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第１章 序論 

 

病態モデル動物とは、医学研究においてヒトの病態に類似した性質を示す動

物を言い、病因の解明や治療・予防のモデルとして使用されている。酵母、線

虫、ショウジョウバエ、魚類、小型哺乳類、大型哺乳類など多くの種が利用さ

れているが、中でもマウス(Mus Musculus)およびラット(Rattus Norvegicus)

は 100 年以上の間、その中心を担ってきた。その理由として、小型で飼育が簡

便であること、世代交代が早いこと(1 世代 3 ヶ月)、遺伝子のほぼ 99%がヒトの

遺伝子と共通していること（Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002）

が挙げられる。 

病態モデル動物は、実験的発症モデルと自然発症モデルに大別される。前者

は『主として正常な動物を対象に、種々の実験的処置を加えてヒトに類似した

病態を人為的に作出しようとするもの』、後者は『動物に自然発症する病態に注

目して、ヒトとそれとのアナロジーを求め、ヒト疾患の病態解明、治療、予防

に役立たせようとするもの』と定義されている（米川, 2004）。 

実験的発症モデルは更に遺伝子に変化を与えるものと変化を与えないものに

分類される。遺伝子に変化を与えない手法には、病気を誘引する薬剤または食

餌を投与する方法や外科的手術がある。例えばストレプトゾトシン投与による 1

型糖尿病モデルや食事誘導性肥満モデル、冠動脈結紮手術による心筋梗塞モデ

ルが挙げられる。この方法の利点は、大量に入手できる正常な動物を購入して、

任意の数の動物を比較的短期間に作出できることである。一方で、遺伝子に変

化を与える手法は、発生工学技術を用いて人為的に疾患に関連する遺伝子（ゲ

ノム）を改変する方法である。 

遺伝子を改変する発生工学技術は、トランスジェニック(Tg)マウス作製法の開
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発（Palmiter et al., 1982）、マウス胚性幹細胞(ES 細胞)の樹立（Evans and 

Kaufman, 1981; Martin, 1981）およびそれに続く標的遺伝子改変マウスの作製

法の開発（Thomas and Capecchi, 1987）、ヒトおよびマウスの全塩基配列の決

定（Lander et al., 2001; Venter et al., 2001; Mouse Genome Sequencing 

Consortium, 2002）によって、マウスを中心にして、この 30 年間で劇的な発展

を遂げた。近年ではゲノムワイド関連解析(GWAS)、マイクロアレイ、全ゲノム

クロマチン免疫沈降シーケンス(ChIPseq)、比較ゲノムハイブリダイゼーション

(CGH)などにより多因子疾患の発症関連遺伝子が数多く明らかにされており、

ヒトの病態への外挿性を向上させるために、これらを応用した病態モデル動物

の作製がこれまで以上に盛んになることが予想される。また、その作製方法に

おいてもゲノムを操作する新しい技術として Zinc Finger Nucleases (ZFNs)

（Geurts et al., 2009）や Transcription Activator-like Effector Nucleases 

(TALENs)（Tesson et al., 2011）、Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats/CRISPR-associated (CRISPR/Cas) system（Wang et al., 

2013）に代表されるゲノム編集技術や transposon-tagged mutagenesis（Kitada 

et al., 2007）などの革新的な技術が開発されたことによってマウスだけでなく

ラットを含む幅広い種で遺伝子改変動物の作製が可能となってきており、この

10 年の病態モデル動物作製を取り巻く環境の変化は特に目覚ましい(図 1)。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     
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図 1 マウスおよびラット病態モデル動物作製の発展（Dow らの文献より改変） 

マウス、ラットの遺伝子操作を行うためにこの 14 年間で利用可能となった技術を赤枠で

示した。Tg: transgenic, KO: knockout, KI: knock-in, cKO: conditional knockout, RMCE: 
recombinase-mediated cassette exchange, GEM ESCs: genetically engineered 
organisms-derived ES cells 

 

とりわけゲノム編集技術は簡便さとノックアウト効率の高さから単純な標的

遺伝子欠損(Knockout; KO)動物を作製する方法として急速に拡大しており、そ

の報告前までは主流であった ES 細胞を用いた遺伝子改変動物の作製方法に変

わって台頭してきている。しかしながら、それぞれの手法には利点および欠点

が存在することから状況にあわせて使い分けることが重要である。すなわち、

ゲノム編集技術は短期間かつ低コストであり、受精卵培養技術が確立している

マウス・ラットにおいてはすべての系統に応用できるという汎用性の高さを有

している一方で、類似配列が切断されてしまうオフターゲットの影響が指摘さ

れている（Fu et al., 2013）。また、コンディショナル KO や標的遺伝子置換

(Knock-in; KI)マウスの報告はあるものの（Yang et al., 2013; Wefers et al., 
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2013; Hermann et al., 2012; Cui et al., 2011; Meyer et al., 2010）、一本鎖オリ

ゴヌクレオチド(ssODN)を利用した方法を除いては未だ実用的ではないという

現状がある。ES 細胞を用いた遺伝子改変動物の作製方法については後述する問

題があるものの蓄積データの多さと標的配列の自由度の高さが利点である。 

 

表 1 標的遺伝子欠損動物作製技術の比較 

 
 

ES 細胞は初期胚もしくは胚盤胞の内部細胞塊から単離され、多能性と自己複

製能を有する。適切な培養条件下において胚を構成するすべての細胞に分化す

る能力を維持しながら素早くかつほぼ無限に増殖する。ES 細胞を胚盤胞へ注入

するなどの方法でキメラマウスを作製すると、高い効率で ES 細胞が生殖細胞に

分化し、キメラマウスを交配することにより ES 細胞由来の産仔を取得すること

が可能である。このような特性と遺伝子ターゲッティング技術を組み合わせる

ことにより KO マウスや KI マウスの作製が可能となった（Capecchi, 2005）。

近年では、KO マウス作製の外部サービスや様々な施設からの提供サービスが利

用可能になっており、多くの研究者がそれらを手軽に利用できる状況になって

いる。さらには、国際的な KO マウスプロジェクトにより、20000 あると言わ

れている遺伝子の大部分を網羅する KO マウスライブラリーが確立されつつあ

Technology Production term
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sequence
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strain

Limited
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(7-9 mo.)
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/off-target

TALENs 4-6 mo. 
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(better than 
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(better than 

ZFNs)

Very Good Almost all Mosaicism of 
F0 offspring 
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る（International Mouse Knockout Consortium, 2007; Feero et al., 2010）。こ

