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研究成果の概要（和文）：本研究ではラット ES細胞と発生工学技術を駆使し、臓器欠損や免疫
不全などの疾患モデルラットの作製とその利用を目指した。エレクトロポレーション法によっ
て外来性蛍光タンパク質遺伝子を導入した ES 細胞からの Tg ラットの作出、ならびに Rosa26
遺伝子座の相同組換えを誘起した ES 細胞からのノックインラットの獲得には成功した。また、
Pdx1遺伝子欠損ラットを作出することはできたが、予想した膵臓欠損という表現型を示す個体
を得るには至らなかった。しかし、幹細胞補完法により膵臓欠損マウス中にラット幹細胞由来
の膵臓を作製させることに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：The ultimate objective of the present study is to produce 
gene-modified rats useful for regenerative medical research using pluripotent embryonic 
stem cells (ESCs) and advanced reproductive technologies (ART). Rats expressing the 
kusabira-orange gene, as well as rats expressing the tdTomato gene knock-in at Rosa26 
locus, were successfully produced in preliminary trials. Rats lacking Pdx1 gene were also 
produced by a similar ART protocol with ESCs (Pdx1-deficient mice have no pancreas), but 
these rats did not show any phenotypic loss of the pancreas. However, functional rat 
pancreas was successfully regenerated in adult mice by injecting rat wild-type 
pluripotent stem cells (PSCs) into Pdx1/KO mouse blastocysts. 
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１．研究開始当初の背景 

ラットはマウスよりも大きく外科的な手

術操作が容易であり、脳地図の解析も進み、

ゲノム情報がほぼ解読された小型実験動物

として広く普及している。特に精神・神経系

においては重要な基礎データがラットにお

いて蓄積されており、遺伝子改変マウスを用

いた解析では限界がある。また、神経の高次
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機能を解析できるような動物は一般に子供

が少なく卵子の数も少ないことから、従来の

卵子や初期胚に依存した生殖工学をこれら

の高次機能動物に適用することは困難であ

る。そのため新しいアプローチによる遺伝子

KO 動物作製技術の確立が重要な課題となっ

てきた。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、また、体細胞

クローンラットの作出例も報告された 

(Zhou et al., 2003) が、その再現性は未だ

に確認されていない。 
ごく最近、GSK3 阻害剤、MEK 活性化阻害剤お
よび FGF受容体阻害剤の 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 細胞株が樹立できると報告さ
れた (Buehr et al., Cell 135; 2008)。 
 そこで我々は、これらの阻害剤を添加した
培養液でラットの ES 細胞を樹立できるか否
かを追試した。CAG/venus トランスジェニッ
ク (Tg) ラット由来の胚盤胞 9個から 2ライ
ンのアルカリフォスファターゼ陽性 ES 細胞
株を樹立することに成功した。これら ES 細
胞における In vivo での多分化能を調べた結
果、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。また、Crlj:WI
と DA/Slc の F1 由来の胞胚腔内に継代 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
製を試みたところ、すべての E15.5 胎仔で
venus 遺伝子の発現が確認でき、出産産仔に
おけるキメラ率も極めて高かった。さらに、
これら両ラインのキメラ個体から生殖系列
寄与も確認ができた。以上のことから、本研
究課題を遂行するための最低限の基盤が整
った。 
 
２．研究の目的 
 精神・神経系などの高度な機能の解析には
マウスでは限界があり、ラットが重要な役割
を果たしてきた。またヒトに近い薬剤反応を
期待できることから、薬理学・毒性学の疾患
モデルとして重要である。しかしながら、ラ
ットは ES 細胞が樹立されてから日が浅く、
その再現性の検証ですら報告されていない。
インヒビターを添加した培養液によるラッ
ト ES 細胞樹立の条件は必ずしも最適な条件
とは言えず、Buehr らの論文にも細胞の接着
性や分化しやすい性質など問題点が指摘さ
れている。また、ラット系統のにおける ES
細胞とホスト卵子の組み合わせも生殖系列
寄与へ影響することも指摘されている。本研
究期間中にラットの遺伝子ターゲッティン

グ法の開発および疾患モデル動物の作製の
みならず、ラット ES 細胞の培養条件やラッ
ト系統の最適組み合わせも精査する。申請者
は、最終ゴールを KO ラット作製技術の開発
と捕らえ、終始目的を達成するための研究活
動に身を投じてきた。世界初の KO ラットを
作製することが我々の使命だと考えている。 
 
