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研究成果の概要（和文）： 

 

ラットES細胞の樹立を試み成功した。それらのES様細胞において幹細胞マーカーであるOct4、

Sox2、NanogのmRNAが発現していることを確認した。さらに、分化培地中における胚様体形成を

行い、三胚葉の分化マーカーが発現すること、それに伴う細胞の形態変化が生ずることを確認し

た。 次に、EkerラットのTsc2ホモ変異体、ヘテロ変異体、野生型胎仔よりES細胞株を樹立に成

功した。Tsc2ホモ変異体胚盤胞に由来するTsc2欠損ES細胞も樹立可能であることが判明した。

腎皮膜下への移植に伴う奇形腫の形成にも成功した。興味あることに、ホモ変異体細胞の奇形

腫においては、Ekerラットの腎腫瘍組織像を彷彿とさせる上皮様の構造異常が散見された。 

 

研究成果の概要（英文）： 
 

Normal rat’s and Eker (Tsc2+/- ) rat’s ESCs were established. Oct4, Sox2, Nanog were 

expressed in these ERCs. We injected ESCs under the kidney capsule of nude mice. Tsc2-/- 

teratomas were capable to differentiate into various cell types derived from three germ 

layers. However, they showed abnormal epithelial structures, resemble to RCC tissues in 

Eker rats. We suggest that tissue specific abnormal cellular differentiation caused by 

Tsc2-deficiency was recaptured by teratoma formation.  
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１．研究開始当初の背景 
 

 2009年 山中伸弥教授らと「ips細胞を用い

た癌研究について、落ち着いて考える会」を
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立ちあげた。「細胞の初期化 vs 癌化」は、

これからの「発がん研究」の大きなテーマの

一つである。日本国は「化学発がんの創始国」

であり、山極勝三郎（1863-1930）と吉田富三

（1903-1973）が築いた「癌化の本流」がある。

歴史的に一番早く stem  cell が「癌研究」に

出てくるのは吉田富三の 1952 年の論文と考

える（JNCI, Vol. 12, No. 5, April, 1952, 

P43-P65）。山極勝三郎の「発癌の形成的刺激」、

吉田富三の「癌の良性化」の命題は、「昔の

命題であり、今日の命題でもあり、将来の命

題でもある」と考える。「癌細胞の良性化」

（吉田富三）、「癌細胞のリハビリテーショ

ン」（Knudson）もips細胞を用いることによ

って、具象化され実現化される様相を呈して

きた。「ips細胞と癌細胞」は対極に位置する

楕円形の2つの中心点の如きで「癌細胞はリセ

ットされる」という命題がスローガンとして

提唱される時代到来と考える。その可能性に

ついては、既に1960年代のMcKinnellによる

「カエルの腎細胞癌の核移植によるオタマジ

ャクシの作製」がある。 

 我々は、Eker ラット(Tsc2 変異ラット)

や Tsc1、Tsc2 ノックアウト(KO)マウスを利

用し、ヒト結節性硬化症(TSC)遺伝子(TSC1、

TSC2)変異による腫瘍発生機構の解明を進

めている。これらモデル動物のヘテロ変異

体における Knudoson の 2ヒット、それに伴

う mTORC1 活性化の分析などを元に、TSC の

治療法の開発が世界的に進められている。

現在では、ホモ変異体の致死を回避して行

う、各種コンディショナル KOマウスの実験

系が多くの研究者によって用いられている。

しかしながら、様々な病変に特徴的な分化

異常や細胞移動の異常について考慮しなが

ら分析を進めるための、使い易い培養実験

系は確立されていないのが現状である。

我々は ES 細胞がその候補の一つになると

考えている。 

  

２．研究の目的 
 

 本研究は、原因遺伝子が明らかとなってい

る動物のがんをモデルとし、腫瘍細胞のリプ

ログラミングの状態を調べ、さらにそれと原

因遺伝子変異や他の異常との関連を調べる

システムを確立することを提案するもので

ある。具体的には、Knudsonの 2ヒットが適

用される遺伝性腎発がんモデルである Eker 

(Tsc2) 変異ラットの腫瘍と胎生致死となる

ホモ変異体胎仔より ES 細胞、誘導多能性幹

細胞 (iPS細胞) 様の細胞群を樹立し、リプロ

グラミングの様子を野生型 ES 細胞、iPS 細

胞と比較すると共に、原因遺伝子 (Tsc2) 導

入による腫瘍由来 iPS様細胞のリプログラミ

ング状態の変化を明らかにする。これらの解

析により、腫瘍細胞を正常細胞のようにリプ

ログラムするために必要な、原因遺伝子以外

のエピジェネティックな要因を特定するこ

とを目標とする。これらの細胞に由来する

iPS 様細胞の樹立効率や、分化の様子の違

い等を in vitro, in vivoにおいて調べ、ヒ

トがん細胞を用いた実験では困難な初期が

ん細胞のリプログラミングの可能性を追求

する。そのための予備作業として、本研究

では、まず、Eker ラット由来の Tsc2 欠損

ES 細胞を樹立する。 

 

3. 研究の方法 

 

 Buehr ら(Cell 135, 1287-1298, 2008) 