のような研究基盤の整備により、遺伝子改変動物を用いた実験は生命現象の解

析、医薬品の開発に必須となっている（Zambrowicz et al., 2003; McNeish et al., 

2004）。 

しかしながら、ES 細胞を介した標的遺伝子改変動物の作製には 3 つの問題点

がある。第一の問題点は、作製に多大な時間と労力が必要となることである。

例えば、KO マウス作製の外部サービスを利用した場合、一つの遺伝子を単純に

欠失するためには$30,000 から$100,000 の費用がかかり、ほぼ一年の歳月が必

要である。作製から実際の試験に使用するためには繁殖も必要であり、通常は

試験までに一年半から二年の月日を要することになる。第二の問題点は、遺伝

背景の変化による表現型への影響である。標的遺伝子改変マウスは作製された

施設によって用いられた ES 細胞の遺伝背景が 129 系統や C57BL/6 系統、交雑

系統などと多様である。交配後、遺伝背景が変化し、しばしば表現型解析の結

果を複雑にすることが知られている。第三の問題点は、生殖系列移行能を有す

る ES 細胞が限られたマウスの系統でしか樹立されていないことである。そこで、

本研究では、第一の問題点の解決のため、Y 染色体上に GFP 遺伝子が位置する

Tg マウスから ES 細胞を樹立し、雄特異的な蛍光を指標として一株の雄性 ES

細胞から雌雄の ES 細胞クローンを効率的に取得する方法を開発した（第２章; 

Yamamoto et al., 2014）。また、第二、第三の問題点の解決のため、多遺伝子変

異および複雑な遺伝背景を有するマウスから生殖系列移行能を有する ES 細胞

を樹立し、KO 動物を作製することにより問題の改善を検討した（第３章; 

Yamamoto et al., 2013）。 
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第２章 Y 染色体上に GFP を有する Tg マウスを使用した XO ES 細胞の選択 

 

第１節 はじめに 

KO マウスを作製するには多大な時間と労力が必要である。なぜなら、KO マ

ウス作製には以下のステップを必要とするからである。(1) ターゲッティングベ

クターの作製(1－2 ヶ月)、(2) ES 細胞での相同組換え(1－2 ヶ月)、(3) 相同組

換え ES 細胞からのキメラマウス作製(1－2 ヶ月)、(4) キメラマウスから標的ア

レルを有するヘテロ欠損マウスの取得(4 ヶ月)、(5) 交配によるホモ欠損マウス

の作製(4 ヶ月)。これらのステップの中でもとりわけ(4)と(5)において、マウス

の成長を待つ必要があることから多くの時間を必要とする。作製時間を短縮す

るための解決策の一つとしてステップ 4 において完全に ES 細胞由来の F0産仔

を作製することが可能である四倍体補完法が広く応用されている（Nagy et al., 

1990）。ステップ 5 については、変異アレルを ES 細胞内でホモにするために

Bloom's syndrome gene の応用（Horie et al., 2011）や雄性の半数体 ES 細胞を

利用する方法（Yang et al., 2012）が報告されている。しかしながら、これらの

方法は雄しか作製することができないという問題点がある。すなわち、これは

次世代を作製する際に、ヘテロ欠損の状態へ戻る必要があることを意味する。 

マウス ES 細胞において、自然発生的に 1－3%の頻度で Y 染色体が脱落し、

39, XO の細胞が出現する（Eggan et al., 2002; Kobayashi et al., 2004）。ヒト

において、X 染色体のモノソミー(45, X)はほとんどの場合、胎児の段階で自然

流産する。また、生存した女性はターナー症候群として知られており、不妊で

ある（Sybert et al., 2004）。一方で、マウスにおいて、XO 個体は正常に発生し、

妊性を有することが知られている（Russell et al., 1959）。この現象に基づいて

Egganらは 40, XYの雄性ES細胞から 39, XO ES細胞のサブクローンを単離し、
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それぞれの ES 細胞クローンから四倍体胚補完法によって産仔を作製すること

によって、一つの標的遺伝子改変 ES 細胞クローンから雄と雌を作製することに

成功した（Eggan et al., 2002）。これらのヘテロマウスを intercross することに

よってホモ変異マウスを作製可能であり、雌雄へテロマウスを作製するための

outcross を回避することによる大幅な作製期間の短縮が可能となった。39, XO 

ES細胞を単離するためには限界希釈とサザンブロット法によるY染色体の検出

が必要であり、着床前の胚や ES 細胞で性別を判定するには一般的に、胚もしく

は細胞の一部をサンプリングして PCR、Barr 小体の染色、核型検査を行う。こ

れらはすべて侵襲的であり、労力を必要とし、しばしば間違いも生じる。非侵

襲的な方法としては Hadjantonakis らが X 染色体上に GFP を有するマウスを

利用して XX と XGFPY の交配によって蛍光を示さない雄を判定可能であること

を報告している（Hadjantonakis et al., 1998）。 

そこで、本研究では C57BL/6J マウスの受精卵前核へマイクロインジェクシ

ョンすることによって Y 染色体上に GFP を有する Tg マウス(Y-GFP マウス)

を作製した。Y-GFP マウスにおいては、明確に光る雄と光らない雌による非侵

襲的な性判定が可能である。本研究では、Y- GFP マウスから ES 細胞を樹立し、

その特性を応用することによって Y 染色体の脱落した 39, XO ES 細胞を簡便に

区別する方法を確立した。 

 

第２節 材料と方法 

実験動物 

 マイクロインジェクションに用いる前核期胚のための雌雄C57BL/6Jマウス、

Mouse embryonic fibroblast (MEF)作製のための妊娠 C57BL/6J マウス、胚移

植用偽妊娠親の作成に用いる雌性 ICR マウスおよび精管結繋した同系統の雄性
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マウスは日本クレア（Tokyo, Japan）から購入した。すべての動物は、使用時

まで自治医科大学実験医学センターにおいて、12 時間サイクルでの照明調節の

条件下で飼育し、餌と水は自由に摂取させた。すべての動物実験は、自治医科

大学動物実験委員会の承認を受けた上で、動物実験指針に則って行った。 

 

Tg マウスの作製 

Tg マウスは以前記述された標準的なプロトコールに従って作製した（Hogan 

et al., 1986）。Tg マウスの発現プラスミドを構築するために、強発現で熱安定

な 2 つの変異を有する GFP 遺伝子(S65T/S147P)を、大阪大学宮崎教授より分

与された pCAGGS 発現ベクター（Ichida et al., 2000; Niwa et al., 1991）へサ

ブクローニングした。pCAGGS-GFP を SalI と BamHI 処理後に DNA 断片を

1%アガロースゲルで分離、精製し、10mM Tis-HCl(pH7.5)、0.25mM EDTA で

500 コピー/pL の最終濃度へ溶解した。C57BL/6J マウスの受精卵前核へ DNA

を注入後、偽妊娠 ICR マウスの子宮へ移植し、産仔を取得した。 

 

培地およびフィーダー細胞 

 ES 細胞樹立培地として ES/KSR 培地 [17.5% KnockOutTM Serum 

Replacement（ Invitrogen, Carlsbad, CA）、1% penicillin- streptomycin- 

glutamine（Invitrogen）、0.1mM MEM non-essential amino acids solution

（Invitrogen）、1% β2-mercaptoethanol（DS Pharma Biomedical, Osaka, 

Japan）、 1000 IU/mL ESGRO LIF（Millipore, Billerica, MA）を含む

KnockOutTM D-MEM（Invitrogen）]を基礎培地として使用した。フィーダー

細胞としてマイトマイシン C 処理をした MEF を用いた。MEF の培養には 10% 

fetal bovine serum (FBS) （Invitrogen）を添加した KnockOutTM D-MEM 培
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地を使用した。 

