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研究成果の概要（和文）：　サルiPS細胞は、線維芽細胞に初期化因子を遺伝子導入することにより樹立した。樹立し
た細胞は、三胚葉への分化能有していた。異種動物キメラの作出は、マウスの胚盤胞にラット由来のiPS細胞を注入し
、これを偽妊娠マウスへ移植することにより行った。作出されたマウスの中にラットiPS細胞由来の細胞を持つことが
確認されたことから、作出したマウスはラットiPS細胞由来細胞を持つキメラマウスであることが明らかとなった。キ
メラマウスは、臓器によりラットiPS細胞の寄与率が異なっており、心臓や膵臓への寄与は高いが、肝臓への寄与は低
かった。

研究成果の概要（英文）：Monkey iPS cell lines were established from dermal fibroblasts by transforming of 
reprogramming factors. The differentiation ability into triploblastic cells of the iPS cells in vitro was 
determined by floating cultivation of embryoid bodies. To examine the potential for xenogenic approaches i
n blastocyst complementation, we injected rat iPS/ES cells into mouse blastocysts generating interspecific
 chimeras. The interspecific chimeras between mouse and rat using a blastocyst injection technique with ra
t iPS/ES cells were generated. These data provide basic knowledge of principle for interspecific blastocys
t complementation and for generation in vivo of organs derived from monkey iPS/ES cells using a xenogenic 
environment.
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１．研究開始当初の背景 
 マウス肝臓の 70%～90%以上が正常なヒ
ト肝細胞に置き換えられたヒト化マウス
（PXBマウス）が薬物動態や毒性研究に用い
られ、非常に有用であることが報告されてい
る。しかし、ヒト肝細胞での代謝活性が低く、
逆にマウスで高い薬物の場合、マウス肝の影
響が無視できないため、100％ヒト肝臓を有
する動物の作出が強く望まれている。 
 胚性幹細胞（ES 細胞）や人工多能性幹細
胞（iPS 細胞）は、全ての細胞に分化可能な
多能性幹細胞である。胚盤胞補完法とは、特
定の細胞を作る能力を欠損した動物の胚盤
胞に正常な動物由来の多能性幹細胞を移植
しキメラが成立すると、欠損した細胞が完全
に多能性幹細胞由来のものに置き換えられ
るという手法である。Kobayashiらは、多能
性幹細胞を胚盤胞に注入することにより、マ
ウス－ラット異種動物間キメラをマウス及
びラットの双方向から作製することに成功
した。次いで、膵臓ができないように遺伝子
操作した Pdx1 ノックアウトマウスを用いた
胚盤胞補完法によって 100%多能性幹細胞由
来の機能的な膵臓を作り出せることを世界
で初めて明らかにした。この報告の特筆すべ
き点は、移植された多能性幹細胞が異種動物
の環境においても正常に胚発生を経て全身
の機能的な細胞に分化できることを示した
ことである。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、上記 2つの原理を応用
することで異種動物間キメラに 100% iPS細
胞由来の肝臓を再生できないかと考を考え
た。すなわち、肝障害惹起ラットの胚盤胞に
サル iPS 細胞を移植することでキメラ動物
を作成し、100%サル iPS 細胞由来の肝臓を
再生できないかと考え、最終目標とした。 
 Fumarylacetoacetate hydrolase（FAH）
は、肝実質細胞特異的に発現しているチロシ
ン異化酵素で、欠損すると重篤な肝細胞障害
のため新生児期に肝機能不全から死に至る。
FAH 欠損マウスを用いた胚盤胞補完法によ
り、移植した正常マウス iPS細胞由来の肝臓
を持つキメラマウスが作出されたとの報告
がある。そこで、FAHセミノックアウトラッ
トを作成し、その胚盤胞を用いることを計画
した。しかし、FAHセミノックアウトラット
を作成するだけで非常に多くの時間がかか
ることが予想されたことと、動物飼育の問題
が考えられたため、異種動物間キメラ作成の
検証において先ずは肝障害を引き起こす
TK-NOGマウスを用いることにした。そこで、
最終目標達成のために、①異種動物間キメラ
作成のためのサル iPS細胞の樹立、②iPS細
胞のナイーブ化、③マウスとラット間でコン
セプトの検証、という大きく 3つの研究プロ
ジェクトを設置し、互いに協調しながら順次
段階を追って研究の進展を図ることにした。 
 