に準じた方法で、Ekerラットより ES細胞

を樹立する。具体的には、Eker ラット胎

生 4.5 日の受精卵（胚盤胞）を、子宮から

の還流によって採取し、マウス胚線維芽細

胞上で、N2B27培地に２つの阻害剤（MEK

阻害剤、GSK3阻害剤）及び LIFを添加し



 

 

た培地（2i+LIF）にて培養し、繰り返し継

代を行う。ES 細胞の評価として、アルカ

リフォスファターゼ染色や、RT-PCR によ

る多能性マーカー(Oct4、Sox2、Nanog)の

確認、および、胚様体形成から ES 細胞を

分化させ、三胚葉分化マーカー(Nestin、

Sox17、Flk-1)の蛍光免疫染色による確認

を行う。樹立した Eker ラット由来 ES 細

胞を Wistar ラット胚盤胞に注入後、子宮

内移植を行い、キメララットを作出する。

また、ES 細胞をヌードマウス腎被膜下に

移植し、奇形腫を形成させ、遺伝子型によ

る違いを評価する。 

 

 下記の各解析を進めてそれぞれの細胞群

の特徴を比較し、Tsc2変異によって惹起さ

れるエピジェネティックな異常や腫瘍化に

よって獲得された異常などを捉え、腫瘍細

胞のリプログラミングに必要な要因を明ら

かにする。 

 

1) ES細胞群の樹立 

2) ES細胞群のマーカー遺伝子発現分析と

多分化能の基礎解析 

3) キメララットの作製と観察 

4) 網羅的な遺伝子発現解析とDNAメチル

化・ヒストン修飾の解析 

5) in vitro分化誘導系を用いた解析 

 
４．研究成果 
 

 我々は、まずラットES細胞の樹立を試み成

功した。それらのES様細胞において幹細胞マ

ーカーであるOct4、Sox2、NanogのmRNAが発

現していることをRT-PCRにより確認した。さ

らに、分化培地中における胚様体形成を行い、

三胚葉の分化マーカーが発現すること、それ

に伴う細胞の形態変化が生ずることを

RT-PCRや免疫染色により確認した。 次に、

Ekerラットのヘテロ変異体同士を交配し、

Tsc2ホモ変異体胚盤胞由来のES細胞樹立に

も成功した。EkerラットのTsc2ホモ変異体、

ヘテロ変異体、野生型胎仔よりES細胞株を樹

立に成功した意義は大きい。特に、Tsc2ホモ

変異体からのES細胞株の樹立の応用性は高

い。さらに、腎皮膜下への移植に伴う奇形腫

の形成に成功した。Tsc2ホモ変異体、ヘテロ

変異体、野生型胎仔に由来するES細胞株間に

おける違いを検討した。また、ES細胞群の

Brown Norway系統の胚盤胞への細胞注入に

よりキメララットの作製を試みた。 がん細

胞に生じた様々な異常をリプログラムし、人

為的に遺伝子発現を制御することを基盤と

する治療の可能性を追求することが現実的

に可能になってきたと言える。 

 mTORC1 活性の亢進は、造血幹細胞や

上皮幹細胞などの枯渇を引き起こすことが

報告されているが、Tsc2 野生型 ES 細胞、

Tsc2ヘテロ欠損型ES細胞の樹立のみなら

ず、mTORC1活性が亢進している Tsc2ホ

モ欠損型細胞からも、ES 細胞を樹立する

ことができた。奇形腫形成実験では、樹立

した３種類の ES 細胞すべてが奇形腫を形

成し、外胚葉、内胚葉、中胚葉すべての組

織型を示したが、Tsc2ホモ欠損型細胞にお

いては、Eker ラットの腎腫瘍組織像を彷

彿とさせる上皮様の構造異常が散見された。 

 

 

 

 

 

  

 

  

 

 



 

 

【結語】 

 

 癌抑制遺伝子である TSC1 または TSC2

における生殖細胞系列変異は、結節性硬化

症 (tuberous sclerosis; TSC)を引き起こす。

TSC の発生機序は、TSC1/2 欠損による

mTOR の活性亢進に関わると考えられて

いるが、TSC1/2 欠損が腫瘍形成などの表

現型にどのように影響するのかは、あまり

解っていない。Eker ラットは、Tsc2 に変

異を持ち、腎細胞癌や、脳皮質における巨

細胞などの病変を発生する動物モデルであ

る。近年、ラットから ES 細胞を樹立する

方法が報告されたことを受け、我々は、

EkerラットからES細胞を樹立することに

より、Tsc2の病態発生における役割を解析

するための ES 細胞を利用した実験系の開

発を行った。 

 Eker ラットより Tsc2野生型 ES細胞、

Tsc2 ヘテロ欠損型、Tsc2 ホモ欠損型細胞

の ES 細胞を樹立した。Tsc2 ホモ欠損型

ES 細胞の奇形腫の様子は、Tsc2 欠損によ

る異常発生の組織特異性を反映しているも

のと推察している。今回樹立した ES 細胞

群は、培養レベルでの分化実験などを通じ

て病態発生機構に迫るための有力なツール

になると期待される。 
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