 

Y-GFP 由来 ES 細胞の樹立および培養 

 雄性 Y-GFP マウスと雌性 C57BL/6J マウスの交配 3.5 日後に、二酸化炭素に

より安楽死させ、摘出した子宮を DMEM/10%FBS 培地で潅流し、胚盤胞を取

得した。酸性タイロード液（Millipore, Billerica, MA）で透明帯を除去した後、

ES/KSR 培地を分注した 4 穴マルチディッシュ（Nunc, Rochester, NY）のフィ

ーダー細胞上へ 1 穴あたり 1 個ずつ移して培養を開始した。培養 5-7 日後に、

伸長した栄養膜細胞上で直径 100 µm 程度に増殖した内部細胞塊(inner cell 

mass, ICM)をマウスピペットで拾い上げ、パラフィンオイル（Wako Pure 

Chemical, Osaka, Japan）で被った 5 µL の trypsin-EDTA（Invitrogen, 

Carlsbad, CA）のマイクロドロップ中へ1個ずつ移し、37 ℃で5分間処理した。

マウスピペットで FBS を少量加えトリプシン反応を停止させた後、静かにピペ

ッティングして細胞を分散した。分散した細胞をマウスピペットで吸引し、予

め ES/KSR 培地を分注した 4 穴マルチディッシュのフィーダー細胞上へ播種し

た。播種 2－3 日後に形成された ES-like 細胞を trypsin-EDTA で処理し、コロ

ニーの数に応じて 4 穴プレートあるいは 35mm ディッシュのフィーダー細胞上

へ移し、継代した(継代数 1)。培地交換は継代時に行った。細胞の凍結にはセル

バンカー（Juji field, Tokyo, Japan）を用いた。Y-GFP 由来 ES 細胞の蛍光確認

には共焦点レーザー顕微鏡および実体蛍光顕微鏡を用いた。 

 

セルソーティング 

Trypsin-EDTA（Invitrogen）処理後に phenol red を含まない DMEM 培地に

懸濁することによって ES 細胞の単一細胞懸濁液を用意した。解離した細胞は
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BD FACS Aria III cell sorter （Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ）によ

って GFP 陽性細胞と陰性細胞へ分離した。 

 

FISH 解析 

 脾臓リンパ球もしくは Y-GFP 由来線維芽細胞から染色体を準備し、プローブ

として GFP DNA を用いて常法に従って解析を行った（Matsuda and Chapman, 

1995; Liu et al., 1997）。 

 

PCR による性判別 

 ES 細胞の性別は Sry および Ube1X, Y 遺伝子のダイレクト PCR 法により決

定 し た。 DNA の調 整 およ び PCR 反 応 は、 REDExtract-N-Amp kit

（Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO）を用いて行った。PCR プライマーとして

以下を用いた。Sry Forward: 5’-AAG CGA CCC ATG AAT GCA TTC ATG 

GTG TGG T-3’, Sry Reverse: 5’-GAG GTC GAT ACT TAT AGT TCG GGT 

ATT TCT CTC TGT G-3’、Ube1XY Forward: 5’-TGG TCT GGA CCC AAA 

CGC TGT CCA CA-3’, Ube1XY Reverse: 5’-GGC AGC AGC CAT CAC ATA 

ATC CAG ATG-3’。PCR 反応後の Sry の増幅産物は 214 bp, Ube1X の増幅産

物は 217 bp、Ube1Y の遺伝子断片は 198 bp であった。PCR 反応は製造者の指

示に従って行った。 

  

サザンブロット法による Y 染色体の検出 

 フェノールクロロホルム法によってゲノム DNA を抽出した。対照の雌雄サン

プルは各性別の C57BL/6J マウスの腎臓からゲノム DNA を抽出した。サザンブ

ロット法には 5 µg のゲノム DNA を使用した。EcoRI で制限酵素処理した後、
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1% アガロースゲルで電気泳動した。電気泳動後、ゲルをアルカリ変性、中和し、

10x standard saline citrate (SSC)を用いてナイロン膜上（GE Healthcare, 

Waukesha, WI）へ転写した。プローブは Y 染色体特有の繰り返し配列（Bishop 

and Hatat, 1987; Bradbury et al., 1990）を検出するために以下のプライマーを

用いて PCR によって合成した 1568 bp の増幅断片を使用した。Forward: 5’

-AAT TCA TAT CCA ATG GTT AAC AGT C-3’, Reverse: 5’-CAT ATA TAT 

GAC AGA GGC AAC AGC-3’。プローブのラベリングおよび検出は DIG-High 

Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II （ Roche, Basel, 

Switzerland）を使用した。 

 

第３節 結果 

Y-GFP マウスの作製 

 F0世代において、全身性の蛍光を有する 14 匹の founder マウスを選択した。

驚くことに、そのうちの 1 系統は雄性でしか蛍光が観察されなかった。この系

統の雄性 Tg と野生型の雌性 C57BL/6J の交配で得られた雄性産仔はすべて

GFP 陽性であり、雌はすべて GFP 陰性であった。雄と雌は Y 染色体特異的な

GFP 蛍光によって胚盤胞および E10.5 の胚で確実に見分けることが可能である

(図 2)。FISH 解析によって GFP シグナルは雄性 Tg マウス由来の繊維芽細胞の

Y 染色体上に検出された(図 3)。これらの結果から導入遺伝子である GFP が Tg

マウスの Y 染色体上に局在していることが示された。 
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図 2  着床前および妊娠中期の胚の GFP 蛍光による雌雄の判別 

E3.5 の胚盤胞の共焦点顕微鏡像 (A, 明視野; A’, GFP(緑)) および E10.5 胚の実体蛍光顕

微鏡像 (B, 明視野; B’, GFP(緑)). 
 
 

 
図 3  Y-GFP マウスの FISH 核型解析 
発現プラスミドの DNA 断片をビオチン化して用いた。矢印は GFP の導入遺伝子の位置

を示す。 
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Y-GFP 由来 ES 細胞の Y 染色体脱落頻度 

 雄の ES 細胞を Y-GFP マウスの胚から樹立した。核型解析よりこの ES 細胞

は 40、XY であった(data not shown)。Y 染色体脱落の頻度は共焦点顕微鏡下で

蛍光を観察することによって確認した(図 4)。6cm dish に生やした 206 コロニ

ー(継代数 3)のうち 11 コロニーが発光を消失しており、1.5%が部分的に蛍光を

欠失していた。共焦点顕微鏡下で GFP 陰性クローン(#1)と陽性クローン(#16)

を単離して培養した(図 5)。核型解析を行ったところ、#1 は Y 染色体を欠く 39、

XO であり、#16 は 40、XY であった(図 6)。 

単離した雄の 40, XY ES サブクローン(#16)を継代時に蛍光を観察したところ、

最初の継代(P3+1)では Y 染色体の脱落はなかったが、3 回目の継代(P3+3)でお

よそ 1.7%のコロニーで蛍光の消失が観察された(表 2)。 

 

 
図 4  Y-GFP より樹立した ES 細胞の GFP 蛍光 
矢印が GFP 陰性の ES 細胞コロニーを示す。蛍光を消失したコロニー (A, 明視野; A’, 

