
東京大学・医科学研究所・特任准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

多能性幹細胞の異種環境への寄与の限界

An interspecies barrier to tetraploid complementation and chimera formation

８０３９２１５８研究者番号：

山口　智之（Yamaguchi, Tomoyuki）

研究期間：

１７Ｋ０８６２３

年 月 日現在  ２   ６   ２

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：異種環境において胎仔が正常に発生できるかどうかを研究するために、異種間キメラ
形成ならびにマウスとラットの間の四倍体補完を評価した。 ドナーPSC由来細胞の全身への寄与は異種間キメラ
の方が同種間キメラよりも低く、ドナー細胞の寄与率が奇形または胎生死と関連していた。 ドナー細胞の組織
ごとの寄与率の違いは、同種間キメラよりも異種間キメラの方が大きく、器官形成に必要な相互作用分子の種特
異的な親和性の違いがあることが示唆された。。
異種間四倍体の補完では、胎盤形成の段階まで胚発生はほぼ正常であり、その後胚は生存しなかった。

研究成果の概要（英文）：To study development of the conceptus in xenogeneic environments, we 
assessed interspecies chimera formation as well as tetraploid complementation between mouse and rat.
  Overall contribution of donor PSC-derived cells was lower in interspecies chimeras than in 
intraspecies chimeras, and high donor chimerism was associated with anomalies or embryonic death.  
Organ to organ variation in donor chimerism was greater in interspecies chimeras than in 
intraspecies chimeras, suggesting species-specific affinity differences among interacting molecules 
necessary for organogenesis. 
In interspecies tetraploid complementation, embryo development was near normal until the stage of 
placental formation, after which no embryos survived. 

研究分野：再生医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
異種間キメラの作製は動物体内での臓器作製法である胚盤胞補完法の基礎となる技術であり、多能性幹細胞が動
物の発生過程に協調できるかどうかは臓器作製の可否に非常に重要な情報である。本研究で、多能性幹細胞は異
種の発生環境に完全に協調できる訳ではなく、組織によって器官形成に重要な細胞間相互作用ができないという
結果が得られた。多能性幹細胞が寄与できない異種組織では、細胞間相互作用に必要な分子の種を合わせるとい
った遺伝子改変が動物体内に多能性幹細胞由来の臓器を作製する上で必要となると考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
幹細胞は、様々な組織、細胞に分化しうる細胞であり、造血幹細胞、間葉系幹細胞、神経幹細胞

などの体性幹細胞を利用した再生医療の研究は近年盛んに行われている。 

多能性幹細胞も体のすべての組織に分化しうる幹細胞の一つであり、その性質によってナイー

ブ型とプライム型の 2種類に大別される。 げっ歯類の多能性幹細胞は「キメラ形成能」という

ユニークな性質を持つナイーブ型多能性幹細胞に属し、他の動物種の多能性幹細胞とは性質が

異なる。我々は、このキメラ形成能によってマウスーラット間の異種キメラも作製できることを

報告したが（Kobayashi et al. 2010）、多能性幹細胞が異種の発生環境内でどのような挙動を示

すか（どこまで発生できるか）は全く明らかになっていない。 

 
２．研究の目的 
我々はこれまでに、この多能性幹細胞のキメラ形成能を利用した胚盤胞補完法による臓器再生

法を報告した。 この方法は臓器欠損動物の胚盤胞に多能性幹細胞を注入し、欠損した臓器が、

完全に多能性幹細胞由来の臓器に置き換わったキメラ動物を作製する方法である。 

この報告の中で我々は初めてラットーマウス異種キメラを作製することに成功し、マウス体内

に完全にラット多能性幹細胞由来の膵臓を作製することに成功した。このようにキメラ技術は

生命科学のみならず、再生医学の分野でも欠くことのできない技術になるこることが予想され

る。 

しかし一方で、ラットーマウス異種キメラのキメリズム（多能性幹細胞の異種組織への寄与率）

は同種キメラと比較して胎生期においても成体においても低く、キメリズムのきわめて高いも

のは奇形があり胎生致死していた。これは異種環境内での多能性幹細胞の発生には限界がある

ことを強く示唆している（Kobayashi et al. 2010）（図１）。 

また、毛色と血液でのキメリズムが必ずしも相関しないという結果も得られており、組織ごとに

多能性幹細胞の寄与（挙動）が異なる可能性もある。 

以上の現象から、本研究では、異種環境における多能性幹細胞の寄与の限界（異種の壁）がどこ

にあり、どのような原因で限界に至るのかを明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
１：異種母体とのコミュニケーションの解析（異種間テトラプロイドコンプリメンテーション） 

