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研究成果の概要（和文）：本研究では、異種母体を利用した個体作出システムの構築を目的とし研究を進め、そ
の結果、Dach1、Dach2遺伝子欠損を持った遺伝子改変ラットを２系統作製した。また、子宮発生に関して本遺伝
子がマウスとラットで異なることを明らかにした。さらに、キメラ動物体内でドナーキメリズムを飛躍的に上昇
させる手法（細胞競合ニッチ法）を開発し、これを著名な国際雑誌に投稿した。さらに、本結果を基に米国にて
特許申請を行い、現在、国際特許を申請中である。また、本研究にて得られた成果を３つの国際学会、一つの国
内学会、１つの招待講演にて発表した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we proceeded with the research for the purpose of 
establishing a novel fetal development system using an interspecies surrogate mother, and as a 
result, we succeeded to produce two strains of genetically modified rats with Dach1 and Dach2 gene 
defects, respectively. We also revealed that the functions of these genes differs between mice and 
rats in terms of uterine development. Furthermore, we developed a method (termed cell competition 
niche method) that dramatically increases donor chimerism in chimeric animals and posted it in a 
well-known international journal. Furthermore, based on this result, a patent application was filed 
in the United States, and an international patent is currently being applied for. In addition, the 
results obtained in this research were presented at three international conferences, one domestic 
conference, and one invited lecture.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、これまで作製出来ていなかったDach1,2遺伝子変異を有した遺伝子改変ラットを作製しその機能
を明らかにするものであり、その学術的意義は高い。また、本研究にて開発した手法は、世界的に研究が進めら
れてきた動物体内でドナー幹細胞由来の臓器を作製する研究において、これまで問題とされていた低いドナーキ
メリズムの問題を解決するものであり、本分野を飛躍的に進歩させる可能性を有している。さらに、本成果を通
してヒト幹細胞由来臓器を作製することができれば、移植治療における慢性的な臓器不足を解決する画期的な手
法となり得ることからその社会的意義は高い。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 これまで、マウスやラットなどの実験動物を用いて様々な胚発生研究が行われ、近年では、ヒ
トーブタなどの大型異種動物間でのキメラ動物胚の作製報告もなされている。しかしながら、マ
ウスーラット間においてでさえ、異種胚を移植することにより、産子を得ることには成功してお
らず、この原因して子宮と移植胚の動物種が異なることによる胎盤形成不全が指摘されている。
胎盤は胚と子宮が複雑に絡みあうことで形成され、胎盤構造は種特異的であることが知られて
いる。このため、異種胚を移植し産子を得るには、子宮と移植胚を同種のものにする必要がある
と考えられる。胚盤胞補完法は、特定の臓器を作る能力を欠損している胚盤胞に多能性幹細胞を
注入することで、欠損臓器を補完する技術であり、動物体内で異種由来の臓器を作製することが
可能である。本技術を用いて、異種母体内で移植胚と同種の子宮を作製することができれば、異
種母体を利用した個体作出システムの構築に大きく近づくと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、異種母体を利用した個体作出システムの構築を目的とし、胚盤胞補完法を用いて
子宮欠損ラット体内にマウス幹細胞由来子宮を作製し、そこにマウス胚を移植する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、平滑筋、間質細胞、および上皮細胞にて構成された複雑な組織である子宮を、ホ
スト胚にて如何に欠損させるかが重要な点であった。研究遂行者らは本研究遂行にあたり、マウ
スにて子宮欠損を誘導すると報告されている Dach1,2 遺伝子に着目し、本遺伝子をノックアウ
トすることで子宮欠損ラット胚を作製し、本胚にマウス多能性幹細胞を移植することで、マウス
子宮のラット体内での作製を試みた。 
 