３．研究の方法 
(1)カニクイザル iPS 細胞樹立 
 エピソーマルベクターは Addgene（米国）
よ り 得 た 。 初 期 化 遺 伝 子
pCXLE-hOCT3/4-shp53-F 、 pCXLE-hSK 、
pCXLE-hUL はエレクトロポレーション法にて
導入した。遺伝子導入 6日後にマウス胎児線
維芽細胞（MEF）上にリシードを行い、培養
した。導入後 26 日目にコロニーを pick up
し、継代、維持培養を繰り返した。形態観察、
免疫染色、アルカリホスファターゼ（ALP）
染色、RT-PCR法によるmRNA発現解析をした。
樹立した細胞が分化多能性を持っているこ
とを確認するために、activin A（AA）共存
下にて5日間培養した。外胚葉はAA 0.5 ng/mL、
中胚葉は AA 10 ng/mL、内胚葉は AA 100 ng/mL
の濃度で培養し、免疫染色、mRNA 発現解析
を行った。胚様体（EB）形成の方法は、樹立
した細胞をセルスクレーパーにてコロニー
ごと剥離し、14日間 Kouck-out DMEM、20% FBS、
2 mM L-glutamin、2 mM 非必須アミノ酸、0.1 
mM 2-Mercaptoethanolを用いて浮遊培養した。
培地は 3～4 日毎に交換した。解析は形態観
察、切片の免疫染色、mRNA 発現解析をした。 
 
(2)マーモセット iPS 細胞樹立 
カニクイザルiPS細胞と同様な方法にて行っ
た。 
 
(3)プライム型からナイーブ型iPS/ES細胞へ
の変換とその性質 
 プライム型への変換については、ヒト iPS
細胞 7 株及びカニクイザル ES 細胞 1 株につ
いて検討を行った。bFGF 添加の未分化維持培
地をナイーブ化培地（Neurobasalmedium、
NEAA、B27 supplement、N2 supplement、BSA 
Fraction V、PS、L-Gul、2-ME、LIF、Forskolin、
PD0325901、CHIR99021 含有 DMEM/F12 培地）
に交換後、培養を行った。コロニー形態観察、
アルカリホスファターゼ染色、mRNA 発現解析
を行った。 
 
(4)異種動物間キメラ動物の作成：マウス／
ラット 
雌性 BDF1 マウスと雄性 B6マウスを交配させ
て採取した胚盤胞に、蛍光タンパク質
（ Venus ）遺伝子を導入して標識した
Wistar(Crlj:WI)ラット由来の iPS 細胞を 1
～15 個注入し、偽妊娠 ICR マウスの子宮に移
植することによりキメラマウスを作出した。
なお、実験に用いたラット iPS 細胞は生理学
研究所 平林 真澄先生からご供与いただい
た。全ての実験は名古屋市立大学倫理委員会
の承認のもと、名古屋市立大学動物実験規程
に沿って適切に行った。 
 
４．研究成果 
(1)カニクイザル iPS 細胞樹立 
 導入 26 日後でカニクイザル胚性幹細胞
（MRES 細胞）様コロニーが認められ、計 40



の核/細胞質比が大きな細胞をもつコロニー
をクローン化した（図 1）。ES 細胞にて発現
が認められる核内転写因子 OCT3/4 と NANOG、
細胞表面マーカーSSEA3とTRA-1-60のタンパ
ク質発現を免疫染色にて確認した。樹立した
細胞は ES 細胞と同様の発現を示すと共に、
MRES 細胞同様 ALP 活性は陽性であった。未分
化マーカーである NANOG の mRNA の発現はい
ずれの株でも ES 細胞と同程度の発現が認め
られた（図 2）。樹立の際に導入した遺伝子（ベ
クター）が樹立細胞のゲノム内へ挿入されて
いないことが PCR 法にて確認された。 
 

図 1 樹立したサル iPS 細胞と MRES 細胞 
 
 

図 2 サル iPS 細胞の NANOG 発現解析 
 
 樹立された細胞は 5 日間の AA刺激にて敷
石状のコロニーを形成した。AA 濃度依存的
に、TUJ1（外胚葉 : AA 0.5 ng/mL）、FLK1（中
胚葉 : AA 10 ng/mL）、SOX17（内胚葉 : AA 100 
ng/mL）のタンパク質が発現したことから、
分化多能性を有することが認められた。三胚
葉分化後の mRNA の発現解析では PAX6（外胚
葉）、BRACHYURY（中胚葉）、GATA4（内胚葉）
の発現が認められた。 
 得られた細胞は浮遊培養をすることで EB
を形成した。EB 切片の三胚葉分化マーカーの
タンパク発現を免疫染色で確認したところ、
分化マーカーの発現が認められた。EB を 14
日間培養した後、mRNA 発現を解析したとこ
ろ、それぞれ分化マーカーの発現が確認され
た。 

