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研究成果の概要（和文）：マウス４倍体胚は、ジーンターゲッティングにおけるテトラプロ

イドレスキュー法として一般的に用いられる。これは 4倍体胚が胎子の発生へ寄与しない

ことを利用した、ES細胞のみに由来する個体を得ることを目的とした方法である。このよ

うにマウス４倍体胚を補助的に利用する報告は多くあるが、４倍体細胞ならびに 4倍体胎

子自体の発生能力に着目した研究はない。そこで、4 倍体細胞の初期発生における挙動に

注目するために、次のような方法を用いてマウス 4倍体 ES細胞の樹立を試みたところ、複

数のマウス 4倍体 ES 細胞様培養細胞ラインの作出に成功した。

研究成果の概要（英文）：Tetraploid mouse embryos is commonly used as tetraploid rescue 
method in gene targeting. Tetraploid rescue is a method that was designed to utilizing 
that tetraploid embryos does not contribute to the fetus, intended to obtain pups 
derived from ES cells, but studies focused on the developmental capacity of tetraploid 
embryos have not been reported. We have established mouse tetraploid ES cell in order 
to analyze the early development of tetraploid embryos. 
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１．研究開始当初の背景 
 ゲノムセットを３個以上持つ倍数体は魚
類や両生類において正常な個体として発生
が可能である一方、哺乳類において 4倍体個
体は胎生致死とされ、その原因は不明である。
マウス ES 細胞はノックアウトマウス作出の
際に多能性をもつ細胞として利用可能であ
るため、本研究ではマウス 4倍体胚盤胞から
4倍体 ES 細胞の樹立を試み、その特性を調べ
ることによって 4倍体胎子が致死となる原因
を見出し、将来的にマウス 4倍体胎子誕生の
可能性を探ることを目的とする。さらに、哺
乳類におけるゲノムセット数と個体発生の
関連についても考察する。 

 マウス４倍体胚は、ジーンターゲッティン
グにおけるテトラプロイドレスキュー法と
して一般的に用いられる。これは、4 倍体胚
が胎子の発生へ寄与しないことを利用した、
ES 細胞のみに由来する個体を得ることを目
的とした方法であり、２倍体である ES 細胞
を４倍体胚盤胞に移植することによって 2倍
体/４倍体キメラ胚を作出し、その結果４倍
体細胞のほとんどは胎盤へ移行し、ES細胞由
来の細胞が胎子を構成する。しかし、このよ
うにマウス４倍体胚を補助的に利用する報
告は多くあるが、４倍体細胞ならびに 4倍体
胎子自体の発生能力に着目した研究はない。
そこで4倍体細胞の初期発生における挙動に
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注目するために 4 倍体 ES 細胞の樹立を試み
た。 
２．研究の目的 
 ゲノムセットを３個以上持つ倍数体は魚
類や両生類において正常な個体として発生
が可能である一方、哺乳類において 4倍体個
体は胎生致死とされ、その原因は不明である。
マウス ES 細胞はノックアウトマウス作出の
際に多能性をもつ細胞として利用可能であ
るため、本研究ではマウス 4倍体胚盤胞から
4倍体 ES 細胞の樹立を試み、その特性を調べ
ることによって 4倍体胎子が致死となる原因
を見出し、将来的にマウス 4倍体胎子誕生の
可能性を探ることを目的とする。 
３．研究の方法 
（1）マウス 4倍体 ES 細胞の樹立 

①マウス 4倍体胚の作出 
 BDF1 X BDF1 (F2) マウスから得た 2細胞
期胚（2倍体）から電気融合法を用いて割球
同士を融合させ、1細胞期胚（4倍体）を作
出する。 
②胚盤胞期までの培養 
 電気融合法によって作出した4倍体胚を胚
盤胞期までkSOMaa＋BSA培地にて培養を行う。 
③4倍体胚盤胞期胚の内部細胞塊からのES細
胞の樹立 
 胚盤胞期胚の透明帯を酸性タイロード液
で融解除去し、それらを ESGRO Complete PLUS 
Clonal Grade Medium (Millipore, 
SF001-100P)+20% KSR 培地にて、ICR マウス
の 13.5 日胎子から樹立した線維芽細胞をマ
イトマイシン Cによって処理したフィーダー
細胞上に播種し、5-6 日培養する。 
 5-6 日後、現れた細胞塊をガラスピペット
で回収し、Trypsin-EDTA 処理によって細胞を
ばらばらにし、同条件下で 1 週間培養する。 
 1 週間後、再び現れた細胞塊をガラスピペ
ットで回収し、0.25% Trypsin + 1mM EDTA in 
PBS によって処理後に同条件で培養を行う。 
④ コロニーの形態の観察 
 1-2日後にES細胞様コロニーが現われてい
るかどうか観察を行う。これ以降毎日培地交
換し、2-3日に一度継代する。もし形態的に
この時点で典型的な ES細胞様コロニーが見
られれば、4倍体ES細胞様細胞の樹立とする。 

