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研究成果の概要（和文）：個体やその臓器のサイズが正常な発生過程でどのようなシステムで制御され決定され
ているか、具体的には、内因性なのか外因性なのか、どのようなシグナルによって制御されているかという疑問
を、胚盤胞補完法（Blastocyst complementation）による異種間での臓器再生手法を用いて検証した。その結
果、ラット体内に作製したマウス膵臓のサイズはラットの膵臓と同等のサイズ（マウスの膵臓の約10倍の大き
さ）であったことから、臓器サイズ決定には外来刺激も重要な役割を果たしていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In order to understand the mechanisms of determination of the size of body 
or the organ, - specifically, whether that is controlled by intrinsic or extrinsic cues, we 
performed interspecies blastocyst complementation. As a result, the size of mouse pancreas generated
 in rat was rat size (about ten times larger than mouse pancreas). This result indicate that the 
extrinsic signal as well as intrinsic signal is important for the organ size determination. 

研究分野： 再生医学
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１．研究開始当初の背景 
細胞は発生の過程で活発な増殖、分化、細

胞死を繰り返し、個体、臓器を形作っていく。

成体になるとそれまでの活発な細胞増殖は

抑えられ、組織の障害やターンオーバーのと

きにのみ、組織特異的前駆細胞が分化、増殖

を行う。これらの生命現象における細胞分裂、

分化、アポトーシスなどの個々の現象の詳細

は非常に良く研究されているが、それらの現

象がどのように連携し個体や臓器のサイズ

の決定をしているかは、今だ不明な点が多い。 
Hippo シグナル経路、近隣の細胞、ECM や

周囲の体液からの機械的な刺激などが重要

であるとの報告があるが、生理的条件下での

メカニズムの詳細は不明な点が多い。また、

発生過程における臓器サイズの決定が外部

からの刺激によるものか、内因的なものなの

かは解明されていない。 

 
２．研究の目的 
臓器欠損動物の胚盤胞に異種の多能性幹

細胞（ES 細胞、iPS 細胞）を注入し異種キメ

ラ動物を作出する手法である異種胚盤胞補

完法を応用し、ラットの体内にマウスの膵臓

を作製し、生理的条件下における臓器サイズ

決定機構を解明することを目的とする。 

 
3. 研究の方法 
1)膵臓欠損ラットの作成 

ラット Pdx1に対する TALEN（Transcription 

Activator-Like Effector Nucleases）を作

成し、ラット受精卵に注入することで、膵臓

欠損ラットを作成した。このとき、酵素エキ

ソヌクレアーゼ（Exo1）を同時に注入し、

TALEN の効果を高めた。 Pdx1-/-ラットが膵

臓欠損の表現形を示すかどうか、解剖学的に

検証した。  

2)異種胚盤胞補完法による膵臓の再生およ

び再生膵臓のサイズの確認 

膵臓欠損（Pdx1-/-）マウスの胚盤胞にラ

ット ES 細胞を注入、または、膵臓欠損ラッ

ト（Pdx1-/-）ラットの胚盤胞にマウス ES 細

胞を注入し、マウス体内にラットの膵臓、ラ

ット体内にマウスの膵臓を再生させ、その機

能が正常であるかどうかを耐糖能テストよ

り確認した。 また、そのサイズを正常マウ

ス、ラットと比較した。 

 

４． 研究成果 

１）ゲノム編集を利用してラット Pdx1 コー

ディング領域に変異を導入する為に、TAL 

effector nuclease (TALEN)を Pdx1の開始コ

ドンより 3bp および 35bp 下流に設計し、

TALENの mRNAとラットExo1の mRNAを同時に

ラット受精卵の前核に注入し変異ラットを

作製した。その結果、産まれた産仔のうち

TALENの濃度が3ng/ulでインジェクションし

た群では 4匹 (5%)、10ng/ul でインジェクシ

ョンした群では 3 匹 (9%)のヘテロ変異ラッ

ト（Pdx1+/mu）が得られた。さらに、ヘテロ変

異ラット同士を交配したところ、メンデルの

法則に従ってホモ変異ラット（Pdx1mu/mu）が

産まれ、これらは Pdx1-/-マウスの表現型と同

じ完全に膵臓が無い表現型を示し、生後 2日

から 3 日で死亡した。これらのデータから

Pdx1 がラットの膵臓発生において必須の遺

伝子であることが明らかとなった（図 1）。 

 

図 1、TALEN を利用して作製した Pdx1mu/muラッ

ト新生児 

左：Pdx1+/muラット、右：Pdx1mu/muラット 

 

２）次に異種胚盤胞補完法により Pdx1mu/muラ

ット体内にマウス多能性幹細胞由来の膵臓

を作製することができるのか、また、その機

能やサイズを確かめる為に、Pdx1+/mu ラット

同士を交配し得られた胚盤胞に EGFP ラベル

された正常マウス多能性幹細胞（iPS 細胞又

は、ES 細胞）を注入し、異種キメラを作製し

たところ、iPS 細胞を注入した群では 10％、

ES 細胞を注入した群では約 20%の確率で

Pdx1mu/muキメララットが得られた。 

これらの異種キメラにおいて耐糖能を測

定したところ、糖負荷直後は、Pdx1mu/mu キメ

ララットは Pdx1+/mu、Pdx1+/+キメララットおよ

び野生型 Wistar ラットと比較して平常血糖

値が高く、糖負荷後の回復も遅い傾向が観ら

れたが、時間の経過とともに Pdx1mu/muキメラ

ラットの血糖値も緩やかに正常範囲内にな

ることが分かった（図 2）。 

 



図 2、マウス多能性幹細胞由来膵臓を持つ

Pdx1mu/mu + mESCs キメラの耐糖能試験 

 

開腹し、注入したマウス多能性幹細胞の膵

臓への寄与を調べた結果、Pdx1mu/mu キメララ

ットでは膵臓全体が一様に EGFP の蛍光を発

していることが確認できた。さらに、膵臓の

免疫組織染色および画像解析の結果、内分泌

組織、外分泌組織および導管組織は完全に注

入したマウス多能性幹細胞由来であること

が分かった。そして、11匹中 9匹の Pdx1mu/mu

キメララットの膵臓サイズは同週令の野生

型マウスの膵臓と比較すると 10 倍程度大き

く、同週令の野生型ラットの膵臓と同程度で

あることが確認できた。これらの結果から、

マウス多能性幹細胞はラット体内でラット

の正常な発生機構および臓器サイズ制御機

構により機能的な膵臓を形成することが分

かった。さらに、膵臓のサイズは内因性では

なく、外因性のシグナルによって決定すると

いうことが強く示唆された（図 2）。 

図 2、ラット体内に作製したマウス多能性

幹細胞由来膵臓 

(A) Pdx1mu/muキメラ体内のマウス ES 細胞由

来膵臓 上：明視野、下：蛍光 (B)マウス

ES 細胞由来膵臓の免疫染色 左上：EGFP、抗

マウスインスリン抗体、DAPI 共染色 左下：

EGFP 右上：抗マウスインスリン抗体染色 

右下：DAPI (C) 膵臓サイズの比較 左：9周

令野生型ラット膵臓 中：9 周令 Pdx1mu/mu + 

マウス ES 細胞キメラ膵臓 右：9周令野生型

マウス膵臓 
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