３．研究の方法 
(1) 近交系 Brown-Norway (BN) ラット胚盤胞
に由来する胚性幹 (ES) 細胞株の樹立と外
来遺伝子導入個体の作製. 
  FGF、MEK/ERK、TGF-ß 等の分化誘導シグナ
ル伝達系の阻害剤と、ES細胞の増殖に必須の
ßカテニンのシグナルを抑制する GSK3の特異
的阻害剤を培養液に添加することにより、ラ
ットの ES細胞株が樹立できると報告された 
(Cell 135; 2008)。我々も同方法を適用して、
高率でキメラ個体作製に貢献し、かつ生殖系
列へ寄与する ES細胞を CAG/venus-Tgラット
由来の胚盤胞から樹立することに成功した 
(Mol Reprod Dev 77; 2010)。本実験では、
新たに樹立した近交系 BNラット由来の ES細
胞株を用い、蛍光蛋白 Kusabira-Orange 遺伝
子 (CAG/huKO-neo) 導入がキメラ個体作製
に及ぼす影響ついて調べた。BN/Crlj ラット
由来の E4.5 胚盤胞から、FGF レセプター阻害
剤、MEK活性化阻害剤、およびラット LIF を
含む N2B27 培地中で樹立した 1ラインの ES
細胞株 (Sry 陽性) を用いた。1×106個の ES
細胞と 25 µg の CAG/huKO-neo 遺伝子をキュ
ベット (500 µl) に入れ、800 V、10 µF、抵
抗∞のパルス条件でエレクトロポーレーシ
ョンし、60-mmディッシュに播種した。2日
後に G418 (200 µg/ml) を添加し、7日後の
生存コロニーから Kusabira-Orange発現陽性
コロニーを回収した (図 1)。 

これらの ES細胞 10個を Wistar/ST または
Wistar-Hannover由来の E4.5胞胚腔内に顕微
注入し、胚移植によって誕生させた産仔にお
けるキメラ個体の割合を求めるとともに、F1
産仔における CAG/huKO-neo 遺伝子の発現を
調べた。 
 
 (2) ラット Rosa26 遺伝子座の同定と全身
性に tdTomato 遺伝子を発現するノックイ
ンラットの作製 
  近年のラットにおける生殖系列へ寄与可
能な多能性幹細胞の樹立・維持法の確立は、

図1：CAG/huKO-neo遺伝子陽性コロニー 



 

 

それら細胞への遺伝子導入を介してのトラ
ンスジェニックラットおよびノックアウト
ラットの作製を可能にした。これによりマウ
スと同様にラットでも逆遺伝学的な個体レ
ベルでの遺伝子機能解析が可能になり、大型
で扱いやすく生理学的にもよりヒトに近い
モデルとして今後益々利用されるようにな
ることが予想される。 マウスやヒトにおい
て目的の遺伝子を安定かつ全身性に均一に
発現させる手段の一つとして取られている
のが Rosa26 遺伝子座へのノックインであ
る。Rosa26 遺伝子座はマウス ES 細胞への
ジーントラップ法により同定された遺伝子
座で、上記のような特徴から、レポーター遺
伝子や細胞死を引き起こす毒素遺伝子をコ
ンディショナルに発現できるカセットを挿
入したマウスを作製し、組織特異的な Cre 
recombinase 発現マウスとの交配させるこ
とで、遺伝子発現細胞の追跡および消失を可
能にし、現代の遺伝子機能解析に欠かせない
ツールとして用いられてきた。そこで我々は
マウス、ヒトに次ぐ種として、ラットにおい
て Rosa26 遺伝子座の同定を試み、同遺伝子
座への tdTomato 遺伝子ノックインラットを
作製した。 
 
(3) 4倍体胚補完による ES/iPS細胞のみに由
来するラット産仔作製の試み 
 マウスでは ES 細胞あるいは iPS 細胞と 4
倍体胚から再構築したキメラ胚を移植する
ことで ES/iPS 細胞のみに由来する産仔を作
製できる (Nagy et al., Development 1990; 
Zhao et al., Nature 2009)。本実験では生
殖系列への寄与が確認されたラットの ES 細
胞株および iPS 細胞株を用い、4 倍体胚補完
によりラット産仔を作製することを試みた。
ドナー細胞には、CAG/Venus-Tg ラット由来
ES 細胞株の rESWIv3i-1 および rESWIv3i-5 
(Hirabayashi et al., Mol Reprod Dev 2010)、
ならびに Crlj:WI ラット線維芽細胞由来の
EGFP 導入 iPS 細胞株 riPS#3 (Kobayashi et 
al., Cell 2010) を継代数 7〜22 のときに用
いた。ホストの 4 倍体胚は Crlj:WI♀由来の
2細胞期胚の割球を 0.5%マンニトール液中で
電気融合させることにより調製した。融合胚
を 4 日間体内培養して胚盤胞へと発生させ、
10 個の ES 細胞あるいは iPS 細胞を胞胚腔内
に顕微注入した。これらのキメラ胚を偽妊娠
3.5日目のレシピエント子宮に移植し、7〜11
日後 (E10.5〜14.5) に胎仔発生率を調べた。 
 
