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研究成果の概要（和文）：　本研究は難病で、若年発症成人型糖尿病Maturity-onset diabetes mellitus of 
the young type5; MODY5)モデルマウスを胚盤胞補完法の利用により作製することを目的とした。そこで、今回
はHNF-1β遺伝子に対するshRNAを発現するES細胞(shRNA-ES細胞)を、膵臓および腎臓欠損マウスの胚盤胞期卵へ
注入しキメラを作製した。その結果。作製されたキメラマウスは糖尿病を示した。
　これらの結果から、疾患ES/iPS細胞(ドナー細胞)を用いた胚盤胞補完法は、膵臓ではドナー細胞の特性を反映
することが示された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to generate a model mouse of Maturity-onset 
diabetes mellitus of the young type5; MODY5), which is an intractable disease, by using the 
blastocyst complementation method.Therefore, this time, ES cells (shRNA-ES cells) expressing shRNA 
for the HNF-1β gene were injected into blastocyst stage eggs of pancreatic and kidney-deficient 
mice to prepare a chimera.
Asthe results, the chimeric mice produced showed diabetes. From these results, it was shown that the
 blastocyst complementation method using diseased ES / iPS cells (donor cells) reflects the 
characteristics of donor cells in the pancreas.

研究分野：実験動物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　疾患ES/iPS細胞(ドナー細胞)を用いた胚盤胞補完法は、膵臓ではドナー細胞の特性を反映することが示され
た。この結果は、ヒトの疾患iPS細胞を用いた場合でも、マウスで個人の膵臓疾患の特性を再現できるものと期
待される。
　今回、腎臓ではキメラが作製できなかったが、キメラ作製効率の向上により様々な臓器でのヒト化マウスを可
能にすると思われる。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

マウスでヒトの臓器特異的疾患モデルを再現すると胎生致死になることが多い。例えば、

MODY5は膵臓および腎臓でのHNF-1β遺伝子の発現不全により糖尿病と腎不全を併発す

る。しかし、本疾患を含め MODY のほとんどは原因遺伝子のヘテロ欠損により発症する

ドミナントネガティブ型疾患である。そのため、通常の遺伝子ノックアウト法(ジーンター

ゲッティング)で作製される HNF-1β 遺伝子ヘテロ欠損マウスは胎生致死となり、変異マ

ウス胎仔を得ることができない。この問題を克服する方法として、Coffinier らは特定の時

期に臓器特異的に遺伝子を破壊するコンディショナルノックアウト(Cre/loxP システム)を

用いた(Development, 2002)。しかし、この方法では loxP で挟まれた HNF-1β 遺伝子のヘ

テロノックアウトマウスの作製に加え、肝臓で Cre リコンビナーゼ遺伝子を発現する 2 系

統のマウスを作製しなければならず、モデルの完成に最短でも 1 年半を要する。また、腎

不全を併発させるためには腎臓でCreリコンビナーゼ遺伝子を発現するマウスの作製も必

要となり、これらの変異マウスを交配でモデルを完成させるためには、さらに 2 年以上の

時間を要する。さらに Cre/loxP システムでは、loxP の不完全消化や標的部位以外の切断

も懸念される。このような点を考慮し、本研究では HNF-1β 遺伝子を片側欠損させた ES

細胞を、膵臓および腎臓欠損マウスの胚盤胞期卵へ注入することにより短期間で膵臓およ

び腎臓特異的に HNF-1β遺伝子の発現が欠落する MODY5 モデルの作製を試みた。 

 
 
 
２．研究の目的 

申請者は、上記のように MODY5 モデルのような胎生致死となる臓器特異的疾患モデル

を短期間で開発するため胚盤胞補完法に着目した。胚盤胞補完法は、遺伝子操作で欠損さ

せた臓器・組織を、胚盤胞期胚の卵割腔へ外来幹細胞を注入することにより再構築させる

技術である。申請者は MODY5 モデルマウスを簡便、かつ短期間で確実に作製するために

胚盤胞補完法と疾患発症型 ES 細胞を組み合わせた新たな疾患モデル作製技術を考案した。

この技術を用いて、レシピエントとなる膵臓および腎臓欠損マウスの胚盤胞期卵へ、

HNF-1β 遺伝子をドミナントネガティブ型に遺伝子改変した ES 細胞を注入することによ

り 3 週間で糖尿病および腎不全となる MODY5 モデルマウスを作製することを試みた。 

 
 