多能性幹細胞が異種の発生環境内で正常に発生分化するための必要条件の一つは、異種胎盤を

介した異種母体とのコミュニケーションが正常に行われることである。 

これが正常であるかどうかを検証するために、完全に多能性幹細胞から発生した胎児が異種環

境内でどこまで発生できるかを異種間テトラプロイドコンプリメンテーションによって解析し

た。 

具体的には、胚体外のみに寄与するテトラプロイド胚に異種の多能性幹細胞を注入し（マウステ

トラプロイド胚にラット多能性幹細胞、ラットテトラプロイド胚にマウス多能性幹細胞）、完全

に多能性幹細胞からなる胎児を異種動物体内で発生させる。（マウスがラットをまたは、ラット

がマウスを産めるか？）発生途中で停止した場合はどの時期まで胎児の発生が進むかを確認し

た。 

 

２：様々な異種組織における多能性幹細胞の寄与の解析（異種間キメラの解析） 

多能性幹細胞が異種の組織内で正常に発生分化するためには、異種組織との複雑な細胞間相互

作用や異種由来ファクターに対する反応が正常に行われる必要がある。 



これらが正常に行われているかどうかを検証するために、多能性幹細胞が異種動物体内の様々

な組織で、その発生にどこまで寄与できるかを解析する。 

具体的には、マウス胚盤胞にラット多能性幹細胞（ES、iPS 細胞）を、ラット胚盤胞にマウス

多能性幹細胞（ES、iPS 細胞）をそれぞれ注入して異種キメラを作製し、様々な発生段階で、

脳、血液細胞、心臓、肺、腸、繊維芽細胞、肝細胞、腎臓および生殖細胞を単離し、酵素処理

で単一細胞にしたのち、フローサイトメーターでそれぞれキメリズムを解析する。 

臓器ごとのキメリズムを統計学的に処理し、寄与の傾向をしらべた。また、同時に胚盤胞に ICM

を注入した異種キメラにおいても同様の解析を行い、この傾向が多能性幹細胞特有のものであ

るかどうかを検証する。 

 

４．研究成果 

１：異種母体とのコミュニケーションの解析（異種間テトラプロイドコンプリメンテーション） 

異種間テトラプロイドコンプリメンテーション法により、完全に多能性幹細胞由来の胎児がど

のステージまで発生できるかを解析した。その結果、マウス多能性幹細胞をラットテトラプロ

イドに注入した場合、またその逆のラット多能性幹細胞をマウステトラプロイドに注入した場

合、どちらも発生初期（E9.5~10.5)で発生停止または死亡していた。このことから、完全に異

種環境内ではマウスもラットも発生の限界は胎盤形成期の直前であり、Full termまで発生でき

ないということが明らかとなった（図1）。発生停止の時期から、胎盤と胎児または胎盤を介し

た母体と胎児の相互関係が不十分であった可能性も考えられる。

 



 
２：様々な異種組織における多能性幹細胞の寄与の解析（異種間キメラの解析） 

次に、ラット→マウス、およびマウス→ラット異種キメラの様々な臓器におけるキメリズムを

解析したところ、臓器ごとに寄与率が異なることが分かった。 

さらに、このパターンは異種キメラの種類によって異なっていた。同種キメラでは臓器ごとの

キメリズムは有意な差は無いことから、異種環境における多能性幹細胞の寄与は臓器別に異な

ることが分かった。この結果は、組織ごとに器官発生に重要な細胞間相互作用に種特異性があ

ることを示している。

 
 

以上の結果から、多能性幹細胞は異種の発生環境に完全には協調できず、異種の多能性幹細胞の

寄与が高い場合、奇形になったり死亡してしまったりすることが明らかとなった。これらの現象

は母体や胎盤とのコミュニケーションの種差または、器官発生に必須な細胞間相互作用に種差

があることに起因すると考えられる。 
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