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研究成果の概要（和文）：Pdx1遺伝子、あるいはSall1遺伝子を欠失させることでそれぞれ、膵臓、あるいは腎臓を欠
損させたラットを作製した。Venus Tgラット由来ES細胞を用いて胚盤胞補完を行ったところ、ホモKOラット個体内で強
いVenus陽性を呈する膵臓ならびに腎臓が再生されていた。また、Foxn1遺伝子の欠失により胸腺・T細胞を欠損したラ
ットを作製し、GFP Tgマウス由来ES細胞で補完したところ、GFP陽性を呈する胸腺の再生が認められた。以上、同種（
ラット）あるいは異種（マウス）の幹細胞からKOラット個体内で機能的に正常な目的臓器を作らせることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Pancreas- and kidney-deficient rats were prepared by knocking-out (KO) the Pdx1 
gene and the Sall1 gene, respectively. By applying blastocyst complementation, both organs could be 
regenerated from rat ES cells in homozygous KO rat individuals. Knocking-out the Foxn1 gene resulted in 
mutant rats lacking thymus and T-cell population. Interspecies blastocyst complementation with mouse ES 
cells gave birth to viable rat offspring carrying mouse thymus. Thus, allogenic or xenogenic stem cells 
successfully contributed to regeneration of target organs in the KO models.

研究分野：発生工学
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１．研究開始当初の背景 

ラットは脳地図の解析も進み、ゲノム情報

がほぼ解読された小型実験動物としてマウ

ス同様に広く普及している。特に精神・神経

系においては重要な基礎データがラットに

おいて蓄積されており、ヒトに近い薬剤反応

を期待できることから、薬理学・毒性学の疾

患モデルとして重要である。さらに、マウス

よりも大きく外科的な手術操作が容易であ

り、再生医療を見据えた臓器移植のモデル動

物としても今後ますます多用されると期待

される。しかしながら、ラット多能性幹細胞

を利用した特定遺伝子機能の破壊 (ノック

アウト; KO) は未だ開発途上の技術であり、

効率的な KO ラット作製技術の確立が望まれ

ている。 
GSK3 阻害剤、MEK 活性化阻害剤および FGF

受容体阻害剤の 3種類のインヒビターセット
を添加した培養液を用いればラットにおい
て ES 細胞株が樹立できると報告された 
(Cell 135; 2008)。我々も同方法を適用して、
高率でキメラ個体作製に貢献し、かつ生殖系
列へ寄与する ES 細胞株を CAG/venus トラン
スジェニックラット由来の胚盤胞から樹立
することに成功し (Mol Reprod Dev 77; 
2010)、近交系ラット由来の ES 細胞樹立 
(Transgenic Res 22; 2013) や生殖系列寄与
するラット iPS 細胞の樹立 (PloS ONE 6; 
2011) にも成功した。また、目的の遺伝子を
安定かつ全身性に均一に発現させるノック
インを行うため、ラット Rosa26 遺伝子座が
利用できることを tdTomato 遺伝子のノック
インによって実証した(Stem Cells Dev 21; 
2012)。以上、本研究課題を遂行するための
最低限の手技や環境などの基盤が整った。 
 

２．研究の目的 
近年、多能性幹細胞を用いた「再生医療」

に 大きな期待が寄せられているが、多種多
様な細胞の立体的な集合体である臓器の発
生過程を試験管内で完全に再現することが
困難なため、これまでに臓器そのものを再生
させるところまでは到達していない。それを
克服するためには動物個体を用いて臓器を
再生し、移植臓器として提供する方法が有効
である。しかしながら、「再生医療」が早期
活用されることに対する期待は大きい一方、
技術面や安全面での研究はまだ初期段階に
とどまっている。本研究の目的は、ラット多
能性幹細胞と遺伝子欠損動物を利用した臓
器再生技術を確立することであり、動物個体
に作った“空き”に多能性幹細胞由来の臓
器を再生させ、移植臓器として提供するため
の新技術を開発する。今回の研究では申請者
らが樹立したラット ES 細胞と iPS 細胞を利
用し、遺伝子ターゲッティング法、TALEN 法、
あるいは CRISPR/Cas9法による臓器欠損ラッ
トの作製を行い、同種・異種間における胚盤
胞補完法を利用した臓器欠損モデルでの臓