４．研究成果 
Dach1,2 遺伝子を標的としたラット子宮欠損モデルの開発 
 研究遂行者らは、これまでマウスにて子宮欠損を誘導すると報告された Dach1,2 遺伝子に着目
し、本遺伝子に変異を誘導することでラットにおいても子宮欠損が誘導できるかを検討した。
CRISPR/Cas9 システムとエレクトロポレーション法を用いてラット受精卵に遺伝子変異を導入
したところ、Dach1 および Dach2 にフレームシフト遺伝子変異が入った遺伝子改変ラットをそれ
ぞれ作製した（計２系統）。本遺伝子改ラットの表現型は、Dach1 遺伝子欠損ラットはホモ欠損
(-/-)にて新生児致死であり、Dach2 遺伝子欠損ラットはホモ欠損で個体を維持することができ
たが、成熟に従い行動異常（軽度の旋回運動）を示した。次に、本遺伝子改変ラット同士を交配
することで、マウスにて子宮欠損が報告されている Dach1 +/-, Dach2-/-遺伝子変異をもった遺
伝子改変ラットを作製し、本ラット子宮の表現型を解析したところ、子宮欠損は確認されなかっ
た。興味深いこと、本遺伝子改変ラットは行動異常（重度の旋回運動）を示した。これらの結果
より、子宮発生において Dach1,2 遺伝子はその機能がマウスとラットで異なることが明らかと
なった。また、旋回運動等の行動異常はラット特有であったことから、神経機能に関するこれら
遺伝子の機能もラットとマウスで異なることが示唆された。 
 
異種間キメラにおいてドナーキメリズムを上昇させる手法の開発 
 キメラ動物体内にてドナー細胞由来の臓器を作製するためには、ある程度のドナーキメリズ
ムが必要であるが、これまでの研究から異種間キメラにおけるドナー細胞の寄与率が低いこと
が指摘されており、本問題が子宮を含めたドナー細胞由来臓器の作製を困難としていた。研究遂
行者らは、細胞増殖に重要な役割を有するインスリン様成長因子１受容体（Igf1r）に着目し、
本遺伝子をホスト胚にて欠損させることで、異種キメラ体内でドナーキメリズムが上昇するか
を検討した。CRISPR/Cas9 システムとエレクトロポレーション法を用いてマウス受精卵に Igf1r
遺伝子欠損を導入し、本遺伝子欠損胚にマウス多能性幹細胞（ドナー）を移植後、本キメラ胚を
偽妊娠ラット子宮に移植し、胚発生中後期における各発生段階にてドナーキメリズムを解析し
た。その結果、胚発生 11.5 日（E11.5）から Igf1r 欠損キメラ胚にてドナーキメリズムの上昇が
確認された。また、ドナーキメリズムは胚発生に従って上昇し、成体キメラにてホスト肺、脳、
腎臓がほとんどドナー細胞で構成されていることが確認された。また、同様の手法を用いてラッ
ト iPS 細胞を Igf1r 欠損マウス胚に移植し、ドナーキメリズムの上昇を調べたところ、新生児期
において腎臓を含めたいくつかの臓器においてドナーキメリズムの上昇が確認された。これら
の結果より、Igf1r を利用した本手法は、異種間キメラにおけるドナーキメリズムを上昇させる
ことが分かった。また、成体にて上昇したキメリズムがホスト臓器ニッチを乗っ取り、ドナー細
胞由来の臓器を誘導することが分かった。本技術は腎臓において顕著にドナーキメリズムを上
昇させるが、子宮と腎臓はその発生起源および様式が類似していることから、本手法を用いるこ
とで、子宮においても同様にドナーキメリズムを上昇させ、ドナー由来の子宮を誘導できる可能
性が示唆された。本研究内容は、著名な国際誌である『Cell Stem Cell』に投稿され、また３つ



の国際学会、１つの国内学会、１つの招待講演にて発表された。さらに、その新規性から米国で
の特許申請を行うとともに、現在、国際特許の申請を行っている。 
 
本研究にて、新たに２系統の遺伝子改変ラットを作製するとともに、その一部表現型を明らかに
した。また、これまで分野で問題となっていた低ドナーキメリズムを解決する手法を開発し、こ
れを発表した。標的としていた遺伝子の欠損にて目的とした子宮欠損の表現型が得られなかっ
たことから、本研究期間内にドナー細胞由来子宮の作製という研究目標は達成できなかったが、
Igf1r を介した本技術は子宮への応用可能性を秘めていることから、将来的に本技術を子宮作製
に応用することで本研究目標が達成できる可能性は高いのではないかと考えられる。また、Igf1r
はほとんどの哺乳類にて保存された遺伝子であることから、本技術はヒトを含めた哺乳類全般
に応用できる普遍性を有しており、ヒト幹細胞由来臓器の作製などへの応用が期待される 
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