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研究成果の概要（和文）：  

本研究課題において、我々はマウスとラットという異なる種の間で、それぞれラット ES/iPS 

細胞由来の細胞からなる胎児をマウス体内で、あるいはマウス ES/iPS 細胞由来の細胞からな 

る胎児をラット体内で、作製することに成功した。両者とも出産までには至らなかったが、こ 

のような異種の個体内で ES/iPS 細胞由来の個体を発生させる技術は、種の違いによりどのよ 

うな発生の違いがあるかを解析するために利用可能なだけでなく、たとえば絶滅が危惧されて 

いる動物から iPS 細胞を樹立し、別の個体の体内で育て、生ませるというような、種の保存に 

も用いることのできる技術への第一歩となりうると思われる。 

 
研究成果の概要（英文）：  

We succeeded to generate rat embryo in mouse and mouse embryo in rat by 
interspecific tetraploid complementation using each pluripotent stem cell.  Both of 
them, each PSC-derived embryo cannot survive in a xenogenic environment over some 
periods.  However, we prove that the early development of completely PSC-derived 

embryo can be followed up in xenogenic environment.  The system described here not only 

provides a powerful experimental tool for understanding of xenogenic barrier in early 

embryonic development but also an initial step toward the generation of PSC-derived 

animal in xenogenic environment. 
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１．研究開始当初の背景 

受精後の胚盤胞から樹立される胚性幹細胞 

(Embryonic Stem cell: ES 細胞) および、体
細胞を特定の転写因子の導入により初期化
して樹立される人工多能性幹細胞 (induced 

Pluripotent Stem cell: iPS 細胞) をはじめ
とした多能性幹細胞は in vitro で無限の増
殖能をもつだけでなく、胚発生に寄与しキメ
ラを形成し、全身すべての細胞に分化するこ

とができる。特にマウスの ES 細胞は、相同
遺伝子組み換え技術との組み合わせにより、
遺伝子改変動物作製において欠かす事の出
来ない道具として用いられてきた。マウス同
様に汎用な実験動物であるラットでは、長ら
くキメラ形成能を持った ES 細胞の樹立に
成功していなかったが、近年、生殖細胞への
寄与も可能な  ES 細胞の樹立が報告され 

(Buehr ら, Cell (2008))、これを用いたトラ
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ンスジェニックラットおよびノックアウト
ラットの作製も可能になった (Hirabayashi 

ら , Mol. Reprod Dev (2010), Tong ら , 

Nature (2010))。 

研究開始当初、申請者らは、これらの多能
性幹細胞が同種間のキメラ形成だけでなく、
異種間のキメラ形成も可能であることを証
明することに成功した。多能性幹細胞を 

EGFP などの蛍光タンパク質で標識し、マウ
スの多能性幹細胞をラットの胚盤胞に注入
しラットの子宮へ移植、もしくはラットの多
能性幹細胞をマウスの胚に注入しマウスの
子宮へ移植と、双方から異種間キメラ作製に
向けたアプローチを試みたところ、それぞれ
から全身で多能性幹細胞に由来する蛍光タ
ンパク質を発現した組織を持った生存可能
なマウス-ラット異種間キメラを作製できる
ことが明らかとなった。また生まれてきた個
体のサイズはおおむね注入された胚盤胞お
よび子宮の由来となる種に一致することが
分かった。 

この“多能性幹細胞の異種胚発生への寄
与”という現象を利用し、多能性幹細胞由来
の臓器を作出することを目的とし、膵臓を欠
損する Pdx1 ノックアウトマウスの胚盤胞
にラットの多能性幹細胞を注入した。すると
生まれてきた異種間キメラ個体は一様に 

EGFP 蛍光を示す完全にラット多能性幹細
胞由来の膵臓を持っていた。膵臓は内分泌や
外分泌組織の機能マーカーの発現が認めら
れるだけでなく、糖負荷試験に対しても正常
なグルコース応答性を示す機能的なもので
あることも証明された (Kobayashi ら, Cell 

(2010))。さらに興味深いことに、マウスとラ
ットは体重にして 10 倍程度の差があるに
もかかわらず、マウス内にできたラットの膵
臓はマウスのものと同等かむしろそれより
も小さくなる傾向が明らかとなり、臓器のサ
イズを胚盤法や子宮の環境が制御している
可能性が示唆された。 

 

２．研究の目的 

異種間キメラの作製および異種個体内での
臓器作製により新たな方法論を確立できた
ことから、単一の臓器でなく個体そのものを
異種の環境を利用して作製する、および個体
の大きさが、胚になる細胞の持つ内在的な要
因、あるいは母体やその子宮・胎盤いった環
境のどちらによって決定されているかとい
った生物学的な疑問を明らかにすることを
目的とした。 

 

３．研究の方法 

上にあげた疑問に対し、多能性幹細胞と 4 
倍体胚補完法を用いることで、この課題に取
り組もうと考えた。2 細胞期胚の電気的融合
により作製される 4 倍体胚はその後の発生