GFP(緑))と一部の蛍光を消失したコロニー (B, 明視野; B’, GFP(緑)) 。 
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図 5  単離培養した ES 細胞のサブクローン 

GFP 陰性 ES 細胞コロニーより得られたサブクローン#1 (A, 明視野; A’, GFP(緑))と
GFP 陽性 ES 細胞コロニーより得られたサブクローン#16 (B, 明視野; B’, GFP(緑))。 

 

 
図 6  単離培養した ES 細胞のサブクローンの核型解析 

GFP 陽性 ES 細胞(#1)と GFP 陰性 ES 細胞(#16)の分裂中期の核型を示す。矢印が Y 染

色体を示しており、GFP の蛍光が観察できない#1 においては Y 染色体が欠失している。 
 

A B#1 #16
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表 2 単離培養前後の Y-GFP 由来 ES 細胞クローンの GFP 蛍光 

 
 

Y 染色体脱落 ES 細胞の選択 

 Y 染色体が脱落し、蛍光が観察されなくなった 39, XO の ES 細胞を効率的に

選抜するために、フローサイトメトリーによって GFP 陽性 ES 細胞と GFP 陰

性ES細胞を分別した。側方散乱および前方散乱により分別したES細胞をFITC

により GFP 陽性細胞と GFP 陰性細胞の 2 つの集団に分離した(図 7A)。各集団

について、再度、同様の作業を行うことにより、ソーティングした細胞の 99.5%

以上が同じ分画に存在することを確認した(図 7B, 7C)。次に、分別した細胞の Y

染色体の有無を確認するため、Sry および Ube1X,Y 遺伝子の検出(図 8A, 8B)、

そしてサザンブロット法による Y 染色体の検出を行った(図 8C)。これらの結果

は GFP 陰性 ES 細胞が Y 染色体を欠如していることを示した。さらに、我々は

フローサイトメトリーにより継代に伴う常染色体と Y 染色体脱落頻度を比較し

た。常染色体脱落頻度を調べるために Ichida らが作製した GFP Tg マウスより

樹立した ES 細胞を用いた（Ichida et al., 2000）。分別直後と 5 回の継代後に染

色体の脱落を観察したところ、常染色体が 0.8%であったのに対し、Y 染色体で

は 2.9%の脱落細胞が含まれていた(図 9)。フローサイトメトリーによって観察

した Y 染色体の脱落頻度は ES 細胞コロニーの単離試験で観察された脱落頻度

と同様の傾向を示した。 

 

ES clone (passage nos.) GFP (+) GFP (-) Partially lacked GFP Total ES colonies

XY-ES (P3) 192 (93.2 %) 11 (5.3 %) 3 (1.5 %) 206 (100 %)

#1 cloned XO-ES (P3+1) 0 (0 %) 82 (100 %) 0 (0 %) 82 (100 %)

#16 cloned XY-ES (P3+1) 97 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 97 (100 %)

#16 cloned XY-ES (P3+3) 117 (97.5 %) 2 (1.7 %) 1 (0.8 %) 120 (100 %)
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図 7  フローサイトメトリーによる GFP 陽性細胞と GFP 陰性細胞の分離 

GFP 陰性および陽性細胞はそれぞれ P2 領域および P3 領域から集められた。Y 軸は細胞

数を X 軸は GFP の蛍光を示す。 

 

 
図 8  Y 染色体の検出 
フローサイトメトリーによって分別した GFP 陽性細胞と陰性細胞の Y 染色体の有無を

PCR およびサザンブロット法によって解析した。Sry 遺伝子(A)および Ube1X,Y 遺伝子(B)
の PCR による遺伝子型解析、Y 染色体上のリピート配列を認識するプローブを用いたサザ

ンブロット法による解析(C)はいずれも GFP 陰性細胞において Y 染色体を脱落しているこ

とを示した。M: 100bp ladder 

A B

GFP

C

23.1 kb
9.4 kb
6.6 kb
4.4 kb

2.3 kb
2.0 kb

M
XY XX GFP 

positive
GFP 

negativeM
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B
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図 9  常染色体 GFP Tg マウス由来 ES 細胞と Y-GFP 由来 ES 細胞における GFP 遺伝子の

脱落頻度の比較 
それぞれの ES 細胞をフローサイトメトリーにより GFP 陽性(+)と GFP 陰性(-)細胞に分

離後、フィーダーレスで培養を行った。継代数 0 の常染色体 GFP ES 細胞(A) と Y-GFP 由

来 ES 細胞(C)および継代数 5 の常染色体 GFP ES 細胞(B) と Y-GFP 由来 ES 細胞(D)。 
 
 

ES cells from GFP-Tg mice after sorting GFP(+) cell counts (%) GFP(-) cell counts (%)

0 passage 1822 (99.9) 1 (0.1)

5 passage 4397 (99.2) 36 (0.8)

0 passage 8526 (99.9) 10 (0.1)

5 passage 3623 (97.1) 108 (2.9)

Autosomal GFP

Y-chromosomal GFP
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第４節 考察 

本研究では前核期卵注入法によって Y 染色体上に GFP 遺伝子を有する Tg マ

ウスを作製した。このマウス系統において雄のみ蛍光が確認でき、少なくとも

E2.5 で非侵襲的に雌雄判定が可能であった。通常、キメラマウスを作製する際

に用いられる ES 細胞は雄である。一方で ES 細胞を導入する胚盤胞の性別は雌

雄 50%の頻度で混在しているため、しばしば作製したキメラマウスは雄と雌の

細胞が混在した個体となり、両性具有や妊性を示さないことが知られているが、

本 Tg マウスより蛍光を有する胚盤胞を選別した場合はこの問題を回避するこ

とが可能である。 

次に、このマウスから ES 細胞を樹立し、Y 染色体脱落 ES 細胞のマーカーと

して有用であるかを検討した。以前の研究からマウス ES 細胞において Y 染色

体が脱落して 39, XO になる頻度は 1.3－2.7%であることが報告されている

（Eggan et al. 2002）。本研究において、継代数 3 の ES 細胞を使用して Y 染色

体の異常は 5.3%であった。元株から GFP 陽性株を単離して培養した#16 株に

おいて、3 回の継代後に Y 染色体の消失が 1.7%の頻度で観察された。これはマ

ウス ES 細胞の Y 染色体の消失が培養中に比較的起こりやすいことを示唆した。

以前の報告において、マウス ES 細胞中で高頻度の染色体異常が観察されている

（Sugawara et al. 2006）。彼らの実験に用いられた細胞の継代数は不明である

が、調べられた細胞株のうち 33.5%に何らかの染色体異常があった。さらには、

染色体異常を有する ES 細胞の 25.7%で Y 染色体の消失が観察されている。染

色体異常は不均衡な構造による染色体の再編成もしくは自己複製に有利に働く

など、より生存に働きかける変異の選択が時間の経過とともに固定されるため

に起こると考えられている（The International Stem Cell Initiative, 2011）。 

 我々はフローサイトメトリーにより樹立した Y-GFP ES 細胞から XO の GFP
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陰性細胞を単離することができた。これらの GFP 陰性細胞は PCR により Sry

