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研究成果の概要（和文）：我々は本プロジェクトにより異種マウスであるSPR2系統(M. Spretus)、ZBNおよびSPI
系統(M. spicilegus)、亜種のCASTおよびCASP系統(M. m. castaneus）、更に実験用マウスのC3H/He系統それぞ
れから高品質な受精卵の作出によりES細胞の樹立に成功した。また異種マウスで初めて凍結胚でのSPR2系統の保
存および異種間胚移植に成功した（2020年論文発表済み）。更に樹立したSPR2系統のES細胞にレンチウイルスを
介してNeon-GFP遺伝子を導入し、そのES細胞の90％を超える寄与率の異種間キメラマウス作出に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we have succeeded in establishing ES cells by producing 
high quality fertilized eggs from the interspecific SPR2 (M. spretus), ZBN and SPI (M. spicilegus) 
strains, the subspecies CAST and CASP (M. m. castaneus) strains, and the laboratory mouse C3H/He 
strain. Then, we succeeded in preserving frozen embryos of the SPR2 strain and in interspecies 
embryo transfer (published in 2020). In addition, we introduced the Neon-GFP gene into the ES cells 
of the SPR2 ES cell line via lentivirus, and succeeded in producing heterologous chimeric mice with 
a contribution rate of over 90% from the ES cells.

研究分野：生殖工学

キーワード： 異種マウス　ES細胞　4倍体補完法　凍結保存　キメラマウス　異種間胚移植

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高効率でのES細胞の樹立とES細胞由来の産子獲得は、異種間での細胞や臓器の作製や移植のための最も容易な動
物モデルとなる。学術的には異種の細胞の共存や拒絶、胎盤形成や交雑不妊など免疫機構の解明、野生由来マウ
ス系統の持つ遺伝子の多様性の利用等、種間差に基づく幅広い応用研究への発展が考えられる。社会的には異種
間での臓器作製や授受のための再生医療研究への利用、免疫寛容を利用した不妊治療、更に希少動物や絶滅危惧
種の保存や復元等への貢献が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、多能性幹細胞の移植によりマウス生体内にラット組織を作製させる研究、更にそれら臓