(4) ラット ES 細胞株の生殖系列への寄与条
件に関する後方視的解析 
 ラットでは体細胞核移植や 4倍体胚補完に
よって個体を作製する技術が未確立なこと
から、現時点では ES 細胞の遺伝形質だけを
備えた個体を得るにはキメラを作製して野

生型ラットと交配するというコンベンショ
ナルな方法を採用するしかない。本実験では、
様々な系統から異なる培地によって樹立し
たラット ES 細胞株を用い、キメラ経由で G1
世代への形質伝達を調べた。そしてその成否
に基づき、ラット ES 細胞株の生殖系列寄与
に関わる条件を後方視的に解析した。G1 世代
への伝達は、3i 培地 (SU5402、PD0325901、
CHIR99021) で樹立した 4 系統 7 ライン、2i
培地 (PD1843521、CHIR99021) で樹立した 3
系統 4ライン、2i + Forskolin 培地で樹立し
た 3 系統 5 ラインの ES 細胞株で調べた。こ
こで言う系統には、(1) WI ならびに WI をバ
ックグラウンドに CAG/venus外来遺伝子をホ
モあるいはヘテロに持つ Tg ラット、(2) BN、
(3) DA ならびに WI×DAの F3以上の世代から
有色個体を選抜した BLK、(4) 近交系アルビ
ノの F344、が含まれる (全 7 系統)。各ライ
ンの ES 細胞株から胚盤胞注入によって複数
のキメラ個体を作製し、それらの産仔を 100
匹以上調べても ES 細胞特性が現れなかった
場合にそのラインを陰性と判定した。 
 
４．研究成果 
(1) 近交系 BNラット胚盤胞に由来する ES細
胞株の樹立と外来遺伝子導入個体の作製. 
  CAG/huKO-neo陽性である BNラット由来 ES
細胞の胞胚腔注入を経て 35% (75/213) の産
仔が生まれ、うち 75% (56/75) が毛色キメラ
だった (表 1、図 2-a)。 

産仔率、キメラ産仔率とも、遺伝子非導入の
陰性対照 ES 細胞での結果 (それぞれ 38%と
89%) と有意な差は認められなかった。 
雄キメララット 12 個体と野生型雌ラットと
の交配により計 441 匹の F1 産仔を作出し、

うち 1キメラ個体に由来する 50匹の F1産仔
において 12匹の CAG/huKO-neo遺伝子の発現
を確認した(図 2-b)。 

図2：CAG/huKO-neoキメララット (a)と生殖寄
与したクサビラオレンジ陽性産仔 (b) 

表 1. CAG/huKO-neo 導入 ES 細胞由来のキメララット作製 



 

 

このように、ラット ES 細胞に外来遺伝子
CAG/huKO-neo を導入してもキメラ個体の作
製効率には影響しなかった。また、本実験結
果は「ES細胞を介した初めてのトランスジェ
ニックラット誕生（F1 世代）」という成果も
含んでいる。 
 
(2) ラット Rosa26 遺伝子座の同定と全身性
に tdTomato 遺伝子を発現するノックイン 
(KI) ラットの作製 
 マウス Rosa26 遺伝子座配列との相同性
検索により、ラットにも同様の遺伝子座が存
在することが明らかとなった。その機能の保
存性を確認するために、ラットの Rosa26 遺
伝子座に tdTomato と薬剤耐性遺伝子を組
み込んだターゲティングベクターを作成し、
ラットの ES /iPS 細胞に導入したところ、
薬剤耐性コロニーのうち約 30 % と高頻度で
相同組換え体が得られ(表 2)、それらは均一
に tdTomato を発現していた。 

さらに、得られた tdTomato ノックイン ES 
細胞をラット胚盤胞に注入し、キメララット
の作製、ならびに生殖系列への寄与を介した
KI ラットを作製した (図 3)。それらを解析

したところ、血液や各臓器において全身性に

安定して tdTomato の発現が認められた。以
上、マウスやヒトと同様にラットでも 
Rosa26 遺伝子座が目的遺伝子を安定して全
身性に発現させるために適切な遺伝子座で
あることが明らかとなった。 
また、本研究で得られた新たなツールはラッ
トを用いた様々な研究に有用であると思わ
れる。 
 