遺伝子を検出せず、また、サザンブロット法によって Y 染色体が存在しないこ

とが明らかとなった。Eggan らは XY 細胞由来の XO ES 細胞を用いて四倍体胚

補完法により雌個体を作製し、ホモ接合体マウスの作製を加速することが可能

であることを報告している。しかしながら、XO ES 細胞を得るために、限界希

釈法で ES 細胞コロニーを単離し、PCR およびサザンブロット法による Y 染色

体の確認を行わなければならず、労力を必要とする。我々が樹立した Y-GFP 由

来 ES 細胞は劇的にこの作業を簡便化する。 

 我々が樹立した Y-GFP Tg マウスは雄を非侵襲的に選別可能とした初めての

報告であり、このマウスおよび派生した ES 細胞はジーンターゲッティング技術

においてより効率的な動物作製に応用可能なツールになりえる。 
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第３章 複雑な遺伝背景を有したマウスを用いた KO マウスの作製 

 

第１節 はじめに 

近年、複数の遺伝子が関与する疾患のモデル動物を開発するために、同一個

体への複数の変異の導入が試みられている（Oddo, et al., 2009; Jacques et al., 

2010）。通常、遺伝子に変異を持つマウスに新たな変異を導入するには、それぞ

れの変異を有する系統を交配して、その産仔から希望の遺伝子型を有するもの

を選択する必要がある。しかしながら、この過程は多大な時間と労力を必要と

する。さらに、遺伝子改変動物は作製された施設によって用いられた ES 細胞の

遺伝背景が 129 系統や C57BL/6 系統、交雑系統などと多様であり、交配後、遺

伝背景が変化し、しばしば表現型解析を複雑にしている。とりわけ、行動、認

知、神経生理の分野ではその問題が指摘されている。例えば、129 系統は

C57BL/6J マウスと比較して学習能が低いことが知られている（Balogh et al., 

1999, Bothe et al., 2004）。また、アルツハイマー病(AD)に関与するヒトアミロ

イド β (Aβ)前駆体タンパク質(APP)の変異体を発現する Tg2576 マウスでは、遺

伝背景を C57BL/6、CBA、B6SJL F1 へそれぞれ置換したところ不安行動や認

知能に変化が生じたことが報告されている（Lassalle et al., 2008）。このような

問題を解決するには、新たな変異を導入したい個体から受精卵もしくは ES 細胞

を取得し、それらを利用して遺伝子改変操作を行う必要がある。 

 アルツハイマー病モデルの一つであるトリプルトランスジェニックマウス

(3xTg-AD マウス)は M146V 変異を有する presenilin1(PS1) KI マウスの受精卵

へスウェーデン型変異(KM670/671NL)を有するヒト APP 遺伝子、P301L 変異

を有するヒト Tau 遺伝子を導入して作製された（Oddo et al., 2003）。本系統は

ヒト Aβ 蛋白および Tau 蛋白の蓄積や認知能の異常などのいくつかの AD の所
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見を特徴とするモデルマウスであり、本マウスへ新たな変異を導入することは

AD に関連することが予測される遺伝子の機能解析を行うために魅力的な方法

である。しかしながら、本マウスは複雑な遺伝背景を有する。すなわち、これ

ら 3 つの変異はホモ接合体として維持され、また、PS1 KI マウスの遺伝背景は

129/C57BL6 の交雑である。なお、その対照マウスは 129/C57BL6 の交雑個体

を別集団として維持している。 

本研究において、3 遺伝子に変異を有し複雑な遺伝背景の 3xTg-AD マウスか

ら生殖系列移行能を有する ES 細胞を樹立し、新たな遺伝子を導入する方法を確

立した。 

 

第２節 材料と方法 

実験動物 

 3xTg-AD マウスは Oddo らによって作製され、Dr. LaFerla より武田薬品工

業株式会社に分与された（Oddo et al., 2003）。Mouse embryonic fibroblast 

(MEF)作製のための妊娠 C57BL/6J マウス、インジェクションのホストとなる

二倍体の胚盤胞取得のための雌雄 C57BL/6J マウス、四倍体の胚盤胞取得のた

めの雌雄 ICR マウス、胚移植用偽妊娠親の作成に用いる雌性 ICR マウスおよび

精管結繋した同系統の雄性マウスは日本クレア（Tokyo, Japan）から購入した。

動物は実験期間中、温度 23±2℃、湿度 55±5%で飼育し、飼料および水を自由

摂取させた。飼育室の明暗切り替えは 12 時間毎(7:30-19:30)に設定した。本研

究に記載の実験および動物飼育条件は、武田薬品工業株式会社の実験動物倫理

委員会の定める倫理基準に則って実施した。 

 

3xTg-AD マウスの胚盤胞取得 
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3xTg-AD マウスの胚盤胞を取得するために体外受精を用いた。培養は全て

37℃, 5% CO2 で行った。24週齢以上の雌性3xTg-ADマウスに5 IUのpregnant 

mare serum gonadotropin（PMSG; Asuka Pharmaceutical, Tokyo, Japan）を

腹腔内投与し、その 48 時間後に 5 IU の human chorionic gonadotropin （hCG; 

Asuka Pharmaceutical）を腹腔内投与し、過排卵処理した。hCG 投与 15-16

時間後に二酸化炭素暴露により安楽死させた雌性マウス卵管から卵丘細胞に包

まれた卵子を採取し、ミネラルオイルで覆われた 200 µL の HTF 培地（九動, 

Saga, Japan）中で培養した。24 週齢の雄性 3xTg-AD マウスより摘出した精巣

上体尾部から採取した精子をミネラルオイルで覆われた 200 µL の HTF 培地中

へ移し、1 時間培養した。最終の精子濃度が 100-200 個/µL になるように卵子

を含む培地中へ注入して 6 時間培養を行った。前核が確認できた受精卵を M2

培地（DS ファーマバイオメディカル, Osaka, Japan）中で洗浄した後、mW 培

地（三菱化学メディエンス, Tokyo, Japan）中で胚盤胞まで発生させた。 

 

ES 細胞の樹立および培養 

 培地および ES 細胞の樹立、培養は第２章で示した方法を用いた。 

 

キメラマウス作製 

二倍体胚と四倍体胚のいずれかと雄性ES細胞ライン(#1, #3, #5, #7)よりキメ

ラマウスを作製した。雄性 C57BL/6J マウスと交配させた同系雌性マウスを交

配 3.5 日後、二酸化炭素暴露により安楽死させ、二倍体の胚盤胞を採取した。四

倍体胚盤胞の作製はKubiakら（Kubiak et al., 1985）の方法を改変して行った。

以下、簡潔に記述する。過排卵処理した雌性 ICR マウスを同系雄性マウスと交

配し、hCG 投与 42 時間後に雌性マウスより 2 細胞期胚を取得した。2 細胞期胚
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を 0.5 mmoles/L CaCl2、0.1 mmoles/L MgSO4を含む 0.3 moles/L mannitol 溶

