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研究成果の概要（和文）：ES/iPS細胞が始原生殖細胞から精子または卵子にどのような経過をたどって分化・発
生していくかの解析にPrdm14遺伝子欠損ラットを利用した。その胚盤胞を同種 (ラット) あるいは異種 (マウ
ス) のES/iPS細胞で補完したところ、産仔の精巣および卵巣にES/iPS細胞由来生殖細胞の存在が確認できた。同
種の場合は自然交配により、異種の場合は顕微授精によって生殖細胞の正常性を評価したところ、いずれの場合
でもES/iPS細胞に由来する正常産仔の作製に成功した。さらに、遺伝子改変を加えた同種ES/iPS細胞を用いて胚
盤胞補完することで、迅速かつ効率的な遺伝子改変ラットの作製システムを構築できた。

研究成果の概要（英文）：Prdm14 gene-deficient rats have been developed to analyze how ES/iPS cells 
differentiate and develop from primordial germ cells to gametes (sperm cells or oocytes). When 
blastocysts from these rats were complemented with allogeneic (rat) or xenogeneic (mouse) ES/iPS 
cells, the presence of ES/iPS cell-derived germ cells was confirmed in the testis or ovary of the 
resultant chimeric offspring rats. Functional normality of these germ cells was confirmed by the 
ES/iPS cell-derived offspring production through natural mating (rat-rat allogeneic experimental 
series) or round spermatid injection (rat-mouse xenogeneic experimental series). Furthermore, the 
blastocyst complementation was successfully applied with genetically modified allogeneic ES/iPS 
cells, which could contribute to establish a rapid and efficient system for gene-modified rat 
production. 

研究分野： 実験動物学、発生工学、生殖工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
蛍光遺伝子の発現を指標にして始原生殖細胞の動向を追跡できるPrdm14遺伝子欠損ラットを用い、生殖細胞の出
現時期とその後の発生過程を明らかにした。本ラットに胚盤胞補完法を適用することでES/iPS細胞由来の生殖細
胞を再生できるので、様々な動物種において効率的に遺伝子改変動物を作製できるようになる。効率的な家畜動
物の繁殖・生産、絶滅危惧種の保存などへの応用にも繋がりうる成果である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ヒト誘導性多能性幹細胞 (iPS 細胞) の作製成功以降、少し過熱気味の臓器再生医療分野にお
いて、我々は「胚盤胞補完法」という胚性幹細胞 (ES 細胞)/iPS 細胞由来の目的臓器を作る方法
に着目した。この方法では、特定臓器形成に不可欠な遺伝子をノックアウト (KO) することによ
り発生個体内に目的臓器の“空き”を作り出せるようにしておけば、胚盤胞の時点で ES 細胞/iPS
細胞を顕微注入して作ったキメラ胚盤胞から発生した個体の“空き”は注入細胞由来臓器で補完
されている、という原理である (図 1)。例えば、Pdx1 遺伝子を KO したラット胚盤胞 (ホスト) 
にラットあるいはマウスの ES 細胞/iPS 細胞 (ドナー) を注入してキメラ個体を作出すれば、ド
ナー由来の膵臓を再生できる。ヒトにも応用可能なこの技術の有効性は、げっ歯類における異種

モ デ ル に お い て 実 証 し た 
(Kobayashi ら 、 Cell 2010; 
Yamaguchi ら、Nature 2017)。さら
にCRISPR/Cas9 法を用いて Foxn1
遺伝子および Sall1 遺伝子を欠失
させ、胸腺・T 細胞欠損ラットや
腎臓欠損ラットを作製すること
に成功し、胚盤胞補完法の適用に
より胸腺や腎臓の再生できるこ
とも実証した (Hirabayashi ら、
Transgenic Res 2019; Goto ら、Nat 
Commun 2019)。このように、本研
究課題の遂行上必要となる胚盤
胞補完のげっ歯類モデル (同種・
異種) は正常に機能している。 
 

２．研究の目的 
ES 細胞から分化誘導したエピブラスト様細胞に Prdm1、Prdm14、Tfap2c といった遺伝子を

強制発現させると、高効率に機能的な始原生殖細胞 (PGC) へと誘導できる (Nakaki ら、Nature 
2013; Magnúsdóttir ら、Nat Cell Biol 2013)。これらの遺伝子のうち PGC の形成に深く関わる Prdm14 
遺伝子は胎児期の生殖細胞だけで発現し、マウスでは同遺伝子の欠損は精子・卵子がまったく形
成されない不妊個体の作出につながる (Saito ら、Development 2012) が、ラットにおける知見は
ない。そこで本研究課題では、Prdm14 遺伝子を欠失させた PGC 欠損 KO ラットならびに Prdm14
遺伝子を蛍光遺伝子と置換したノックイン (KI) ラットを作製し、生殖細胞の出現時期とその後
の発生過程を明らかにする。次に上記 KO ラットから回収した胚盤胞を同種 (ラット) あるいは
異種 (マウス) の ES/iPS 細胞で補完し、作製された ES/iPS 細胞由来の生殖細胞の機能的正常性 
(個体発生) を証明する。そして最後に、標的遺伝子にあらかじめ改変を加えておいた ES/iPS 細
胞を用いてキメラ個体を作製することにより、自然交配だけで効率よく遺伝子改変ラットが作
製可能な、時間・労力・費用の大幅削減につながるシステムを開発する。 
 
