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研究成果の概要（和文）：本研究計画の過程で、カニクイザルのナイーブ様変換を成し遂げ（真のナイーブ変換
には至らなかった）、実際にウサギとの異種間キメラ胚を作製した。他方、本研究計画から派生したテーマで、
絶滅危惧種アマミトゲネズミのナイーブ型iPS細胞の樹立と、マウスとの異種間キメラの作成、そして生殖細胞
への分化までを成し遂げ、アマミトゲネズミ生殖細胞における、性的柔軟性を見いだす研究成果に恵まれた。
iPS細胞から異種間キメラの作成に至ったのはマウスとラットに次いで三例目であり、ナイーブ型iPS細胞により
異種間キメラを作出することを目指した本研究課題にとって、予想外の大きな成果となった。

研究成果の概要（英文）：This research project had been aimed for the derivation of cynomolgus 
monkey/rabbit interspecific chimera using blastocyst complementation methods. We achieved naive-like
 conversion of cynomolgus monkey ES/iPS cells, which can enhances their in vitro differentiation 
potential. According to the research project, it revealed that rabbit embryos were not suitable for 
the host of interspecific chimera production. On the other hand, following mice and rats, the 3rd 
true naive-iPS cells were successfully established form an endangered species, Tokudaia osimensis. 
We produced interspecific chimera and elucidated the sexual plasticity of the germ cells of the 
endangered species.

研究分野： 実験動物学
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１．研究開始当初の背景 
人工多能性幹(iPS)細胞は理論的にほとん

ど全ての細胞に分化することができる。実際

にiPS細胞を動物の初期胚に注入して発生さ

せれば、注入した iPS 細胞がほとんど全ての

組織に分化したキメラ動物を作出できる。

2010 年、日本の高橋・中内博士らにより、こ

の技術を利用した画期的な方法が開発され

た。それが「胚盤胞補完法」である。膵臓が

できなくなるように pdx1 遺伝子を破壊した

マウス初期胚に、ラットの iPS 細胞を注入し

たマウス/ラット異種間キメラを発生させた

ところ、ラット iPS 細胞がマウス胚の中で膵

臓として分化・発生し、ラットの細胞からな

る膵臓を持つマウスが誕生した。この技術は

実験動物の個体内にヒトの臓器を作らせる

ような研究への展開が期待されているが、マ

ウスとラット以外の動物種で成し遂げられ

たことはない。なぜなら（ヒトを含む）その

他全ての動物種から樹立されるiPS細胞はキ

メラ形成能に乏しいこと、および、遺伝子破

壊が困難であることに起因する。さらに、ヒ

トiPS細胞と動物のキメラ作製を成し遂げる

には、技術的にも倫理的にも実験動物での試

行錯誤が必要不可欠である。キメラを作るこ

とが目的であるため、世代サイクルが短く、

多産で、発生工学技術が確立されている動物

を用いることが望ましい。また、ヒトのモデ

ルにするのが目的であるため、その動物種は

マウスやラットとは異なり、ヒトと同様にキ

メラになりにくいiPS細胞を生じる動物でな

ければならない。さらに、胚盤胞補完を行う

ためには、目的の臓器ができなくなるように、

遺伝子破壊が可能な動物種でなければなら

ない。これら全ての条件を克服しているのが

「ウサギ」である。我々はこれまでにウサギ

iPS 細胞にキメラ形成能を獲得させるような

研究（Honda et al, 2011, Honsho, Honda et 

al, 2014）やウサギで遺伝子破壊を成し遂げ

た研究（Honda et al, 2014）を発展させて

きた。 

 
２．研究の目的 

（キメラ作製が極めて困難な）ヒトやサル

で報告されているナイーブ化に関する知見

（キメラ産仔の獲得には至っていない）を、

キメラ作製実験が容易なウサギiPS細胞に適

用し、ウサギでキメラ『産仔』形成能を獲得

させられるか否かを検討する。一方、薬剤誘

導性ゲノム編集ベクターを用いた遺伝子破

壊ウサギ胚の作製を行い、ウサギで胚盤胞補

完を成し遂げる。この技術はカニクイザル

iPS 細胞にも適用し、サルの iPS 細胞とウサ

ギの胚で異種間キメラを作製する。 

 
３．研究の方法 

本研究はカニクイザルiPS細胞にキメラ能を

獲得させ、膵臓、腎臓が発生しないような遺

伝子を破壊したウサギ初期胚に注入して、サ

ルの細胞からなる膵臓、腎臓をウサギ体内に

生じさせる研究である。おもに以下に挙げる

二つの項目を同時並行で進行させる。 

iPS 細胞にキメラ形成能を獲得させる：関

連遺伝子の過剰発現と培養環境最適化によ

り、ウサギ iPS 細胞にキメラ形成能を獲得さ

せる。ウサギで系が確立した後に、サル iPS

細胞に適用する。 

ウサギゲノム編集：標的遺伝子破壊用配列

を含んだ PiggyBac 転移酵素応答性ドキシサ

イクリン（Dox）誘導 CRISPR/Cas9 ベクター

でトランスジェニック（Tg）ウサギを作製し、

交配して受精卵を得る。Dox の投与により受

精卵の時点で標的遺伝子が破壊された胚が

調達できるため、ここにキメラ能を獲得させ

た iPS 細胞を注入して、発生しないはずの臓

器を iPS 細胞で補完する。 

 
４．研究成果 

本研究計画はカニクイザルの多能性幹細胞

とウサギの胚を用いて異種間キメラを作出

し、臓器の再生などに役立てようとした研究

である。特にキメラ形成能を有する真のナイ



ーブ型幹細胞の樹立と、異種間キメラ作成が

本研究の肝と認識していた。本研究計画の過

程で、カニクイザルのナイーブ様変換を成し

遂げ（真のナ イーブ変換には至らなかった）、

実際にウサギとの異種間キメラ胚を作製し

た。しかし、ウサギ胚はホストとしてナイー

ブ型幹細胞を受け入れにくいことを見いだ

した。一方、カニクイザル ES/iPS 細胞のナ

イーブ様変換により、神経系などへの体外分

化誘導能が亢進することを見いだし、誌上発

表に至った。本研究ではゲノム編集を活用し

胚を作製して、異種間キメラ作りのホストに

することを目的としていたが、その過程でゲ

ノム編集関連技術を発展させて、多数の共同

研究と誌 上発表に至った。他方、本研究計

画から派生したテーマで、絶滅危惧種アマミ

トゲネズミのナイーブ型 iPS 細胞の樹立と、

マウスとの異種間キメラの作成、そして生殖

細胞への分化までを成し遂げ、アマミトゲネ

ズミ生殖細胞における、性的柔軟性を見いだ

す研究成果に恵まれた。iPS 細胞から異種間

キメラの作成に至っ たのはマウスとラット

に次いで三例目であり、ナイーブ型 iPS 細胞

により異種間キメラを作出することを目指

した本研究課題にとって、予想外の大きな成

果となった。 
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