器再生、ならびに多能性幹細胞由来の再生臓
器の移植を受けたラットにおける生理機能
検証を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
(1) 胸腺発生関連遺伝子 Foxn1をノックアウ
トしたラットの表現型解析と胚盤胞補完法
による胸腺再生 
  ヌードマウスの原因遺伝子で胸腺の発生
に関わる Foxn1 遺伝子を CRISPR/Cas9 システ
ムによってノックアウトしたときのラット
の表現型を調べた。ゲノム上の Foxn1 遺伝子
を認識するガイド RNA (20〜50 ng/µl) と
Cas9 mRNA (20 ng/µl) を等量混合し、Crlj:WI
ラット由来受精卵の雄性前核に顕微注入し
た。生存卵子から誕生した産仔が離乳した後、
耳組織から採取したゲノム DNAを用いて標的
遺伝子の欠失・挿入を解析するとともに、
Foxn1 遺伝子ホモ欠失個体の被毛および胸腺
の有無を調べた。また、CD3、CD45および CD161
の抗体を用いた末梢血リンパ球の FACS 解析
により、T細胞、B細胞ならびに NK 細胞を定
量した。さらに、Foxn1 遺伝子ホモ欠失個体
同士の交配により作製した胚盤胞の胞胚腔
に、全身性に GFP を発現するマウスから樹立
した ES 細胞 5 個を顕微注入し、異種幹細胞
由来の胸腺再生を試みた。 
 
 (2) 腎発生関連遺伝子 Sall1 をノックアウ
トしたラットの表現型解析と胚盤胞補完法
による腎臓再生 
  腎臓形成は胎生中期において後腎間葉と
尿管芽が相互作用することによって始まる。
本研究では後腎間葉に発現する転写因子
Sall1 遺伝子に着目し、ジーンターゲティン
グ法によって同遺伝子を KO したラットの表
現型を解析した。Sall1 遺伝子の DNA 結合ド
メインが局在する第2、第3エクソンをKOし、
同遺伝子の発現部位で赤色蛍光タンパク質
の tdTomato が発現するよう、ターゲティン
グベクターを設計・構築した。WDB/Nips 系統
由来のラット ES 細胞にエレクトロポレーシ
ョンによって同ベクターを導入し、G418 での
薬剤選抜、およびサザンブロット解析によっ
て相同遺伝子組換え ES 細胞株を選抜した。
そして組換え ES 細胞を Crlj:WI の胚盤胞に
注入し、レシピエントの子宮に移植すること
でキメラを作製した。キメラと Crlj:WI との
交配によって Sall1 遺伝子ヘテロ KO ラット
を作製し、ヘテロ同士の交配によって得られ
た Sall1 遺伝子ホモ KOならびにヘテロ KOラ
ットの表現型を調べた。さらに、Sall1 遺伝
子ホモ KO 個体同士の交配により作製した胚
盤胞の胞胚腔に、CAG/Venus-Tg ラットから樹
立した ES 細胞 5 個を顕微注入し、ES 細胞由
来の腎臓再生を試みた。 
 
(3) 膵臓発生マスター遺伝子 Pdx1 をノック
アウトしたラットの表現型解析と胚盤胞補
完法による膵臓再生 



 本研究では、膵臓発生に関わる Pdx1 遺伝
子を TALEN 法によってノックアウトし、ラッ
トの膵臓における表現型を調べた。ゲノム上
のPdx1遺伝子を認識するmRNA (3〜10 ng/µl) 
と Exo1 mRNA (3〜10 ng/µl) を等量混合し、
Crlj:WI ラット由来受精卵の雄性前核に顕微
注入した。生存卵子から誕生した産仔が離乳
した後、耳組織から採取したゲノム DNA を用
いて標的遺伝子の欠失・挿入を解析するとと
もに、Pdx1 遺伝子ホモ欠失個体の膵臓の有無
を調べた。さらに、Pdx1 遺伝子ヘテロ KO 個
体同士の交配により作製した胚盤胞の胞胚
腔に、CAG/Venus-Tg ラットから樹立した ES
細胞 5個を顕微注入し、ES細胞由来の膵臓再
生を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 胚盤胞補完法によるラット体内でのマ
ウス胸腺の再生 
  ガイド RNA/Cas9 mRNA を顕微注入した後の
生存卵子 158 個から 50匹 (32%) の産仔が産
まれ、うち5匹 (10%) はFoxn1遺伝子のΔ44 
bp 欠失、Δ60 bp 欠失、+4 bp 挿入のいずれ
かの変異を片側アレルに、あるいは 2つの変
異をキメラかモザイクの状態で持っていた 
(表 1)。 

 
 F0 の交配により得られた Δ44 bp /Δ44 bp、
Δ60 bp /Δ60 bp、あるいは Δ44 bp /Δ60 bp
のいずれかの Foxn1遺伝子ホモ欠失個体は胸
腺が欠損していた (図 1-b)。しかし完全な無

毛 (ヌード) ではなく (図 1-a)、それらの分
娩能力ならびに哺育能力は正常だった。同ホ
モ欠失個体の末梢リンパからは T細胞が著し
く減少していた一方、B細胞や NK 細胞の量は
野生型ラットと同程度だった。ホモ KO ラッ