３．研究の方法 
① Prdm14/KO ラットの作製と解析 
 Prdm14 遺伝子の開始コドンから第 4 エクソンまでを CRISPR システムによって欠失させた
Prdm14/KO ラット、ならびに同領域をターゲティングベクターによって H2B Venus で置換した
ES 細胞を用い、胚盤胞注入によるキメラと G1 作製を経て作出した Prdm14-H2BVenus/KI ラット
を準備した。そして Prdm14 遺伝子ヘテロ KO (Prdm14mut/+) ラットのライン内交配によってホモ
KO (Prdm14mut/mut) 個体を作出し、それらの生殖隆起・性腺を目視あるいは免疫組織染色によっ
て観察した。また、Prdm14-H2BVenus ヘテロ (Prdm14HV/+) 雄ラットを WT 雌ラットと交配後に
様々なステージの胚を回収し、PGC 挙動を解析した。さらに H2BVenus 陽性細胞をセルソータ
ーにより分取し、RNA-seq によるトランスクリプトーム解析を行った。 
② Prdm14mut/mut胚盤胞の同種・異種 ES/iPS 細胞による補完 
 Prdm14mut/+ラットと Prdm14HV/+ラットの交配によって得られた 4.5 日目胚盤胞 (Prdm14mut/HV胚
盤胞を 1/4 の確率で含む) を回収し、RT2 ラット由来の XX 型 ES 細胞・XY 型 ES 細胞を顕微注
入した後に移植して同種キメララットを作製した (キメラの末梢血から遺伝子型を判定)。また、
GFP マウス由来の XY 型および XX 型 iPS 細胞、または Blimp1Tg(BAC-mEGFP)/+/CAG-nmScarlet 由来
の XX 型および XX 型 ES 細胞を Prdm14mut/mut ラット胚盤胞に注入することにより、異種キメラ
ラットを作製した。そして Prdm14mut/HVキメラ精巣・卵巣の組織切片を作製し、形態的正常性は



HE 染色で調べ、生殖細胞が ES/iPS 細胞由来であることの確認は蛍光観察により行った。キメラ
個体内で作出された配偶子の機能的正常性は、自然交配 (同種キメラの場合) あるいは BDF1 マ
ウス未受精卵子への円型精子細胞注入 (異種キメラの場合) による産仔獲得に基づいて評価し
た。 
③ Prdm14mut/mutラット胚盤胞の Pax2/8dKO ラット ES/iPS 細胞による補完 
 RT2 ラット XX 型 ES 細胞と XY 型 ES 細胞のそれぞれに、腎臓欠損となる Pax2 遺伝子および
Pax8 遺伝子を標的とした CRISPR/Cas9 発現プラスミドを導入し、Pax2/8 両遺伝子欠損 
(Pax2/8dKO) となった ES 細胞株を樹立した。これらを Prdm14mut/HV 胚盤胞に顕微注入すること
でキメララットを作製し、Prdm14mut/HV 雄キメラからは精巣上体尾部精子を、Prdm14mut/HV 雌キ
メラからは MII 期卵を回収し、遺伝子型解析を行った。また、Prdm14mut/HV 雌雄キメラの性成熟
を待って WT ラットと自然交配し、回収した胚盤胞ならびに分娩産仔についても遺伝子型解析
を行った。 

 
４．研究成果 
① Prdm14/KO ラットの作製と解析 
 Prdm14mut/mut ラットにおける胎
生 15.5 日齢の生殖隆起、出生 1 日
齢、4 週齢、8 週齢の性腺を観察
した (図 2)。生後 1 日齢では卵
巣・精巣ともに正常に見えたが、
4週齢以上では卵巣消失や精巣萎
縮、さらには生殖細胞の欠如が認
められた。免疫組織染色によると
胎生 15.5 日齢の生殖隆起には生
殖細胞を示す Vasa 陽性の細胞は
認められなかった。4 週齢以上の
萎縮精巣にもライディッヒ細胞・
セルトリ細胞といった体細胞は
観察されたが、Vasa 陽性細胞はま
ったく認められなかった。 

