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研究成果の概要（和文）：①心臓形成転写因子Nkx2.5+/-マウス同士を交配し、2.5dpcの受精卵を採取し、②DsRed標識
マウスES細胞を培養、③①の受精卵に、②のES細胞を注入し、仮親マウス子宮に移植。④得られた胎仔におけるDsRed
陽性細胞の分布を調べたところ、同種キメラの形成が観察された。⑤同種キメラ胎仔の全身臓器を固定し、DsRed標識E
S細胞の分布を調べた。その結果、一部マウスで比較的心臓に限局したDsRed蛍光が観察された。ただし、Nkx2.5-/-受
精卵は得られていなかった。⑥蛍光標識ラットiPS細胞由来心筋細胞の電気生理特性をライブセルイメージングシステ
ムを用いて観察評価した。

研究成果の概要（英文）：#1: Nkx2.5 hetero knockout(Nkx2.5+/-) mice were mated and fertilized eggs were 
harvested at 2.5 dpc. #2: DsRed expressing murine ES cells were prepared. #3: DsRed expressing murine ES 
cells were injected into the Blastocysts of mated Nkx2.5+/- mice. #4: In vivo and in situ analyses using 
fluorescent stereoscopic microscope showed that intra-specific chimeric mice were obtained. #5: After the 
fixation or organs including hearts, in vitro analyses showed that DeRed-positive cells existed 
relatively confined to the heart in several mice, which suggested the formation of intra-specific 
chimeric hearts was feasible. However, genotyping of DsRed negative cells (which were originated from 
fertilized eggs of mated Nkx2.5+/- mice) isolated from embryonic liver showed that Nkx2.5-/- mice was not 
obtained. #6: Electrophysiological analysis of rat iPS cell-derived cariomyocytes were conducted for the 
ongoing analysis of the inter-specific chimera between rats and mice.

研究分野： 再生医学、循環器内科学

キーワード： 胚盤胞補完　キメラ動物　発生工学　臓器創成　心臓
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（注）・印刷に当たっては、Ａ４判（縦長）

１．
東京大学医科学研究所中内教授らのグループは、
膵臓が形成されないマウス
受精卵（胚盤胞）にラット由来の
ラットの膵臓を有するマウスの作製を報告した
(Kobayashi et al. Cell 2010)
は、臓器形成転写因子欠損動物の受精卵に、正常
動物由来の未分化多能性幹細胞を注入することに
より生体内に臓器が形成される可能性、すなわち
「胚盤胞補完による異種キメラ臓器構築」の可能
性を世界に先駆けて示している。
 
2. 
本研究においては、心臓形成転写因子欠損マウス
(Nkx2.5
を移植し、異種動物由来の心臓再生の可能性を探
求することを目的とする。
 
3.研究の方法
(1)
異種キメラマウス作成上で必要となる技術を確
立するために、同種キメラマウス作成実験を以下
の方法で施行した。
①心臓形成転写因子欠損マウス：
アウトマウスの分与を受け、繁殖。ヘテロマウス
同士をメイティングし、
を採取。液体窒素（液相）で保存した。
②マウス蛍光標識
分化状態で維持培養。（
生の全段階で
③胚盤胞に
を胚盤胞まで培養し、②の
入する。その後、仮親マウスの子宮に移植（図１）。
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（
仮親マウス子宮内に移植した
全身臓器を固定、凍結切片を作成し蛍光免疫染色
画像
①
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キメラ形成率は、Nkx2.5(+/-)マウス心臓でDsRed 
陽性細胞の占める範囲がNkx2.5(+/+)マウス心よ
り多い傾向があった（図4－1～5）。ただしNkx2.5
(+/-)マウス心でもキメラを形成していない場合
もあり(図4-6)注入細胞の寄与率の違いが何によ
るのかは不明である。さらに検体数を増やしてホ
スト受精卵の遺伝子型によるキメラ形成率との相
関を解析する必要がある。 
 
図4 移植胎仔（17.5E）心臓におけるキメラ形成 
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さらにキメラ形成心臓全体で自己拍動が記録され、
機能的にも寄与している可能性が示唆された。 
 
(3）同種キメラマウス心の形態を詳細に調べるた
めに凍結切片の蛍光免疫染色標本を作製し、低倍
率画像を蛍光実態顕微鏡で（図5）、高倍率画像を
共焦点蛍光顕微鏡で（図6）観察した。 
 
図5 同種キメラマウス心臓のDsRed陽性細胞の分
布と心筋特異的アルファアクチニン蛋白の発現 

Nkx2.5 (+/-) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DsRed陽性細胞が心臓の組織の中にモザイク状に
組み込まれて、心筋の構造タンパクであるアルフ
ァアクチニンを発現しており、ホスト受精卵細胞
と一体化して臓器を形成していることが認められ
た（図5）。  
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さらにキメラ形成DsRed陽性細胞の形状と心筋特異的ト
ロポニンＩの発現を共焦点顕微鏡で撮影し観察をした
ところ、ホスト受精卵細胞と同様に発現していることが
認められた（図6）。 
 
図6 同種キメラマウス心臓のDsRed陽性細胞の分布と 
心筋特異的トロポニン蛋白の発現 
   Nkx2.5 (+/-)      Nkx2.5 (+/+)（キメラ非形成） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)以上の結果より、同種キメラマウス心の形態は、
ホスト受精卵細胞と注入されたDsRed陽性ドナー細胞が
形態的にモザイク状に分布し、機能を持つ心臓を正常に
形成する可能性が示唆された。 
心臓形成転写因子ヘテロ欠損マウス(Nkx2.5＋/-)
の受精卵に野生型マウス由来ES細胞を移植した場
合、ＷＴに注入した場合より寄与率が増加する傾
向がある。Nkx2.5-/-ホモ欠損ホストマウスでの寄
与率を確認する必要がある。 
さらに同種キメラマウスは、仮親の胎内で成長して出産
後2日まで生存することは確認しているが、長期に生育
させた場合の形態を解析する必要がある。 
 
(5) 胚盤胞補完法にょり異種キメラ動物が作成さ
れた場合の、異種動物由来の細胞がどのような機
能を示すかを調べるために、マウス胚盤胞にラッ
トiPS細胞を注入して得られる、異種動物キメラ細
胞の機能を解析することを目的として、ラットiPS
細胞の培養：ラット蛍光標識iPS細胞を未分化状態で維
持培養後、心筋細胞への分化・誘導を行い、ラットiPS

細胞由来心筋細胞の電気生理特性を、ライブセルイメー
ジングシステムを用いて観察し・評価を検討している。 
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