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1.研究実施の概要 

本研究プロジェクトは、最終的に10の何乗個の遺伝子を改変した細胞を創製し、網羅的

なデーター解析に基づいて、疾患モデル細胞という新しい概念を提示することを目的とし

ている。そのために、最も技術的に困難である、マイクロインジェクションによる遺伝子

改変技術を簡便迅速、さらには完全自動化を目指すことを第一の目標に掲げている。今年

度の成果としてロボット２号機を制作し、実験者が細胞操作を行いやすいような装置とし

て開発した。疾患関連遺伝子として糖尿病遺伝子に着目し、６種類のcDNAをクローニング

した後、これらの遺伝子発現状態をEGFPあるいはDsRedを用いて可視化した。これらの細

胞にRNAiによる発現阻害の予備的実験結果も得た。また、PDX-1の遺伝子部位にGFP遺伝子

をヘテロにノックインすることによってPDX-1発現を可視化したES細胞を樹立すると共に、

ジーントラップ法を確立するためのベクターを新たに構築した。今後は、ロボット２号機

を用いて顕微鏡下で測定可能なインスリン検出ユニットを開発し、細胞機能評価を行うと

同時に、単一細胞操作支援ロボットを様々な研究分野へ応用展開することで、細胞工学的

応用技術の開発を目指す。一方、装置開発と平行して、糖尿病関連遺伝子であるPDX-1の

遺伝子部位にGFP遺伝子をヘテロにノックインしたES細胞の情報に基づき、細胞レベルで

の糖取り込み活性などを指標としたアッセイについて評価すると同時に、新たなアッセイ

系の開発も試みる。また、このES細胞を用いることにより、インスリン分泌細胞への分化

誘導を行うと同時に、PDX-1可視化マウスの樹立、さらに、キメラマウスの作成も試みて、

発生の各段階におけるPDX-1遺伝子発現を経時的に観察する。一方、ES細胞において、

RNAiの効果が持続しないという問題が生じているため、分化した細胞とES細胞において、

持続時間や配列依存性などについて比較検討し、ES細胞に適用可能なRNA interference技

術の確立を目指す。体細胞核移植クローン技術および配偶子作出を経た顕微授精技術の開

発を行い、実際に疾患モデル細胞への応用を進める。一連の解析結果により、疾患モデル

細胞を作製し、細胞から個体までの各段階における解析が可能になると考えられる。 

 



2.研究実施内容 

（１）ロボットを用いた細胞操作条件の最適化 

 既に開発済みのロボット１号機を用いて、細胞操

作条件や遺伝子導入条件、遺伝子導入後の細胞操作

条件等について検討し、操作性の向上を目指して、

ハードおよびソフトを改良ないし新規開発した。な

お、作業は中央精機グループとの共同で行った。そ

の結果、従来のジョイスティックに加え、トラック

ボール（速度：低速３段階、方向：キャピラリー軸

方向）とジョグダイアル（速度：低速３段階、方向：キャピラリー軸方向）を、新たな刺

入用キャピラリー微調制御方式に組み込んだ（図１）。また、動物細胞への適応を考え、

新たにピエゾ型マニピュレータを独自に開発した。さらに、破損したキャピラリーを迅速

かつ精密に交換するために、キャピラリーワンタッチ交換方法を新たに開発し、細胞座標

登録等のデータ表示などを行なうためのコンピューターディスプレイのハード及びソフト

を設計・製作し、キャピラリーをワンタッチで交換できるような治具を新たに開発した。 

（２）単一ES細胞の遺伝子改変のための要素技術の開発 

 500 nm単位の位置

制御は十分可能であ

るが、ES細胞等20 

µm前後の細胞にイン

ジェクションする場

合を想定し、技術開

発を行った。具体的

には、位置制御性の向上と細胞の弾性を考慮したインジェクションモードを新たに開発し

た。この開発したシステムを用いて、ES細胞へのインジェクション成功率の向上を図るこ

とができた（図２）。 

（３）糖尿病関連遺伝子の発現機能阻害条件の検討 

 マイクロインジェクション法を用いた疾患モデル細胞を開発する場合、複数の遺伝子

導入可能であることが最大のメリッ

トである。そこで、２種類の組み合

わせで機能阻害することにより、糖

尿病が起こることが十分予測される、

IRS-1 （ Insulin Receptor 

Substrate-1）、PDX-1、SHP、IRS-2、

GK（MODY2）、Kir6.2の６種類の糖

尿病関連遺伝子を選んだ。 

 機能阻害実験の方法としてRNAi法を選んでいるため、まず、６種類の遺伝子のcDNAを

図１　単一細胞操作支援ロボット図１　単一細胞操作支援ロボット

細胞数
108 個

自動停止成功 79 個

細胞数
37 個

導入成功 71 個
導入失敗 8 個

自動停止失敗 29 個

自動停止成功 31 個

自動停止失敗 6 個

生細胞数 17 個
生細胞数 5 個
生細胞数 0 個

生細胞数 27 個
生細胞数 0 個

PI 添加自動刺入 LY マイクロインジェクション

細胞数
108 個

自動停止成功 79 個

細胞数
37 個

導入成功 71 個
導入失敗 8 個

自動停止失敗 29 個

自動停止成功 31 個

自動停止失敗 6 個

生細胞数 17 個
生細胞数 5 個
生細胞数 0 個

生細胞数 27 個
生細胞数 0 個

PI 添加自動刺入 LY マイクロインジェクション

図２　自動刺入によるES細胞への電気泳動的マイクロインジェクション
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図３　糖尿病関連遺伝子発現の可視化
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それぞれクローニングした。