 
(2)マーモセット iPS 細胞樹立 
マーモセットの線維芽細胞は、新生児脳由来
凍結細胞を増殖し、増殖後一旦液体窒素中に
保存した。カニクイザルと同じ方法にて行っ
た。その結果、未分化ヒト iPS 細胞と同じ特
徴的な形態を有するコロニー出現後、顕微鏡
下コロニーを単離し、１株クローン化した。
単離したクローンは、アルカリフォスファタ
ーゼ染色あるいは未分化マーカーの mRNA 発
現が上昇していることを確認することで iPS
細胞様の特徴を確認した。 
 
(3)プライム型からナイーブ型 iPS 細胞への
変換とその性質 
 マウスの ES細胞や iPS細胞のコロニーは、
ドーム型であるのに対し、ヒトやサルでは平
面型の単層のコロニーを形成する。この違い
は、種差によるものと考えられていたが、近
年マウスの ES 細胞や iPS 細胞はキメラ形成
能を有するナイーブ型であり、ヒトやサルは
ナイーブ型よりも分化したプライム型と呼
ばれ、キメラ系性能は無いと考えられている。
したがって、胚盤胞補完法にサルの iPS 細胞
を用いたとしてもプライム型の細胞のまま
では個体発生自体が不可能であることが予
想された。そこで、プライム型であるヒト iPS
細胞とカニクイザル ES 細胞を用いて、ナイ
ーブ型への変換とその性質について検討を
行った。 
 ヒト iPS 細胞及びカニクイザル ES 細胞ナ
イーブ化培地にて培養することで、ナイーブ
型の特徴的な形態であるドーム型のコロニ
ーに変わり、アルカリホスファターゼ染色陽
性であった。また、未分化マーカーである
SOX2、OCT3/4、MYC、KLF4 及び NANOG の mRNA
発現量が増加した。り（Neurobasalmedium、
NEAA、B27 supplement、N2 supplement、BSA 
Fraction V、PS、L-Gul、2-ME、LIF、Forskolin、
PD0325901、CHIR99021 含有 DMEM/F12 培地）
に交換後、培養を行った。コロニー形態観察、
アルカリホスファターゼ染色、mRNA 発現解析
を行った。また、ヒト iPS 細胞を肝細胞に分
化した際に肝細胞マーカー及び薬物代謝酵
素 CYP の mRNA 発現の株間差が顕著に少なく
なった。以上の結果より、ヒト iPS 細胞及び
カニクイザル ES 細胞はナイーブ型に変換し
たことが示唆された。 
 
(4)異種動物間キメラ動物の作成：マウス／
ラット 
1)キメラマウスの作出 
胚盤胞注入を行った受精卵をE10.5にて観察
を行ったところ、Venus が発現していた（図
3A）。また、ラット iPS 細胞を注入した 170
個の胚盤胞を移植し、35 匹のマウスが生まれ
た。作出されたマウスの中の 6匹に皮膚や毛
色の違いが見られ、ラット iPS 細胞由来の表
現型を確認した（図 3B）。また、皮膚や毛色
にラットiPS細胞由来の表現型が確認できた



マウスでは正常なマウスと比較して体重が
低い傾向にあった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 マウス／ラット異種動物間キメラ 
   （A蛍光、B 白毛：ラット iPS 細胞由来） 
 
2)キメラマウスの解析 
各臓器について蛍光観察すると、臓器により
ラット iPS 細胞の寄与率が異なっており、心
臓や膵臓への寄与は高いが、肝臓への寄与は
低かった（図 4）。また、別の 3匹のキメラマ
ウスについてもラットiPS細胞の寄与率を算
出すると同様の傾向が見られた。この各臓器
におけるラット iPS 細胞の寄与率の違いは、
今回用いたラットiPS細胞株の分化指向性に
よるものではないかと考えられる。 
 

図 4 キメラ動物の各臓器の解析 
   （蛍光：ラット iPS 細胞由来） 
 
3)腫瘍様組織の形成 
 体重の低いマウスのうち2匹には心臓付近
に腫瘍様の組織が形成されていることが確
認された。この腫瘍様組織の凍結切片を作成
し、蛍光の観察を行うと、腫瘍様組織のほと
んどがVenusを発現していた。このことから、
この腫瘍様組織のほとんどがラットiPS細胞
由来であることが示唆された。 

 
 以上の結果から、ラット iPS 細胞由来細胞
を持つキメラマウスは肝臓等へのラット iPS
細胞の寄与が確認され、異種動物間キメラマ
ウスの作出に成功した。本成果は他の動物間
でのキメラの作成の可能性を示唆するもの
である。 
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