液で浸した petridish parallel platinum electrode（Nepagene, Chiba, Japan）

上におき、スクエアー式細胞融合遺伝子導入装置（ECM2001, BTX, Holliston, 

MA）で電圧 180V、50 µsec の直流パルスを 3 回通電することにより電気的に

融合させて四倍体胚を作製し、mW 培地にて胚盤胞まで培養した。用意した二

倍体および四倍体の胚盤胞(ホスト胚)へ 20-30 個の ES 細胞を注入後、偽妊娠

ICR マウスの子宮へ移植し、キメラ産仔を取得した。キメラ個体への ES 細胞

の寄与率は毛色によって判断した。 

 

遺伝子ターゲッティングベクターの構築 

receptor for advanced glycosylation end products (RAGE)遺伝子を含む

BAC クローン（Advanced GenoTechs, Tsukuba, Japan）を利用して大腸菌内

相同組換え技術（Gene Bridges, Heidelberg, Germany）により標的部位を

loxP-PGK-Hygr-loxP ユニットへ置換した。置換部位の 5’側、3’側に 5-6 kbp

の相同領域を含む断片を diphtheria toxin fragment A (DT-A)を持つベクターへ

サブクローニングしてターゲッティングベクターを作製した(図 10)。AscI で制

限酵素処理により直鎖化した後、1/10 TE にて 1 µg/µL に調整してエレクトロポ

レーションに用いた。 
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図 10  RAGE 遺伝子欠損マウスの作製デザイン 
 エキソン 2と 3を含むゲノム領域を loxP-PGK-Hygr-loxPユニットへ置換した。WT: wild 
type, DT-A: diphtheria toxin fragment A 
 
 

エレクトロポレーション 

900 µL の electroporation buffer（DS ファーマバイオメディカル）で懸濁し

た 1x107個の ES 細胞へ 20 µg の直鎖化した DNA を導入した。ターゲッティン

グベクターの導入にはGenepulser II （Bio-Rad, Herucules, CA）を用いた（0.24 

kV, 500 µF）。エレクトロポレーション後、2.5x106個の ES 細胞を 10 cm2 dish

中のハイグロマイシン耐性 feeder（Millipore）上へ分注した。エレクトロポレ

ーション 24 時間後より 125 µg/mL hygromycin B （Invitrogen）を添加した。

培地はマイクロピペットを使用して毎日交換した。薬剤選択 8 日目に増殖して

いるハイグロマイシン耐性の ES 細胞コロニーを 96 well plate へ拾い上げ、

ES/KSR 培地で培養した。培養 3 日後に 2 枚の 96 well plate へ分割し、1 枚は

凍結保存に、もう 1 枚は DNA 抽出に用いた。 
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相同組換え ES 細胞のスクリーニング 

Puregene kit（Qiagen, Venlo, Netherlands）を使用してゲノム DNA を抽出

し、30 µL の TE buffer へ溶解した。最初にターゲッティングベクターに用い

た相同領域の外側と loxP-PGK-Hygr-loxP ユニット内に設計した以下のプライ

マーを用いて PCR スクリーニングを行った。Forward: 5’-CCC TCT GGA 

CTG AAG ACT GGT ATC-3’、Reverse: 5’-CAT CTG CAC GAG ACT AGT 

GAG ACG-3’。PCR 反応は 94 ℃ 1 分間の変性後、98 ℃ 10 秒、68 ℃ 1 min 

/kb を 35 サイクル行った。次に、PCR スクリーニングで陽性であったコロニ

ーについて各遺伝子のコピー数をqPCRによる loss-of-native-allele assay を用

いて確認した（Valenzuela et al., 2003）。遺伝子がターゲッティングされると

ゲノム中のコピー数が 2 コピーから 1 コピーへ減少することを利用し、

GnRHR 遺伝子のコピー数を内部標準として各遺伝子のコピー数を検出した。

qPCR 反応は TaqMan universal PCR master mix（ABI）を使用した。プライ

マーおよびプローブは以下を用いた。RAGE Forward: 5’-TCC TAC ACA CGC 

ACA CCC C-3’, RAGE Reverse: 5’-GGG TGA TAG CAT CAT TGT GGG-3’, 

RAGE probe: 5’-CCC CAC CTC TCC CCT TCC ACC C-3’、GnRHR Forward: 

5’-TGT ATG CCC CAG CTT TCA TG-3’, GnRHR Reverse: 5’-GGC TGA 

GTG ATG GCC AGG-3’, GnRHR probe: 5’-TGG TGG TGA TTA GCC TGG 

ACC GCT-3’。 

 

遺伝子型判定 

遺伝子組換え処理を行っていない ES 細胞由来のキメラマウスを C57BL/6J マ

ウスと交配した。ES 細胞由来ゲノムの F1 産仔への伝達は 3xTg-AD マウスの

特徴であるアグーチ色の体毛により判別した。遺伝子組換え ES 細胞由来のキメ
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ラマウスは 3xTg-AD マウスと交配した。標的遺伝子の産仔への伝達は PCR に

よる遺伝子型の解析により判定した。尻尾より puregene kit（Qiagen）を用い

てゲノム DNA を抽出し、ハイグロマイシン耐性遺伝子の有無および相同組換

え ES 細胞をスクリーニングした際の PCR 条件により判定した。 

 

第３節 結果 

ES 細胞の樹立 

 体外受精による受精卵を 3 日間培養することにより取得した胚盤胞(図 11A) 

30 個を ES/KSR 培地で 7-9 日間培養したところ、ICM の増殖が半数の 15 個の

胚盤胞について観察された(図 11B)。直径 100 µm 以上に成長した 15 個の ICM

を単離し、トリプシン処理後、ピペッティングにより解離すると、単細胞に分

散した。分散した細胞をフィーダー細胞上へ播種すると 2-3 日で細胞は増殖し、

多数の ES 様細胞塊が観察された(図 11C)。単離した 15 個の ICM 由来の ES 様

細胞塊はいずれも少なくとも継代数 2 まで培養を継続することができ、凍結保

存できた細胞株を樹立株とした。これら 15 株のうち、雌性は 4 株および雄性は

11 株であった。 

 

 
図 11  3xTg-AD マウスからの ES 細胞の樹立 
(A) 体外受精後 72 時間目の胚盤胞、(B) ES/KSR 培地で 7 日間培養後の内部細胞塊、(C) 
3xTg-AD マウス由来 ES 細胞のコロニー Bars=100 µm. 