器による移植治療の成功例が報告されている。このような異種間での臓器の作製や授受は再生

医療研究での究極的な目標の一つと言える。そこでもっとも利用しやすい実験系として、実験用

マウスとその近縁の異種マウスを用いた基礎研究が重要となる。しかし齧歯動物における異種

間胚移植の成功例は報告されていないことから、本研究における ES細胞株の樹立による新しい

系統保存および異種産子獲得のための技術開発が必要である。 

 
２．研究の目的 
本研究において異種マウスの希少な受精卵もしくは白血球細胞から増殖可能な ES 細胞を作

製して凍結保存を行うと共に、胎盤組織にのみ発生する実験用マウス由来の 4 倍体胚盤胞等へ

ES細胞を注入することで個体復元を行う新しい保存方法の確立を目的とする。 

異種マウス系統の ES細胞株が初めて樹立できれば、半永久的な種の保存が可能となるだけで

なく、様々な応用利用が考えられる。本研究では ES細胞へ遺伝子導入することで、初めての遺

伝子改変異種マウスの作出を最終的な到達目標と設定する。 

 
３．研究の方法 
(1) 高品質な胚盤胞の作出：実験用マウスである C3H/He系統、亜種マウスである Mus musculus 

castaneusに属する 2系統（CASP,CAST）、異種マウスである Mus spretus に属する SPR2系統、

Mus spicilegus に属する 2系統（ZBN, SPI）、Mus caroli に属する 1系統（Car）を用いて、体外受

精もしくは自然交配により受精卵を獲得し、体外受精後の胚移植による体内発育もしくは体外

培養等により良質な胚盤胞期胚の作出を進める。 

(2) ES細胞株の樹立・培養・保存：得られた胚盤胞をフィーダー細胞（マウス胎仔線維芽細胞）

上に播種し、15%KSR、LIF、2 inhibitor (CHIR99021と PD0325901)の培地で培養を続ける。増殖し

た内部細胞塊をガラスキャピラリーでピックアップして継代し、トリプシン(またはトリプルセ

レクト)で well ごと継代していき、ES 細胞を樹立する。ES 細胞の品質確認には染色体数のカウ

ント、Sry遺伝子による雌雄確認およびテラトーマ形成による三胚葉への発生確認を行う。また、

凍結保存には一般的な細胞の保存にも利用されているセルバンカーの使用を試みる。 

(3) 様々な系統のホスト胚の作出：ICR系統の 2倍体および電気刺激で細胞融合させた 4倍体胚、

白い毛色の C57BL/6および B6C3F1系統の胚、生殖系列に寄与しない Nanos胚をそれぞれ準備

して、ES 細胞の注入や凝集を行うホスト胚として利用する。 これらの胚を当室で開発した高

浸透圧ガラス化法を用いて凍結保存し、いつでも利用できるように準備しておく。 

(4) ES細胞の注入等によるキメラ胚の作出：樹立した ES細胞株はホスト胚の 8細胞期もしくは

胚盤胞期に注入もしくは凝集法により融合させる。注入法はマイクロマニピュレーターを用い

た顕微操作により、ES 細胞を微小ガラスキャピラリーを用いて胚盤胞の腔内部もしくは 8 細胞

期胚の細胞の隙間へ注入する。凝集法は培養用ディッシュに微小な窪みを作成し、透明帯を除去

した 8細胞期胚と ES細胞を一日共培養して行う。 

(5) 胚移植による個体復元および異種系統の確認：ES 細胞を注入した胚盤胞を偽妊娠 2.5 日目、

8細胞期胚は 0.5日目のレシピエント（ICR系統）の子宮もしくは卵管内へそれぞれ移植する。

19.5 日目に帝王切開もしくは自然分娩により産子を獲得し、必要に応じて準備した里親に保育

させる。毛色の確認によりキメラ個体を交配させて生殖系列への寄与を確認する。 



応用研究として、 

(6) ES細胞への遺伝子導入による遺伝子改変異種マウスの作出：樹立した ES細胞へレンチウイ

ルスを介したトランスフェクションにより neon-GFP遺伝子を導入する。ホスト胚へ蛍光発色を

確認した ES細胞を注入し、キメラマウスを作製する。 

(7) 核移植による ES 細胞株の樹立と産子作出：受精卵を用いず、血液中の白血球を用いた核移

植技術を介した ES細胞の樹立を試みる。亜種系統である CASPおよび CAST系統について、ES

細胞を樹立し、ICRおよび B6D2F1系統の 8細胞期胚もしくは胚盤胞へ ES細胞を注入して産子

作出を行う。 

(8) ガラス化保存‐回収した胚を異種間胚移植して系統保存を行う：Mus spretusの SPR2系統を

ガラス化保存後に回収し、ICRもしくは B6C3F1系統の偽妊娠マウスへ胚移植し、保存胚からの

個体作製を試みる。 

 