(3) 4倍体胚補完による ES/iPS細胞のみに由
来するラット産仔作製の試み 
 rESWIv3i-1ラインでは、E10.5で 9% (2/22) 
が生存胎仔、9% (2/22) が退行途上胎仔とし
て回収できたが、E13.5 で回収されたのは退
行途上胎仔のみ (21%, 5/24) で、E14.5 では
胎仔の存在も認められなかった (0%, 0/78; 
図 4)。rESWIv3i-5 ラインの胎仔発生率は
E11.5、E12.5、E13.5、E14.5 でそれぞれ、15% 
(10/66)、24% (5/21)、9% (2/22)、9% (4/44) 

であった。E11.5 で回収できた生存胎仔のう
ち 3 例で心拍が確認できたが、E12.5 で回収
された胎仔のうち形態的に正常なサイズだ
った 3例には心拍が認められなかった。E13.5
および E14.5で回収された胎仔はすべて退行
途上であった。また、riPS#3 ラインにおける
E11.5 と E14.5 の胎仔発生率はそれぞれ、24% 
(17/72：うち生存胎仔 12例) と 8% (11/135：
すべて退行途上胎仔) だった。すべての生存
/退行途上胎仔について venus あるいは EGFP
の発現が確認できた。このように、ラット
ES/iPS細胞を 4倍体胚で補完しようとしても
E12.5 以降の産仔発生例は得ることはできな
かった。4 倍体胚補完によるマウス産仔の作
製効率には ES 細胞の継代数や樹立元のマウ
ス系統などが影響することが知られており、
この点を考慮に入れてラットにおけるスト
ラテジーを再検討すべきかもしれない。 
 
(4) ラット ES 細胞株の生殖系列への寄与条
件に関する後方視的解析 
  全 16 ライン中 11 のラット ES 細胞株で生
殖系列への寄与が確認できた (69%)。樹立培
地別に見ると、3i 培地、2i 培地、2i + 
Forskolin 培地でそれぞれ、4/7 (57%)、2/5 
(40%)、5/5 (100%) となった (表 3)。 
3 種 類 の 培 地 全 て で 樹 立 を 試 み た
CAG/venus-Tg (ホモ) ラット由来ラインでは、

表2：ES/iPS細胞への遺伝子導入 

図3：Rosa26-tdTomatoノックインラットの作製 
上; 新生仔 (明視野:左, 蛍光下: 右) 
下; 各臓器におけるtdTomatoの発現 (B: 脳, T: 胸
腺, H: 心臓, Lu: 肺, Li: 肝臓 , P: 膵臓, St: 胃, 
Sp: 脾臓, K: 腎臓. 

図4：4倍体補完によるキメラ胎仔の発生 



 

 

2i + Forskolin 培地で樹立したラインでのみ
G1 世代への伝達が起こったが、この少例数の
データを元に Forskolinの効果を強調し過ぎ
るべきではない。 
有色のグループ (2)/(3) とアルビノのグル

ープ (1)/(4) 間の比較では、寄与率はそれ
ぞれ 4/6 (67%)、7/11 (64%) となった (図
5)。 
ES 細胞株の Genotype も伝達への影響条件で
はなさそうである (XX：67%, 2/3、XY：64%, 
9/14)。また、BLK 由来 ES 細胞株からのキメ
ラ度 (アルビノに占める黒毛色の割合：60〜
90%) と伝達度 (G1 産仔あたりの陽性個体の
割合：0〜65%) には相関は認められなかった。 
 以上、ES細胞樹立に用いた 3種類全ての培
地から生殖寄与能を有する ESラインを得た。
2i＋フォルスコリン培地で樹立したすべて
の ES 細胞ラインは生殖寄与能を有したが、

フォルスコリン添加の有効性についてはさ
らなる検討が必要である。ラット系統の毛色
および ES 細胞の性別は、生殖寄与能への影
響条件ではなかった。アルビノ由来 ES 細胞
ラインにおいては毛色寄与率に基づいて生
殖寄与能は予測するのは困難だった。 
 
 上記成果の他、本研究課題の遂行中にこれ
ら ES 細胞を使って、相同遺伝子組換え法に
より作製した変異導入 ES 細胞から免疫不全
(IL2rγ遺伝子) およびメタスチンニューロ
ン欠損 (Kiss1 遺伝子) などのノックアウト 
(KO) ラットの獲得にも成功した (未発表)。
幹細胞に相同遺伝子組換えを施して KO/KIラ

ットを作製できる環境が整い、国内外の研究
者へ内在遺伝子改変したラット個体の作製
技術を提供することが可能となった。 
さらに、ラット幹細胞の胚盤胞補完術により
膵臓欠損マウス中にラット幹細胞由来の膵
臓を再生することに成功したことから、胚盤
胞補完法による異種の胚発生過程を利用し
た臓器再生研究の最初のステップとなるこ
とが期待される 
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