そ の 結 果 、 IRS-1(2,931 

bp) 、 PDX-1(952 bp) 、

SHP(810 bp)、IRS-2(3,042 

bp) 、 GK(1,555 bp) 、

Kir6.2(1,200 bp)のcDNAを

得ることができた。そこで、

これらの遺伝子発現状態を

EGFPおよびDsRedを用いて、６種類の遺伝子のES細胞内における発現状態を一過的に可視

化することもできた（図３）。そこで、これらの細胞にRNAiによる発現阻害の予備実験を

行ったところ、６種類全ての遺伝子について、発現阻害効果を確認できた。しかし、に示

すように、ターゲット配列によって阻害効果を示さない場合も見られた一方、濃度依存的

に遺伝子発現を抑制する場合も見られた（図４）。 

（４）PDX-1ノックアウトES細胞の作製およびES細胞からβ細胞への分化 

 PDX-1は転写因子であり、その遺伝子を

破壊することにより膵島の無形成異常が起

きること、またその遺伝子変異によりイン

スリン分泌不全がおこることが知られてい

る。そこで、平成15年度には、PDX-1の遺

伝子部位にGFP遺伝子をヘテロにノックイ

ンすることによってPDX-1発現を可視化し

たES細胞を樹立し、現在、このES細胞を用

いてキメラマウスを作製中である。また、

ES細胞からインスリン分泌細胞へ分化することもできた（図５）。 

（５）ES細胞、体細胞および生殖細胞を用いた核移植クローン効率の比較検討 

 疾患モデル細胞からの核移植クローン個体の作出のための基礎技術を開発するためには、

体細胞核移植クローン技術の効率を実用レベルにしなくてはならない。そこで、平成15年

度には、クローン作製におけるドナー細胞の違いの比較およびクローンマウス産子の遺伝

子発現パターンについて解析した。その結

果、卵丘細胞、セルトリ細胞、胎仔線維芽

細胞、尾部線維芽細胞、胎仔生殖細胞、リ

ンパ球系細胞、成体幹細胞、ES細胞をドナ

ー細胞として用いた場合について、クロー

ンマウスを作製することができた。産子率

は、ドナー細胞としてセルトリ細胞、リン

パ球系細胞を用いた場合が最も高く、10%

程であったのに対して、これ以外の細胞で
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は数%であった。また、クローンマウス産子の遺伝子発現パターン解析では、卵丘細胞ク

ローンおよびセルトリ細胞クローン産子に共通して、２倍以上に増加する遺伝子（肝臓、

腎臓、脳）および半分以下に減少する遺伝子（肝臓、腎臓、脳）を特定することができた

（図６）。 

（６）マウスES細胞における系統的遺伝子発現抑制技術の開発 

 ホモ変異体ES細胞の作出を可能とするジーントラップ法を確立し、

これによって系統的な変異ES細胞の創製を可能にすることを究極の目

的としている。今年度は、薬剤選別する場合の濃度を高濃度にするこ

とで、ホモ変異体を選択できるか検討した。その結果、ピューロマイ

シンの濃度を10-7の濃度で薬剤選別した結果、ホモ変異体を得ること

ができた。また、このES細胞を胚盤胞へ注入しキメラ胚を作製したと

ころ、胚全体に均一遺伝子導入がされたキメラ胚を得ることができた

（図７）。 

 

3.研究実施体制 

松岡グループ 

①研究分担グループ長：松岡英明（東京農工大学・教授） 

②研究項目： 

(1)ロボットを用いた細胞操作条件の最適化 

(2)疾患原因遺伝子に関する既往の知見の収集と機能発現機構の考察 

(3)単一ES細胞の遺伝子改変のための要素技術の開発 

(4)クローンマウスおよび未成熟マウスの各部組織からの疾患モデル細胞の収集と

機能解析 

稲垣グループ 

①研究分担グループ長：稲垣暢也（秋田大学・教授） 

②研究項目： 

(1)疾患原因遺伝子を標的として改変した細胞の作成と細胞機能解析 

小倉グループ 

①研究分担グループ長：小倉淳郎（理化学研究所・室長） 

②研究項目： 

(1)クローン作製におけるドナー細胞の違いの比較 

(2)クローンマウス産子の正常・異常判定及び遺伝子発現パターン解析  

(3)クローンマウス及び未成熟マウスの各部組織からの疾患モデル細胞の収集 

丹羽グループ 

①研究分担グループ長：丹羽仁史（理化学研究所・グループリーダー） 

②研究項目： 

(1)新規ジーンとラップ法による遺伝子マーキング 

図７　キメラ胚の解析図７　キメラ胚の解析



(2)変異ES細胞の系統的作出とその解析法の確立 
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