 

A B C
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Non-targeted ES 細胞からのキメラマウス作製 

 樹立した雄性 ES 細胞株(#1, #3, #5, #7)のうち 4 株について個体発生への寄与

を確認するために、まず、二倍体胚を用いてキメラマウスを作製した(表 3)。す

べての細胞株からキメラマウスが取得され、アグーチ色の体毛の比率によりキ

メラ率を判定した。キメラマウスの多くに ES 細胞の高い寄与が認められた(表

3A)。さらに、雄性キメラマウスを C57BL/6J マウスと交配し、ES 細胞由来ゲ

ノムの次世代への伝達能を産仔の毛色により判定したところ、#1、#5、#7 の 3

ラインの ES 細胞に生殖系列移行能を確認した。一方、四倍体胚を用いることで

キメラ率が 100%の ES 細胞由来個体(ES mice)を取得したが、#3 株については

離乳産仔が確認できなかった。#1、#5、#7 の 3 ラインについては交配した ES 

mice はすべて生殖系列移行能を有していた(表 3B)。 
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表 3  non-targeted ES 細胞からのキメラマウス作製 
(A) 二倍体 (ホスト胚; C57BL/6J) 

 
 
(B) 四倍体 (ホスト胚; ICR) 

 
a 産仔数/ 移植胚数 
b 離乳産仔数/ 産仔数 
c 50％以上のキメラ率を有するキメラ数/ 交配したキメラ数 
d 生殖系列キメラ数/ 交配したキメラ数 
*ES 細胞株(#5, #7)を用いて四倍体補完法により作製した ES mice については一部を生殖

系列移行試験に用いた。 

 

RAGE KO マウスの作製 

 樹立した ES 細胞が遺伝子改変作業に使用可能であるかを確かめるためにエ

レクトロポレーションによる相同組換え体の取得および相同組換え体からの

KO マウスの作製を試みた。3xTg-AD マウスには変異 PS1 KI マウスを作製す

る過程において使用されたネオマイシン耐性遺伝子が残存している（Guo et al., 

1999）。そこで、薬剤耐性にはハイグロマイシンを用いた。薬剤選択後に出現し

た 272 クローンを PCR により遺伝子型解析を行い、14 クローンの相同組換え

Line Passage No. No. of embryos
transferred

No. of pups
born (%)a

No. of offspring
weaned (%)b

No. of chimeras
mated

No. with >50%
coat color (%)c

No. of germline
transmitter

(%)d

#1 P5 44 18 (41) 15 (83) 14 14 (100) 6 (43)

#3 P5 47 21 (45) 5 (24) 4 0 (0) 0 (0)

#5 P5 63 33 (52) 30 (91) 23 22 (96) 21 (91)

#7 P5 56 28 (50) 20 (71) 12 12 (100) 7 (58)

Line Passage No. No. of embryos
transferred

No. of pups
born (%)a

No. of offspring
weaned (%)b

No. of chimeras
mated

No. with >50%
coat color (%)c

No. of germline
transmitter

(%)d

#1 P5 180 21 (12) 2 (10) 1 1 (100) 1 (100)

#3 P5 197 3 (2) 0 (0) - - -

#5 P5 220 58 (26) 25 (43) 9* 9 (100) 9 (100)

#7 P5 229 24 (10) 16 (67) 6* 6 (100) 6 (100)
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ES 細胞を取得した(相同組換え効率 5.1%)。相同組換え ES 細胞の個体発生への

寄与を確認するためにキメラマウスを作製した(表 4)。二倍体および四倍体の両

方のホスト胚を用いてキメラマウスを取得した。雄性キメラマウスを 3xTg-AD

マウスと交配したところ、標的遺伝子の次世代への伝達が確認された。 

 

表 4  相同組換え ES 細胞からのキメラマウスの作製 

 
a 産仔数/ 移植胚数 
b 離乳産仔数/ 産仔数 
c 50％以上のキメラ率を有するキメラ数/ 交配したキメラ数 
d 生殖系列キメラ数/ 交配したキメラ数 

 

第４節 考察 

 本研究において、我々は 3 遺伝子の変異を有し、かつ、複雑な遺伝背景の

3xTg-AD マウスから生殖系列移行可能な ES 細胞を樹立した。また、これらの

ES 細胞を用いて遺伝子改変マウスの作製が可能であることが確認された。さら

に、今回確立した方法論は他の多くの遺伝子あるいは複雑な遺伝背景を持つマ

ウス系統に応用可能であることを示す。 

一般的に、遺伝子改変マウスの表現型は遺伝背景によって影響をうけるため、

戻し交配によって望まれる遺伝背景へ置換することが広く行われている。しか

しながら、理論上は 12 世代の交配を行う必要があり、多大な労力および時間が

かかる。また、変異させた遺伝子周囲のゲノム領域は完全には置換できないた

め、解析には注意が必要である。そのような問題を回避するために、望まれる

Clone No. Host
blastocysts

No. of
embryos

transferred

No. of pups
born (%)a

No. of
offsprings

weaned (%)b

No. of
chimeras

Mated

No. with
>50% coat
color (%)c

No. of
germline

transmitter
(%)d

RAGE #143 diploid
(C57BL/6J) 82 10 (12) 2 (20) 1 1 (100) 1 (100)

RAGE #143 tetraploid
(ICR) 238 11 (0.5) 1 (5) 1 1 (100) 1 (100)
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遺伝背景を有する系統を用いて遺伝子改変操作をすることが重要である。例え

ば、近年までは ES 細胞の樹立および維持がしやすいという理由から 129 系マ

ウス由来の ES 細胞が汎用されたが、最近では、C57BL/6 系マウス由来の ES

細胞が使用されることが多くなっている（Brook et al., 2003; Schoonjans et al., 

2003; Baharvand et al., 2004; Tanimoto et al., 2008）。 

本研究では複雑な遺伝子背景および 3 種の改変遺伝子を有するマウスである

3xTg-ADマウスからES細胞を取得して新たな変異を導入することに成功した。

3xTg-AD マウスは細胞内 Aβ の蓄積、細胞外 Aβ プラークの形成、tau 病変が加

齢依存的に認められることから、Aβ と Tau の両病変の相互関係の研究や、創薬

研究に広く使用されている（Elder et al. 2010）。今後、本研究で樹立した ES

細胞を用いて、例えばゲノムワイド関連解析(GWAS)などで同定されたアルツハ

イマー病のリスク遺伝子を改変することにより現モデルよりもさらにヒトの病

態を反映したモデルマウスの開発に応用可能であるとともに、薬剤標的遺伝子

の改変による薬効試験への応用が期待される。 
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第４章 総合討論 

 ヒトの持つ多種多様な生命機能およびその異常により生じる種々の疾患の要

因を明らかにするためにモデル系を構築することは必要不可欠である。モデル

系を構築する際に重要な点としては『迅速かつ効率的な作製手法』と『ヒトの

病態を模倣する正確性』が挙げられる。本研究では医学研究のためのモデル動

物として盛んに用いられている ES 細胞を介した遺伝子改変マウスに着目し、上

記を解決するためのアプローチを検討した。 

 