において胚体内への発生が認められない。そ
のためこの 4 倍体の胚盤胞に多能性幹細胞
を注入することで完全に多能性幹細胞由来
の個体を作製する方法が 4 倍体補完法とし
て知られている (Nagy ら, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA (1993))。そこでマウスの多能性幹
細胞をラットの 4 倍体胚、あるいは逆にラ
ットの多能性幹細胞をマウスの 4 倍体胚に
注入することで、注入した異種の多能性幹細
胞由来の個体が作製できないかと考えた。 
細胞は同種間で 4 倍体補完法が適用可能

なマウスおよびラットの多能性幹細胞を異
種間 4 倍体補完法に用いた。マウスの多能
性幹細胞であればラットの、ラットの多能性
幹細胞であればマウスの 4倍体胚にそれぞ
れ注入し、胚移植後、発生段階を追って開腹
し、着床後どの段階まで発生可能かを判断し
た。得られた個体もしくは胎児について、正
常胚発生を経て得られたものと大きさ、形態
的な特徴を比較し、環境すなわち胎盤・子宮
の由来、もしくは注入した多能性幹細胞の由
来のどちらと近似しているかを明らかにし
た。 
 
４．研究成果 
本研究開始初年度は (1) 4倍体補完法の確立
と多能性幹細胞株の樹立 (2) 多能性幹細
胞に由来する胚の異種環境での発生能評価
の 2 点を主に行った。 
 研究計画開始以前の予備データから、マウ
ス、ラットそれぞれに由来する多能性幹細胞
を互いの胚盤胞に注入して作製する異種間
キメラにおいても、異種の多能性幹細胞の寄
与が高すぎると発生の停止を示すという結
果が得られており、完全に異種の細胞だけと
いう 4 倍体補完の状況ではその発生の困難
が予想された。実際に研究開始当初は、胎児
がなかなか得られなかったが、生殖系列へも
寄与可能な質のよい多能性幹細胞を用いる
ことで、両者において完全に多能性幹細胞由
来の胎児を得ることが可能になった。 
 また申請当時はラットの 4倍体補完法の報
告は少なく、実験系として確立されたとは言
い難い状況であったが、生理学研究所の平林 
真澄准教授との共同研究により内部細胞塊
であれば 4倍体補完法で正常なラット個体を
得ることが可能になり (Hirabayashi et al., 
Mol. Reprod.Dev. in press (2012))、実験
系として確立できたことも上記の結果を得
る上で非常に重要であった。さらに発生能の
評価として、胚移植後、発生段階を追って解
析することで、各段階でどの程度の発生率を
示すかが明らかになり、その結果、少なくと
もラット多能性幹細胞由来の胎児は胎生 
9.5 日目程度、マウス多能性幹細胞由来の胎
児は胎生 14.5 日目程度までは異種の環境
下においても発生可能であることが明らか



 

 

になった。フローサイトメーターや PCR を
用いた解析により、それらの胚が完全に注入
された多能性幹細胞由来の個体であること
が明らかにされ、また組織学的な解析におい
て形態的にも 3胚葉由来の組織を有したほぼ
正常な胚であることが判った。 
次に次年度では(1) 個体サイズや組織の

正常性の評価および (2) 胚発生の停止が認
められた場合、その原因を明らかにする と
いう目標を達成すべく研究を進めてきた。 
(1) について得られた胚の正常性を判断す
るために形態的特徴や免疫染色法を用いた
各組織の機能マーカーの発現を見たところ、
前年度に見られたように E9.5 のラット 
iPS 細胞由来の胚では正常胚とほぼ変わら
ない結果が得られた。一方で、発生を継時的
に追ったところ、E10.5 以降では発生時の退
行が認められ、その後、出生可能な胚は得ら
れなかった。また逆の実験、すなわちマウス 
iPS 細胞をラットの 4 倍体胚に注入すると
いう実験においても、同様に発生中期 
(E14.5) 程度での発生の停止が認められた。 
そこで (2) として掲げた原因究明のため、

これらの原因のひとつとして多能性幹細胞
の質について検証した。ラットでは生殖系列
にも効率に寄与が可能で、新規に同定したラ
ットの Rosa26 遺伝子座の制御化で安定し
て tdTomato を発現する ES 細胞を、またマ
ウスについても、129sv 系統と C57BL6 系統
の F1 由来の同種間で 4 倍体補完由来の個
体を生み出せる質の高い ES 細胞をそれぞ
れ用いた。しかしながら結果は同様で、いず
れも胚発生の中期での発生停止が見られた。
特にラットにおいては同種間でも 4 倍体補
完により個体作製に至らなかったため、今ま
で樹立してきたラット ES 細胞の遺伝子プ
ロファイルをマイクロアレイ法により解析
したが、今のところ株間で機能と関連する遺
伝子の同定には至っておらず、今後さらなる
解析が必要である。 
以上より、マウス-ラットを用いた異種間 4

倍体補完法により多能性幹細胞を胚発生中
期まで発生させることに成功したが、一方で
生存可能な個体作出には至らず、今後さらな
る研究が必要であると思われる。しかしなが
ら、異種間４倍体補完法のシステム自体は初
期胚発生における異種間の障壁を研究する
ツールとしてのみではなく、多能性幹細胞由
来の個体を異種の環境下において作製する
ための一歩となると考えられる。 
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