４．研究成果 

(1) ES 細胞株の樹立：C3H/Heおよび CASP系統では体外受精により受精卵を作出後、胚培養

で発生した胚盤胞を用いて、それぞれ 4 および 3 ラインの ES 細胞株を樹立することに成功し

た。異種マウスである ZBN、SPI、系統では体外受精後に前核期で胚移植を行うことで、in vivo

で発生した胚盤胞からそれぞれ 6および 4ラインの ES 細胞株を樹立できた。SPR2 系統は交配に

よって得られた胚から 7 ライン樹立できた。更に樹立した SPR2 の D1 株には、レンチウイルス

を介したトランスフェクション法により neon-GFP 遺伝子の導入に成功した。白血球による核移

植でも CASP（雌 8，雄 5株）および CAST（雌 6、雄 8株）系統について ES細胞株の樹立に成功

した。 

(2) ES 細胞株の品質評価：樹立した ES株について、染色体のカウント、Sry遺伝子による雌雄

確認およびテラトーマ形成による三胚葉への発生確認を行った。染色体数の正常性について、

2n=40の確率は CASP系統で 20，44％、ZBN系統で 0, 38, 62, 78%、SPI系統で 68, 74, 76%、SPR2

系統で 0, 14, 18, 25, 43, 80%であった。テラトーマの形成は SPIおよび SPR2(neon GFP+)系統でそ

れぞれ確認できた。核移植由来 CASPおよび CAST系統の ES株で三胚葉への発生まで確認でき

た。 

(3) キメラ個体の作出と生殖系列への寄与：①ZBN系統について、ICRの 6-8細胞期胚へ凝集法

により ES細胞を導入したところ、76個の移植胚に対して 8％の着床率で死亡胎仔が 1匹のみだ

った。4 倍体胚では 53 個移植してもまったく着床しなかった。2 倍体胚を用いた注入法では、

62％が着床し、18匹（34％）が出生、うち 1匹がキメラ個体（キメラ毛色率 25％）であった。

一方で胚盤胞への注入では 2倍体では 78個移植して 68％が着床し、18匹（23％）が出生、うち

3匹がキメラ個体であった。なお、注入する ES細胞数が 10個の場合にキメラ 3個体（キメラ率

5-15％）が得られ、15-20個を注入した群ではキメラ個体は得られなかった。4倍体の胚盤胞へ

注入した場合、着床率は 19％（10/52）であり、産子へは発生しなかった。得られたキメラ個体

は繁殖により生殖系列に異種系統の遺伝子が挿入されていないことを確認した。 

②SPI 系統について、同様に ICR 系統の 2 倍体および 4 倍体胚の 6-8 細胞期胚および胚盤胞へ

ES細胞を注入したところ、2倍体の胚盤胞のみから 13匹の産子（出生率 13％）が得られ、その



うちの 6 匹がキメラ個体であった。しかしキメラ率は 5-15％程度であり、繁殖により生殖系列

に挿入されていないことを確認した。 

③ SPR2(neon GFP+)系統について、ICRの 6-8細胞期胚に ES細胞を注入した場合、24個の注入

胚を移植して 13匹出生、うち 2匹がキメラ個体（キメラ率 5, 15%）であった。B6アルビノ系統

の胚に注入したところ、産まれた 5 匹のうち 1匹が 90％以上のキメラ率で強い蛍光発色を確認

できたが、出生後約 7日で死亡し、次世代を獲得できなかった。ICR系統の胚盤胞への注入では

産まれた 14匹中 2匹がキメラ個体であり、キメラ率は 60%と 25％であったが、交配によって生

殖系列に挿入されていないことを確認した。また、B6C3F1 アルビノの 8細胞期胚へ ES 細胞を

注入したところ、18匹の子供が得られたが、毛色キメラの個体は得られなかった。 

④ゲノム編集胚の利用について、ICR系統の受精卵に sgNanos3および Cas9 mRNAを注入して、

生殖細胞を作れない胚を作製した(Miura, 2021)。この胚盤胞へ SPR2(neon GFP+)の ES細胞を注入

したところ、8匹（雌 4雄 4）の子供が得られ、現在も繁殖実験を進めている。 

⑤核移植由来 ES 細胞について、CAST 系統の ES 細胞を ICR マウスの胚盤胞へ注入することで

11 匹の仔が得られ、そのうちの 5 匹は黒目を有するキメラ個体であった。更に交配によって野

生色の個体が生まれたことから、ES細胞を用いた亜種野生由来マウスの系統保存に成功した。 

⑥異種間胚移植について、Mus spretus の SPR2 系統から自然交配により受精卵を獲得しガラス

化保存を行った。加温回収した胚を ICR もしくは B6C3F1 系統の偽妊娠マウスへ移植したとこ

ろ、それぞれ 27％および 63％で産子を獲得し、齧歯動物で初めての異種間胚移植に成功した。 
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長谷川歩未、持田慶司、冨島俊子、廣瀬美智子、越後貫成美、井上貴美子、小倉淳郎