迅速かつ効率的な遺伝子改変マウス作製系の構築 

 ES 細胞を介した遺伝子改変マウスを実験に用いるためには、遺伝子改変マウ

スの作製と作製したマウスの繁殖が必要である。通常、劣勢形質の表現型解析

が多く、キメラマウスと野生型マウスの交配によるヘテロ個体の作製、ヘテロ

個体同士の交配によるホモ個体の作製により解析個体を樹立することになる。

マウスの生活環は 3 ケ月であることから解析個体の樹立にはキメラマウスの作

製から最低 6 ヶ月を有することになる。本研究ではこの期間を短縮すべく、Y

染色体上に GFP 遺伝子が位置する Tg マウスから ES 細胞を樹立し、雄特異的

な蛍光を指標として一株の雄性ES細胞から雌雄のES細胞クローンを効率的に

取得する系を確立した。これにより F0世代で雌雄のキメラマウスを得られるこ

とになり、つづく F1世代でホモ個体を取得することが可能となる。これまでに

Eggan らは 40, XY ES 細胞由来の 39, XO ES 細胞を用いて四倍体胚補完法によ

り 40, XY ES 細胞由来の雄個体と 39, XO ES 細胞由来の雌個体を作製し、F1世

代でホモ個体を作製することにより作製系を加速することが可能であることを

報告している（Eggan et al., 2002）。この報告の中で、39, XO ES 細胞を得るた

めに限界希釈法で ES 細胞コロニーを単離し、PCR およびサザンブロット法に
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よる Y 染色体の検出を行った。本研究では Y-GFP 由来 ES 細胞を用いることに

より非蛍光を示す 39, XO ES 細胞をフローサイトメトリーにより効率的に選択

することに成功した。また、マウス ES 細胞の Y 染色体の消失が培養中に比較

的起こりやすいことを示した。 

一方で遺伝子改変マウスの作製技術の進歩も著しい。その一つが本研究の第

３章で用いた四倍体補完法によるキメラマウスの作製である。四倍体を用いて

生まれた ES 細胞由来の産仔は正常な形態的、生理学的、神経学的特徴を示し

（Schwenk et al., 2003）、体細胞核移植由来のクローンマウスで観察される生

存直後の呼吸障害による死亡が観察されず（Eggan et al., 2001）、ヘテロもしく

はホモ接合体に変異をもつES細胞から生まれたF0産仔はほぼ 100％ES細胞由

来であるため、直接表現型解析に使用できることが報告されている（Guillemot 

et al., 1994; Seibler et al., 2003; George et al., 2007）。さらに生殖系列移行が

保障されている(すべての精子が ES 細胞由来)ため、体外受精法の使用により効

率的に次世代を取得することができる。 

また、遺伝子改変操作手法として近年目覚しい発展をとげているのがゲノム

編集技術である。ZFNs、TALENs、CRISPR/Cas system に代表されるそれら

の方法は前核期卵へのマイクロインジェクションを基礎としているため、技術

的に簡便であり生殖系列移行に対する懸念も少ない。さらには、その切断効率

の高さから F0世代で大量のホモ欠損個体を取得できるため理想的な遺伝子欠損

動物の作製方法となってきている（Mashiko et al., 2013）。しかしながら、これ

らの技術による場合、単純な遺伝子欠失は可能であるが、精緻な技術が要求さ

れる遺伝子置換や近年多用されている Cre-loxP システムを用いた部位特異的あ

るいは誘導型欠失などは未だ検討の余地が残るのが現状である。一方で、ES 細

胞を用いた標的遺伝子改変技術は複雑で正確な遺伝子の修飾が可能である。ES
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細胞の培養技術においても自己複製能の維持が GSK3 阻害剤である

CHIR99021、MEK 阻害剤である PD184352、FGFR 阻害剤である SU5402 の

3 つの阻害剤(3i)もしくは CHIR99021、MEK 阻害剤である PD035901 の 2 つ

の阻害剤(2i)で可能であるという画期的な発見により一昔前の難しさはなくな

っていることから（Ying et al., 2008）、ES 細胞を利用した遺伝子改変操作につ

いてもその重要性は失われることはないと考えられる。 

 

ヒトの病態を模倣する正確性 

 ヒトの病態をより正確に模倣するためのアプローチは動物種の選択、ヒトの

病態に関与する遺伝子変異の導入そしてヒト化である。本研究においては複数

のヒトの病態に関与する変異を有するアルツハイマー病モデルマウスから樹立

した ES 細胞にさらなる遺伝子改変操作を実施することによりアルツハイマー

病の治療を模倣するマウスの作製を行った。この手法は代謝性疾患や神経変性

疾患などの複数の遺伝子が関与する疾患の病態解明に非常に有効であると考え

られる。 

動物種については、20 世紀初頭の近代医学の発展と共にヒト個体を実験の対

象にできないという理由から、飼育繁殖が容易な哺乳類であるといった種々の

条件を満たすマウスおよびラットがモデル動物として汎用されてきた。とりわ

けラットはマウスと比較して、その適度な大きさから生体試料の採取や外科的

手術、各種臓器機能の測定が容易である。さらには、代謝性疾患領域、行動学、

薬剤開発の安全性評価に長い間使用されてきており、多くのデータが蓄積され

ている。近年では生殖系列移行能を有するラット ES 細胞の樹立が報告され、

KO ラットが作製可能となっており（Buehr et al., 2008; Li et al., 2008; Tong et 

al., 2010）、我々のグループもラット ES 細胞を介した KO ラットを報告してい
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る（Yamamoto et al., 2012）。さらに、現在では、ゲノム編集技術を利用するこ

とにより霊長類での標的遺伝子改変が可能となっている（Niu et al., 2014; Liu 

et al., 2014）。 

医学研究においてヒトの病態を理解するための理想的な手法は疾患に関わる

ヒトの細胞や臓器を実験材料に用いることである。最近では、患者に由来する

疾患 iPS 細胞の応用（Inoue et al., 2014）や幹細胞からの臓器形成（Lancaster 

et al., 2014）といったヒトの細胞および臓器モデルを構築する試みが盛んにさ

れており、これまで採取が困難であった神経細胞などへの応用が期待されてい

る（Heilker et al., 2014）。また、動物モデルとしてはヒト化マウスが開発され

ている。ヒト化マウスとはマウスの遺伝子・細胞・組織の一部がヒトのものに

置換されたマウスをいい、大別すると、(1) ES 細胞の KI 技術などを応用してヒ

トの遺伝子を対応するマウスの内在遺伝子のプロモーター下で制御するように

した遺伝子レベルでのヒト化マウスと、(2) 免疫不全マウスにヒトの正常細胞や

疾患細胞を移植し定着させた細胞・組織レベルでのヒト化マウスが存在する

（McCune et al., 1988）。前者(1)のように KI 技術による遺伝子レベルでのヒト

化は未だ ES 細胞を介してしか安定的に実施できないことからも本研究で示し

た研究手法は必要であると考えられる。 

 

今後の研究の進展 

20 世紀後半には遺伝子解析技術、遺伝子操作技術および胚操作技術の著しい

進歩により、ヒト個体の表現型や病態に対応する遺伝子を特定し、マウスにお

いて対応する遺伝子を欠損させたり、ヒトの遺伝子をそれらに発現させたりす

ることによりマウスの個体レベルでヒトの病態を模倣することが可能になった。

そのような遺伝子改変操作により作製された病態モデル動物は創薬にも応用さ
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れており、標的探索・標的の概念検証・化合物の評価に広く使用されている。

近年では、病態モデル動物の作製技術の進歩が著しく、さらには、技術間の相

性がよく、その組み合わせによって新たな病態モデルを作製できる可能性があ

る。そのため、より多くの選択肢をもち、各技術の欠点を補いながら様々な角

度からヒトの疾患を理解していきたい。 
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