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１．研究計画の概要 

本研究は、ヒト再生医療の実用化を円滑に
進め得るトランスレーショナルリサーチの
１つとして、ヒトと同様な生活習慣病の自然
発症がみられるイヌに着目し、イヌ ES 細胞
の樹立を行い、本細胞を用いてイヌの再生医
療モデルを確立することを目的に、以下の項
目について検討する。 

(1)ES 細胞樹立に必要な胚盤胞期胚を、卵
巣内卵母細胞から定常的かつ安定に供給で
きる方法の検討 

(2) イヌ ES 細胞の培養法の検討 
(3) ES細胞から機能細胞への分化誘導と再

生医療への応用の検討 
 
２．研究の進捗状況 
(1)卵巣内の優良卵子の選別法の検討 
卵巣内の優良卵子の選別法について、材料

採取の容易なネコを用いて、卵子の周りにあ
る 卵 丘 細 胞 の 付 着 状 態 の 観 察 お よ び
brilliant cresyl blue(BCB)染色行った。そ
の結果、体外成熟に適した優良卵子は卵丘細
胞付着状態が良好で、BCB 染色でよく染まっ
た。本法で選別した優良卵子を体外成熟させ
た後、ネコ精巣上体精子と体外受精させるこ
とにより、前核形成受精卵の割合、卵割率、
桑実胚/胚盤胞期胚の形成率を有意に上昇で
きた。 

(2)卵巣内未成熟卵子の体外成熟法の検討 
卵子の立体構造を保つためのコラーゲ

ン・ゲルによる三次元培養、および培養液に
添加するホルモン等の影響を検討し、以下の
結果を得た。 

①コラーゲン・ゲルによる三次元培養で、
卵母細胞の発育が促進された。 

②培養液に卵胞刺激ホルモン(FSH)を添加

することで、卵丘細胞の増殖を促し、成熟卵
子の割合が有意に増加した。 

③体外成熟卵子を得る上で、ウシ血清アル
ブミン含有培地に FSHとヒト胎盤性性腺刺激
ホルモンの添加が有用であった。 
(3)ES 細胞の培養法の検討 
ES 細胞と同様の性質を有する人工多能性

幹細胞（iPS 細胞）を代用して細胞継代法に
ついて検討した。その結果、イヌ iPS 様細胞
は、マウス線維芽細胞由来細胞株の STO 細胞
を不死化してできた SNL細胞をフィーダー細
胞として 11 継代程度まで維持できた。 
(4)ES 細胞から神経系細胞への分化誘導と

細胞移植治療 
既に樹立したサル ES 細胞から神経細胞へ

の分化誘導方法およびイヌの脊髄損傷に対
する細胞移植治療について検討し、以下の結
果を得た。 
①ラット胎子由来初代培養アストロサイ

トの培養上清、あるいはサル ES 細胞由来ア
ストロサイトの培養上清を用いて、サル ES
細胞から神経細胞を簡便に分化誘導できた。 
②重度脊髄損傷を伴った椎間板ヘルニア

のイヌにおいて、手術に加えて自己の骨髄中
の幹細胞を含んだ骨髄間質細胞を投与する
ことによって、運動機能が改善されることが
示唆された。 
 
３．現在までの達成度 
 ②おおむね順調に進展している。 
（理由） 
 本研究課題で掲げている検討項目の 7割以
上は既に達成できているため。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 これまでの研究を継続して、以下の項目に



ついて検討する。 
(1)卵巣内未成熟卵子の体外成熟と体外受

精、および体外発育により、胚盤胞期胚の作
製を行い、ES 細胞樹立につなげる。 

(2) イヌ ES 細胞の培養法および凍結保存
法の検討を行う。 

(3) ES細胞から機能細胞への分化誘導と再
生医療への応用の検討を行う。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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