持田慶司

持田慶司，廣瀬美智子,長谷川歩未，三浦健人，井上貴美子，水野沙織，吉木淳，小倉淳郎

持田慶司，廣瀬美智子，長谷川歩未，三浦健人，渡邉奈穂美，井上貴美子，水野沙織，吉木淳，小倉淳郎
 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

野生由来マウスからのES細胞の樹立と異種間キメラマウスの作出

マウスの性周期同期化による様々な系統の偽妊娠雌の作出

生殖工学技術を駆使した実験用小動物の保存と生体の復元

野生由来亜種および異種マウスからのES細胞株樹立の取り組み

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名



2018年

2018年

2018年

2018年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第65回日本実験動物学会総会

第65回日本実験動物学会総会

第36回日本受精着床学会総会・学術講演会、Ａｒｔ　Ｆｏｒｕｍ　2018（招待講演）

 ３．学会等名

劉金莎、持田慶司、長谷川歩未、井上貴美子、小倉淳郎

長谷川歩未、持田慶司、冨島俊子、廣瀬美智子、越後貫成美、井上貴美子、小倉淳郎

持田慶司

持田慶司、劉金莎、長谷川歩未、井上貴美子、小倉淳郎

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名
第111回日本繁殖生物学会大会

マウス精子の凍結保存感受性に関する責任遺伝子検出の試み

プロゲステロン投与によるマウスの性周期同期化の応用

抗インヒビン血清を用いたマウスの過剰排卵と性周期同期処理による効率化

マウス精子の凍結感受性に関わる表現型と遺伝子座の解析

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年



2018年

2018年

2019年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第111回日本繁殖生物学会大会

第66回日本実験動物学会総会

第66回日本実験動物学会総会

第66回日本実験動物学会総会

 ２．発表標題

長谷川歩未、持田慶司、冨島俊子、廣瀬美智子、越後貫成美、井上貴美子、小倉淳郎

越後貫成美、長谷川歩未、廣瀬美智子、本多新、寛山隆、持田慶司、中村幸夫、小倉淳郎

持田慶司、廣瀬美智子、長谷川歩未、三浦健人、井上貴美子、小倉淳郎

長谷川歩未、持田慶司、冨島俊子、廣瀬美智子、越後貫成美、井上貴美子、小倉淳郎

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

NOD/SCIDマウスへの発生工学的手法の応用

野生由来亜種および異種マウスの系統保存のためのES細胞の樹立

マウスの性周期同期化による様々な系統の偽妊娠雌の作出

プロゲステロン投与による計画的な偽妊娠雌マウスの作出



2019年

2020年

〔図書〕　計0件

〔産業財産権〕

〔その他〕

６．研究組織

７．科研費を使用して開催した国際研究集会

〔国際研究集会〕　計0件

遺伝工学基盤技術室 
http://ja.brc.riken.jp/lab/kougaku/ 
遺伝工学基盤技術室 
https://ja.brc.riken.jp/lab/kougaku/

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考

第66回日本実験動物学会総会

第113回日本繁殖生物学会大会

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

井上貴美子、越後貫成美、上村悟氏、井上弘貴、的場章悟、廣瀬美智子、三浦健人、羽田政司、長谷川歩未、持田慶司、小倉淳郎

持田慶司、廣瀬美智子、長谷川歩未、三浦健人、渡邉奈穂美、井上貴美子、水野沙織、吉木淳、小倉淳郎
 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

クローンマウスの胎盤過形成はSfmbt2 miRNAクラスターのインプリント消失により引き起こされる

野生由来異種マウスを用いたES細胞の樹立とキメラマウスの作出



８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

共同研究相手国 相手方研究機関