ト同士の交配により作製した胚盤胞の胞胚
腔に、GFP マウス由来 ES 細胞を顕微注入して
得られたキメラ産仔 (図 1-c) は、ホモ KO ラ
ットであるにもかかわらず、強い GFP 陽性を
示す胸腺が存在し (図 1-d)、末梢血の解析に
より CD3 陽性の細胞集団が認められた。つま
り、ラット体内で再生された胸腺が機能し、
ラット T細胞の分化を誘導したと考えられる。
以上、幹細胞補完による臓器再生のための有
用モデル動物となる Foxn1遺伝子ノックアウ
トラットを CRISPR/Cas9システムによって作
出できた。さらに、胸腺欠損ラット体内にマ
ウス ES 細胞由来胸腺の再生に成功し、再生
胸腺が正常に機能し得ることが示唆された。 
 
(2) Sall1-KO ラット体内での腎臓再生 
 60個の G418薬剤耐性ES細胞株から2株の
相同遺伝子組換え ES 細胞株が得られた。そ
のうち 1 株の組換え ES 細胞から 7 匹のオス

キメラを作製でき、うち 5匹で相同遺伝子組
換え ES 細胞の生殖細胞への寄与が認められ

図1：CRISPR/Cas法により作製したFoxn1遺伝
子KOラット (4週齢) と胚盤胞補完法により
再生させたマウス胸腺 (0日齢). 

表 1. CRISPR/Cas9 法による Foxn1 遺伝子 KO ラット作製 

図2：遺伝子ターゲッティング法により作製し
たSall1遺伝子KOラットの腎臓欠損. K: 腎臓 

図3： Sall1遺伝子KOラットに胚盤胞補完法によ
り再生させたCAG/Venus-ES細胞由来の腎臓. 



た。G2 世代の Sall1 遺伝子ホモ KO ラットは
胎生 21.5 日の開腹で腎臓欠損であることが
わかり(図 2-a、矢頭は痕跡)、出生させても
授乳できないことから 1日で死亡してしまっ
た。G2 世代 Sall1 遺伝子ヘテロ KO ラットを
胎生 21.5 日目で開腹したとき、腎臓に
tdTomatoの赤色蛍光が認められた (図 2-b)。 
 ホモ KO ラット同士の交配により作製した
胚盤胞の胞胚腔に、CAG/Venus-Tg ラット由来
ES 細胞を顕微注入して得られたキメラ産仔 
(0 日齢)は、ホモ KO ラットであるにもかかわ
らず、強い Venus 陽性を示す腎臓が存在した
(図 3-a 右)。以上、ジーンターゲッティング
法で Sall1 遺伝子の KO により腎臓欠損ラッ
トの作出に成功し、ES 細胞を用いた胚盤胞補
完による腎臓再生に成功した。 
 
(3) Pdx1-KO ラット体内での膵臓再生 
  合計 262 個の前核期受精卵に Pdx1 および
Exo1 の mRNA 溶液を顕微注入し、生存卵子 236
個をレシピエント9匹に移植した (表2)。108

匹の出産仔の内、102 匹が生存し、耳組織か
ら抽出した DNAのシークエンス解析をした結
果、7匹の個体でシングルアレルに 2bp〜9bp
欠失変異を持っていたことがわかった。 

これらヘテロ個体同士を交配させること
でホモ欠失個体を作製したところ、生後衰弱
死 (2 日目)する個体が観察され、それらを開
腹し膵臓を確認したところ欠損個体であり、
遺伝子型解析の結果、Pdx1 遺伝子のホモ欠失
個体 (図 4-a) であった。Pdx1 遺伝子ヘテロ
ラット同士の交配により作製した胚盤胞の
胞胚腔に、CAG/Venus-Tg ラット由来 ES 細胞
を顕微注入して胚盤胞補完したところ、得ら
れたキメラ産仔は、ホモ KO ラットであるに
もかかわらず、強い Venus 陽性を示す膵臓が
存在した(図 4-c, d)。補完個体は、性成熟後
に糖負荷試験を行ったところ、Pdx1 遺伝子ホ
モノックアウトで ES 細胞によって補完され
た個体は、野生型ラットと同様の血糖値推移
を示し (図 4-e)、補完された膵臓が機能して
いることが示唆された。 
 
 上記 (1)〜(3) の成果の他、CAG/Venus ト
ランスジェニックラット由来の単為発生胚
盤胞から 4ラインの pES 細胞株を樹立するこ
とにも成功した。それらの未分化能は ALP 活
性および幹細胞マーカー遺伝子発現により
証明でき、キメララット産仔の解析から多分
化能や生殖寄与能も備えていた。 
 さらに、核を可視化できるノックインラッ
トを作製することにも成功した。その卵子を
ホストに用いればドナー核が PCCを起こすだ
けの時間を待った後に卵子側の核を確実に
除去することができ、このようにして作出し
たクローン胚盤胞から未分化性、多分化性、
生殖系列寄与の各能力を備えた ntES 細胞株
を樹立することができた。 
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