次に、Prdm14HV/+ラットの着床
前胚 (2 細胞期〜胚盤胞) ならび
に胎仔 (胎生 7.5〜15.5 日齢) に
おけるH2BVenusの蛍光に基づき
PGC の挙動を追跡した (図 3)。す
べての着床前胚で Venus シグナ
ルが認められ、胚盤胞では栄養膜
外胚葉よりも内部細胞塊で強い
シグナルが観察された。原腸陥入
前胚（胎生 7.5〜8.0 日齢）でシグ
ナルは検出されなかったが、原腸
陥入した胎生 8.5 日齢では胚体外
外胚葉に隣接する後部エピブラ
ストにおいて Venus 陽性クラス
ターがわずかに認められ、胎生
9.5 日齢では Venus 陽性細胞が増
加した。また、Venus 発現パター
ンは Tfap2c 発現パターンと密接
に相関していた。Tfap2c を発現す
る Venus 陽性 PGC は胎生 10.5〜
11.5 日齢で後腸に沿って移動し、
胎生 12.5 日齢付近で性腺領域に
到達した。胎生 15.5 日齢のラッ
ト性腺ではTfap2cとDdx4を発現
する PGC の割合が拡大し、雌雄
間で明らかな形態的差異を示す
ようになった。8,966 遺伝子に及
ぶ PGC のトランスクリプトーム
解析からは、発生ステージ (胎生
7.5〜15.5 日齢) に応じた遺伝子
発現の変化を明らかにすることができた。以上、Prdm14/KOmut/mut ラットは生殖細胞のみを欠損
するという表現型を示した。同遺伝子の蛍光マーカーKI は PGC の追跡を可能にし、ラットにお
ける生殖細胞の出現時期やその後の発生過程が明らかになった。 



② Prdm14mut/mut胚盤胞の同種・異種 ES/iPS 細胞による補完 
 同種胚盤胞補完実験では、 
Prdm14mut/+ラットと Prdm14HV/+

ラットの交配により得られた
Venus 陽性胚盤胞に RT2 ラット
由来の ES 細胞 (tdTomato 陽性) 
を顕微注入し、キメラを作製し
た (図 4)。作製したキメラの遺
伝子型が Prdm14HV/+だった場
合、精巣・卵巣の tdTomato 蛍光
はキメラ状で、WT ラットとの交
配により得られた G1 世代の約
10%が tdTomato 陽性だった。一
方、作製したキメラの遺伝子型
が Prdm14mut/HV だった場合の精
巣・卵巣は完全な tdTomato 陽性
を呈し、G1 世代は 100％、
tdTomato 陽性の産仔だった。 
 次に、異種胚盤胞補完実験で
は EGFP 陽性のマウス iPS 細胞
を用い、異種キメラ胎仔あるい
は異種キメラ産仔を作製した 
(図 5)。移植 6 日後のキメラエピ
ブラストおよび移植 12 日後の
キメラ生殖巣を回収して始原生
殖細胞形成予定領域を観察した
ところ、EGFP陽性シグナルを呈
する細胞が認められた。異種キ
メラ産仔の遺伝子型解析の結果
で Prdm14mut/HVだった場合、その
精巣には EGFP 陽性のマウス
iPS 細胞に由来する生殖細胞が
確認できた。さらに、そこから
調製した EGFP 陽性の円形精子
細胞をマウス未受精卵子に顕微
注入したところ、EGFP 陽性産仔
への正常発育が確認できた。以
上、Prdm14 欠損ラット精巣内
に同種のラットのみならず異種
のマウスの生殖細胞を作り出す
ことに成功し、それらが機能的に正常であることも実証した。 

③ Prdm14mut/mut ラット胚盤胞の
Pax2/8dKOラットES/iPS細胞によ
る補完 
 CRISPR/Cas9 によって導入した
Pax2/8 遺伝子のダブル欠損ホモ変
異 (Pax2/8-dKO) を持つラットES
細 胞  (tdTomato 陽 性 ) を 、
Prdm14mut/+ラットと Prdm14HV/+ラ
ットの交配により得られた Venus
陽性胚盤胞に顕微注入した (図 6)。
胚盤胞補完によって Pax2/8-dKO
由来の配偶子をもつようになった
キメラの生殖巣 (精巣・卵巣) お
よび腎臓には一様に tdTomato 陽
性の細胞が観察された。Pax2/8-
dKO 由来の配偶子をもつ雌雄キ
メラの交配によって作出した産仔
は、左右両側の腎臓のみならず尿
管まで完全に欠損していた。一方、
過去に人工染色体 MAC (EGFP 陽
性) 導入ラット ES 細胞を用いて
作製した雄キメララットから、G1



世代で 1 例の ES 細胞由来個体も作出できていなかった。この ES 細胞を Prdm14 欠損ラット精
巣内で生殖細胞に分化させる胚盤胞補完実験も機能することが確認され、キメラ精巣から調製
した EGFP 陽性円形精子細胞を顕微授精することで MAC 導入ラット産仔の獲得も可能になっ
た。以上、Prdm14mut/HV 胚盤胞を遺伝子改変 ES 細胞で補完するという、「迅速かつ効率的な遺伝
子改変ラット作製システム」を確立できた。 
 ①の研究成果は Development 誌 (2000) に、②・③の研究成果は Nat Commun 誌 (2021) に、
それぞれ掲載済みである。  
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