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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、脳機能解析に利用できる遺伝子改変ラットを安価かつ容易に作製する方法
を開発し、ラットを研究リソースとして利用できる基盤を作ることである。このために、ラットES細胞の培養条件、相
同組換えを用いた迅速な遺伝子改変方法、確実に生殖細胞への分化をするキメラ作製法の開発おこない、遺伝子改変ラ
ット樹立技術を確立した。
さらにラットES細胞を用いて、マウス・ラット異種間キメラ法によりラット精子を作出するために、コンディショナル
組換え法により精巣形成不全マウス作出し、高効率でラット精巣組織をマウスで作出することに成功した。本研究によ
り、効率的に遺伝子組換えラットを作る技術が開発された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this project is to develop an efficient and low-cost method to 
generate gene-manipulated rats for the analysis of brain functions, so that we can provide the research 
community of this country with gene-modified rats as useful animal resources. For this purpose, we 
established an optimum culture condition for rat ES cells, a rapid gene-manipulated method using 
homologous recombination, and a generation method of chimeras that efficiently differentiate to germ 
cells. Thus, we succeeded in stable generation of gene-manipulated rats. In addition, in order to produce 
rat sperm from the rat ES cells using our unique mouse-rat interspecies chimeric method, we generated a 
spermatogenesis-impaired mouse using the conditional recombination technique, and were able to generate 
rat spermary tissue in a mouse with high efficiency. Our project successfully developed an efficient 
technique to generate gene-modified rats.

研究分野：分子神経生物学

キーワード： ラットES細胞　遺伝子組換え　異種動物間キメラ　ノックアウトラット　顕微授精
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

ノックアウトマウスに代表される遺伝子

改変マウスは、現在脳機能を解析する上で

なくてはならないリソースとなっている。

一方、ヒトの高次脳機能や病態の理解には

齧歯類では不十分であるという理由から、

サルでの遺伝子組み換え法の開発が進めら

れているが、未だその手法は確立していな

い。飼育だけでも高額な経費がかかること

や倫理的な問題もあり、一般の研究者が遺

伝子改変霊長類を解析手段として使えるよ

うになるとは考えにくい。遺伝子改変マウ

スが登場してからその研究リソースとして

の地位が低下したかに見えるラットだが、

この動物は電気生理学や行動解析学を中心

に広く使用されてきており、脳機能解析に

無くてはならない動物である。特に、マウ

スでは困難な高次な脳機能解析のための行

動課題や生理学的な実験も多く、これまで

も遺伝子改変ラットは待望されてきた。し

かし、ラット ES 細胞の樹立が困難であった

ため、その作製はほとんど不可能であった。

また、近年、遺伝子編集法を用いたノック

アウト法が開発されたが、細かな遺伝子改

変が出来ないことや高い経費、さらに作製

した動物の所有権が作製会社にあることな

どから充分に利用されていない。最近ラッ

ト ES 細胞を用いたノックアウトラットが

報告され、この手法が原理的に可能である

ことが明らかになった。我々はマウス

C57BL/6系統由来ES細胞株を樹立した経験

をもとに、ラットにおいても ES 細胞の樹立

をすべく長期に渡り挑戦してきた。その結

果、多分化能に関与するシグナル分子の阻

害剤と培地の組成に工夫を加えることで、

Norway Brown、Wistar 及び Sprague-Dawley

ラットから ES 様細胞株の樹立に成功した。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、脳機能解析及び病態解明に

利用できる遺伝子改変ラットを安価かつ容

易に作製する方法を確立し、ノックアウトマ

ウスと同様な感覚でノックアウトラットを

研究リソースとして利用できる基盤を作る

ことである。そのために、すでに樹立したラ

ット ES 細胞が未分化状態を保つ培養条件、

相同組換えを用いた迅速な遺伝子改変方法、

確実に生殖細胞への分化をするキメラ作製

法を確立する。さらに、マウス・ラット異種

間キメラ法を用いたラット ES 細胞由来生殖

細胞（精子）の作出法を開発する。 

 

３．研究の方法 

ラット ES 細胞の未分化状態を保ち相同組換

えが出来る培地の検討をおこなった結果、

N2B272iR 培地を開発した。その組成は、

neurobasal media に N2 を添加したものと

advanced DMEM/F12 に B27 を添加したものを

等量混和し、そこに1mM 2-mercaptoethanol、

1mM glutamine、3mM CHIR99021、1mM PD0325901、

103units rat LIF、10mM forskolin である。

培養は、マウスの線維芽細胞をフィーダーと

して、継代等はマウス ES 細胞培養法に準拠

した。また相同組換え方法についてもマウス

の方法に準拠し、ベクターの構築やスクリー

ニングをおこなった。ラット胚を用いたキメ

ラ作製は、生後４週の SD ラットに過剰排卵

を誘導し、DA及び BN ラットと交配させ、3.5

日桑実胚を取得した。この胚を簡易ガラス化

法にて凍結し実験に供した。凍結胚を融解後、

インジェクション法及びアグリゲーション

法にて ES 細胞を導入してキメラ胚を作製し

た。作製したキメラ胚は胚盤胞まで培養後、

偽妊娠誘起を行ったレシピエントラットの

子宮へ移植しキメララットを得た。 

異種間キメラを確実に遂行させるために、

細胞毒遺伝子の DTAを Cre 依存的に発現する

マウスと精巣で選択的にCreに発現するマウ

スを交配させ、精巣欠損する ES 細胞移植受

容胚の開発をおこなった。この精巣欠損マウ
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４．研究成果
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相同組換えによる遺伝子改変に用いる
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イシンの方が使いやすい
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同種キメラ作製
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から樹立した SDV83

胞を移植して異種間キメラ動物を

本研究開発ではまず、ラット

同種間キメラ法を用いて遺伝子

法の条件を検討した。その結果、

細胞を安定して培養するためには、いわゆ

の他にラット LIF と forskolin

ることが有用であることが判明した。また、
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ES 細胞由来精子の作出
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図１ 上、キメラマウス精巣組織の蛍光タンパク

の検出。下、同視野の

前駆細胞が認められる）。

本研究では、

未分化状態を保ったままで
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決定し、同種間キメラ法を用いた
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は、いわゆる胚盤胞補完法により

細胞由来のものである。実際にこ

れらのキメラマウスの精巣組織では、ほぼ全

蛍光タンパクを発現している

上）。さらにその精巣組織中には、精細管の

構造が認められ精子の前駆細胞が認められ

た。しかし、精巣上体には成熟した精子は認

められなかった。そこで、このキメラ動物の

精細管の精子前駆細胞を用いて顕微授精に

よる個体取得を現在進めている。

上、キメラマウス精巣組織の蛍光タンパク

の検出。下、同視野の HE 染色（精細管の中に精子
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る SD系統ラット由来 ES細胞株 SDV83 を樹立

した。さらに、キメラ法により効率的に精子

細胞を作出できる精巣組織欠損マウスの遺

伝子背景を細胞性免疫欠損のヌードマウス

のものにする大規模コロニーの構築が進め

られており、異種間キメラを容認する受容胚

作出システムが整備できると考えている。ま

た、ラット精子前駆細胞を用いた顕微授精シ

ステムの整備を進めており、系統的に遺伝子

改変ラットを樹立する基盤が整備できると

考えている。なお、これまでの研究開発で樹

立した新規ES細胞や、キメラ作製方法など、

可能なものは特許申請をおこなう予定であ

る。 
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