGF-AAを添加した条件で、原始内胚
葉幹細胞の樹立に成功し、報告した。人工胚盤胞作製に必要な全ての細胞系譜の要素が揃ったことから次に、ES
細胞、TS細胞、PrES細胞で、初期胚オルガノイドを作製し、偽妊娠マウス子宮への移植を行なった。これら人工
胚は、 高効率で着床し、臓側卵黄嚢、壁側卵黄嚢様構造に取り囲まれた胚様構造を派生させた。

研究成果の概要（英文）：The blastocyst is composed of three cell lineages: preimplantation epiblast,
 trophoblast, and primitive endoderm. ES cells have been established from the preimplantation 
epiblast and TS cells from the trophoblast, but stem cells from the remaining primitive endoderm 
have not yet been established. We report the successful establishment of primitive endoderm stem 
cells in serum-free medium supplemented with FGF4, CHIR99021, and PDGF-AA. After all the cell 
lineage compornents necessary for the production of artificial blastocysts were prepared, we next 
produced early embryo organoids with ES cells, TS cells, and PrES cells, and transferred them into 
the uteri of pseudopregnant mice. These artificial embryos implanted efficiently and derived 
embryo-like structures surrounded by visceral yolk sac and parietal yolk sac-like structures.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
胚盤胞を構成する3つの細胞系譜の内、最後に残された原始内胚葉系列からPrES細胞が樹立されたことにより、
概念的にはES細胞、TS細胞、PrES細胞を組み合わせて用いることで、胚盤胞を再構成できる可能性が示唆され
た。幹細胞のみで胚を作製する研究は、近年、幹細胞研究分野の中でも最も競争の激しいテーマとなったが、
PrES細胞の樹立により、分野の発展はさらに加速すると予想される。
生命発生現象を幹細胞間相互作用として捉え、理論を解明する技術的基盤が確立されたことにより、生命とは何
かという人類の根源的問いを解き明かす糸口を作ることができた。

※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 
我々の生命は唯一つの受精卵から派生する。受精卵は卵割を繰り返し、やがて胚盤胞と呼
ばれる初期胚を形成する。胚盤胞は、着床前エピブラスト、栄養膜、原始内胚葉の 3種類の
細胞系譜で構成される数 10 個の細胞の集合であり、それぞれからは主に胚、胎盤、卵黄嚢
が派生するが、このような単純な構造が個体生命を発生させる能力を保持する理論は解明
されていない。しかし、近年の幹細胞研究分野の急速な発展によって、試験管内で幹細胞の
みから初期胚オルガノイドを作製し、少数の細胞集団から生命が発生する現象を、幹細胞間
相互作用の問題として捉え、解析・解明、更には人為的再構成に挑戦し得る時機が来ている。
マウスにおいては、胚盤胞からは、従来、着床前エピブラストの幹細胞として ES 細胞(Evans 
& Kaufman, Nature (1981))、栄養膜の幹細胞であるTS細胞(Tanaka et al, Science (1998))
が樹立されていた。しかし、残る原始内胚葉の幹細胞は未樹立であった。原始内胚葉由来の
細胞株としては XEN 細胞(extraembryonic endoderm cell)が知られていたが、胚盤胞への
移植によっては壁側内胚葉の遠位領域にしか寄与できず、原始内胚葉の幹細胞としては不
十分な性質しか保持していなかった。従って、幹細胞のみで胚盤胞を再構成するためには、
ES 細胞、TS 細胞と共に、原始内胚葉の幹細胞を用いる必要があることが強く示唆された。 
 
２．研究の目的 
 胚盤胞を幹細胞のみで再構成可能とするためには、ES 細胞、TS 細胞に加え、原始内胚葉
と同等の未分化性を保持する新たな幹細胞が必要であると考えられたため、本研究におい
ては、1.残された原始内胚葉から高いキメラ寄与能を保持する原始内胚葉幹細胞
(primitive endoderm stem cell, PrES 細胞)を樹立すること、2.薬剤処理によって原始内
胚葉を欠損した致死の胚盤胞を宿主として用い、PrES 細胞を注入することで原始内胚葉系
列の胚盤胞補完が可能であることを示すこと、3.試験管内で ES細胞、TS細胞、PrES 細胞を
組み合わせることで胚オルガノイドを作製すること、4.それら胚オルガノイドの発生能を
偽妊娠マウス子宮内に移植することで評価することにより幹細胞のみで胚盤胞を再構成可
能とすることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
 マウス胚盤胞において未分化な内部細胞塊の運命は FGF シグナリングによって制御され
ることが知られており、FGF シグナルを FGF4 の添加等によって促進すれば強めれば原始内
胚葉系列に、PD0235901 等の低分子化合物によって抑制すればエピブラスト系列に分化する
ことが知られていた。また内部細胞塊の増殖は GSK3 阻害剤である CHIR99021 の添加により
促進されること、原始内胚葉が PDGF の受容体を高いレベルで得意的に発現することが知ら
れていた。我々は、FGF4 の添加により、内部細胞塊の分化方向性を原始内胚葉に傾け、さ
らに CHIR99021、PDGF-AA を添加することにより PrES 細胞を樹立できることを見出した。
PrES 細胞の幹細胞性を解析するために、胚盤胞への移植を行い、高い原始内胚葉系列への
キメラ寄与能を保持することを示した。PD0325901 処理によって原始内胚葉を欠損させた胚
盤胞を宿主として用いれば、原始内胚葉系列が PrES 細胞によって補完されたキメラを作製
できることを示した。さらに試験管内で ES細胞、TS 細胞、PrES 細胞を組み合わせ、胚オル
ガノイドを作製し、偽妊娠マウス子宮に移植することによっては、高効率に着床し、卵黄嚢
様構造に囲まれた胚様組織を派生することを示した。しかし、今回の研究においては正常な
胚発生能を再構成することには成功しなかった。 
 
４．研究成果 
 胚盤胞を構成する 3 つの細胞系譜のうち、これまで幹細胞が樹立されていなかった原始
内胚葉から PrES 細胞を樹立することができた。また、試験管内で ES 細胞、TS 細胞、PrES
細胞を組み合わせることによっては、胚オルガノイドを作製し、子宮内で胚様構造を形成す
ることができた。本成果は、主に以下の原著論文および講演で公表した。 
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 しかしながら、今回の研究で分かったこととして、従来の ES細胞、TS細胞に PrES 細胞

を組み合わせるだけでは、発生能を保持するブラストイドを作製することはできず、これ

ら幹細胞間で胚盤胞様の細胞間相互作用を再接続し、胚盤胞との同等性を実現するため

の、新たな課題も浮き彫りとなった。 

 近年、幹細胞および発生生物学の分野では、幹細胞を用いて、初期胚オルガノイドを作

製し、人工的に生命を発生させることが現実的なテーマとなり、極めて注目される分野と

なった。PrES 細胞の樹立は、今後、初期胚オルガノイド形成分野において、胚発生能の再

構成を成功に導く鍵となる可能性があり、世界的に注目されると考えられる。 
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