(2) 4 倍体 ES 細胞のプロファイリング 
 樹立した 4倍体 ES細胞がどのような性質
を持つ細胞であるかについて以下の方法で

確認する。 

① 4 倍体 ES 細胞における細胞周期 
ⅰ.染色体像の観察 
 まず単純な核の形態観察として DAPI 染色
によって 4倍体 ES 細胞様細胞の核染色を行
い、核の大きさについて 2倍体 ES細胞の核
と比較する。続いてより正確な観察として、
染色体標本を作成し、染色体数の計測を行う。
また、継代によって 4倍体 ES 細胞その染色
体セット数に変化がないかどうかの確認を
行う。 
ⅱ.DNA 量測定および倍数性確認 
 PI によって核染色を行ったのちに、フロー
サイトメトリーを用いて 4倍体 ES細胞様細
胞の DNA 量を測定し、全体的な細胞倍数性の
確認を行う。 

ⅲ.細胞分裂の観察 
 抗α-tubulin 抗体による免疫染色によっ
て分裂期のスピンドル形成を観察し、細胞分
裂が正常に行われているかどうかについて
確認する。 

② 4 倍体 ES 細胞における未分化状態の維持 
ⅰ.アルカリフォスファターゼ染色 
 マウス 4倍体 ES 細胞様細胞に対して、ア
ルカリフォスファターゼ染色を行い、未分化
状態を同定する。 
ⅱ.ES 細胞特定的マーカーの発現確認 

Oct4 (Pou5f1), Sox2, Nanog などの ES細
胞特定的マーカー遺伝子の発現をリアルタ
イム RT-PCR により確認する。 

４．研究成果 
 マウス４倍体胚は、ジーンターゲッティン
グにおけるテトラプロイドレスキュー法と
して一般的に用いられる。これは 4倍体胚が
胎子の発生へ寄与しないことを利用した、ES
細胞のみに由来する個体を得ることを目的
とした方法である。このようにマウス４倍体
胚を補助的に利用する報告は多くあるが、４
倍体細胞ならびに4倍体胎子自体の発生能力
に着目した研究はない。そこで、4 倍体細胞
の初期発生における挙動に注目するために、
次のような方法を用いてマウス 4 倍体 ES 細
胞の樹立を試みた。すなわち、マウス胚盤胞
期胚の透明帯を酸性タイロード液で融解除
去し、それらを ESGRO Complete PLUS Clonal 
Grade Medium+20% KSR 培地にて、ICRマウス
の 13.5 日胎子から樹立した線維芽細胞をマ
イトマイシン Cによって処理したフィーダー
細胞上に播種、5-6 日培養し、現れた細胞塊
をガラスピペットで回収し、Trypsin-EDTA 処
理によって細胞をばらばらにし、同条件下で
1 週間培養した。1 週間後、再び現れた細胞
塊をガラスピペットで回収し、0.25% Trypsin 



+ 1mM EDTA in PBS によって処理後に同条件
で培養を行ったところ、複数のマウス 4倍体 
ES 細胞様培養細胞ラインの作出に成功した
（下写真）。 

 次に、ES細胞の継代を経てその性質が維持
されるのかについて、フローサイトメトリー
によって核形観察を確認したところ、4 倍体
ES細胞様細胞は2倍体ES細胞の2倍量のDNA
を有することが明らかになった。 
 次に、抗α-tubulin 抗体による免疫染色に
よって分裂期のスピンドル形成を観察した
ところ、細胞分裂が正常に行われていること
が明らかになった。また、今回樹立したマウ
ス 4 倍体 ES 細胞様細胞はアルカリフォスフ
ァターゼ陽性を示した（下写真）。 

 以上の結果により、今回樹立したマウス 4
倍体 ES細胞様細胞は 2倍体 ES細胞とほぼ同
様の性質を持つことが予想された。 

 今後は、4倍体 ES 細胞が胚葉への分化能を
有するかどうかについて、胚様体形成や、
activin などの誘導因子を培地に添加し、そ
れぞれの胚葉特異的マーカーの発現の観察
や、4倍体 ES 細胞をヌードマウスへ注入移植
することによって分化誘導し、テラトーマ形
成後の組織切片作成ならびに詳細な観察に

よってその分化状態を確認し、4倍体 ES 細胞
の分化能を解析する予定である。 
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