 
３．研究の方法 

HNF-1β 遺伝子に対する shRNA 配列を導入した ES 細胞の樹立後、当研究所で樹立され

た PDX-1 ノックアウトマウスでの胚盤胞補完法を実施し、膵臓特異的疾患モデルマウス

作製を試みた。対照は、遺伝子改変していない EGR-G101 で作製したキメラマウスとした。

胚盤胞補完法によって得られた膵臓特異的疾患モデルマウスは、生後 6 週齢で糖負荷試験

によるインスリン分泌不全の検証に使用した。糖負荷試験後、採血および各臓器のサンプ

リングを行い緑色蛍光蛋白の発現を指標に、HNF-1β 遺伝子を片側欠損させた ES 細胞に

よる膵臓の再構築を確認する。糖負荷試験により耐糖能障害と判定した場合、インスリン

分泌能について血漿を用いた ELISA で測定し、HNF-1β 遺伝子の発現不全によるインス

リン分泌不全を検証した。また、各種アディポカインの測定も行う。膵臓からは RNA を

抽出し、HNF-1β 遺伝子の発現低下を確認する。さらに他の主要臓器でも HNF-1β 遺伝子

の発現解析を行うとともに、肝臓、骨格筋、白色脂肪でのインスリンシグナルに関わる分

子の検索によって糖尿病の発症を確認した。 



HNF-1β 遺伝子を片側欠損させた ES 細胞の樹立後、当研究所で樹立された SallI ノッ

クアウトマウスでの胚盤胞補完法を実施し、腎臓特異的疾患モデルマウス作製を試みた。

胚盤胞補完法によって得られた腎臓特異的疾患モデルマウスは、生後 3～4 週齢以降で採

血・採尿し、尿酸、クレアチニン、尿素窒素の測定および腎臓の病理学的検索により腎嚢

胞およびネフロン形成不全の有無を確認した。また、PDX-1 と SallI のダブルノックアウ

トマウスを作製し、胚盤胞補完法の実施により腎不全を併発する糖尿病モデル、MODY5

を樹立した。 

 
 
 
 

４．研究成果 

1) MODY5 および MODY2 の特性を模倣した ES 細胞の樹立 

MODY5 および MODY2 の特性を模倣した ES 細胞を樹立した。MODY5 は HNF-1βに

対する shRNA および導入マーカとして CAG-GFP の遺伝子ユニットを導入し、樹立した

(shRNA-GFP_ES 細胞 ; Fig.1A) 。対照は CAG-GFP のみの ES 細胞とした。

shRNA-GFP_ES 細胞からの HNF HNF-1βの発現量は 70%であった。一方、MODY2 は、

先ず公益財団法人実験動物中央研究所で開発したグリコキナーゼ欠損マウスと GFP 発現

マウスを掛け合わせグルコキナーゼ欠損-GFP 発現(Gck KO-GFP)マウスを樹立した。その

マウスの胚盤胞期卵の内部細胞塊からES細胞を樹立した(Gck KO-GFP_ES細胞; Fig.1B)。

これらの遺伝子改変 ES 細胞を IQI/Jic をバックグラウンドとし、膵臓を欠損する PDX-1

ノックアウト(KO)および腎臓欠損である Sall1KO マウス、それぞれの胚盤胞期卵へブラ

ストシストインジェクションした。PDX-1KO マウスではキメラを得ることができたが、

Sall1KO マウスではキメラを得ることができなかった。従って、PDX-1KO キメラマウス

のみの解析を行った。 
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Fig. 1   Establishment of ES cells characteristic of M ODY5 and M ODY2 



 

2) 膵臓特異的 MODY5 および MODY2 キメラマウスのインスリン分泌能の解析 

 先ず、shRNA-GFP_ES 細胞由来(MODY5)および Gck KO-GFP_ES 細胞由来(MODY2)

キメラマウスのインスリン分泌能(耐糖能障害)について、グルコース負荷試験(Glucose 

Tolerance Test, GTT)を行って調べた。Fig. 2 に MODY5 キメラマウスおよび MODY2 キ

メラマウスの GTT を示した。 

 

その結果、MODY5 キメラマウスは雌雄ともにグルコースの経口投与直後に 500mg/dl

以上のグルコース濃度を示し、90 分間の試験の間に低下することはなかった。 

 MODY2 キメラマウスは MODY5 よりもマイルドであったが、グルコースの経口投与直

後に 300-400mg/dl の血中グルコース濃度を示し、90 分間の試験の間に低下することはな

かった。両キメラマウスとも対照マウスと比べ、インスリンの分泌低下が見られた。 

 

 

3) 膵臓特異的 MODY5 および MODY2 キメラマウスの ES 細胞由来膵臓の確認 

 MODY5 および MODY2 キメラマウスの腹腔内を蛍光顕微鏡で観察した結果、いずれも

キメラマウスも膵臓は緑色蛍光を示した (Fig. 3)。さらに、その膵臓の GFP 免疫染色を行

ったところ、GFP に置き換わっていた(Fig. 4)。 
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Fig. 2  GTT in M ODY5 and M ODY2 chimeric m ice

 

Phase GFP Overlay

Fig. 3   Detection of GFP in pancreas reconstituted by blastocyst complementation



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4) 膵臓特異的 MODY5 および MODY2 キメラマウスのランゲルハンス島の観察 

 MODY5 および MODY2 キメラマウスのランゲルハンス等を観察した結果、両キメラと

もランゲルハンス島の委縮とβ細胞の減少を示した (Fig. 5)。 

 

 これらの結果から、膵臓欠損マウスの胚盤補完法は糖尿病のキメラマウスを作製するこ

とが可能であり、改変した遺伝子により糖尿病のインスリン分泌能を変化させることが可

能であった。従って、胚盤胞補完法は疾患ヒト iPS 細胞の使用によりその人に応じた疾患

モデルマウスの再現とオーダーメード医療研究への可能性を有する。 

 

 

 

[A] M ODY5 [B] M ODY2 [C] Control

Fig. 5  Detections of insulin by immunostaining in M ODY5 and M ODY2 chimeric m ice 
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