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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、さらには自動化を目指すことを第一の目標に掲げている。平成16年

度までの成果として、２号機を製作し実験者が細胞操作を行いやすいように、ジョイステ

ィックを機能的なものとした。また、細胞位置座標登録等のデーター表示などを行うため

のコンピューターディスプレイのハードおよびソフトを設計・製作し、実際にES細胞への

インジェクションを行い、完成度を評価した。疾患関連遺伝子として、糖尿病遺伝子に着

目し代表的な８種類のcDNAをクローニングし、これらの遺伝子発現状態をEGFPあるいは

DsRedを用いることで、ES細胞内における発現状態を安定的に可視化することができる形

質転換体ES細胞の開発に成功している。さらに、これらの細胞にRNAi法による発現阻害条

件を検討した。さらに、ES細胞からインスリン分泌細胞への分化誘導およびES細胞におけ

るRNAi効果に関する予備的実験結果も得ている。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細胞を樹立し、これを用

いてキメラマウスを作製すると共に、ジーントラップ法を確立するためのベクターを新た

に構築することができた。さらに、ES細胞においてRNAi法に用いる配列の選択方法を確認

することができた。 

今後は、ロボットの完成度の評価に基づき改良を加え、顕微鏡下で測定できる、インス

リン検出ユニットを開発すると同時に、単一細胞操作支援ロボットを様々な研究分野応用

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

の作出、さらに、キメラマウスの作出も試みて、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。また、ES細胞に適用可能なRNA interference技術の確立を目指すと

同時に、８種類の糖尿病関連遺伝子についてshRNAを恒常的に発現するベクターを開発し、

８種類の遺伝子が安定に発現阻害された、新規なES細胞を樹立する。さらに、体細胞核移



植クローン技術および生殖幹細胞からの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機能評価 

平成15年度に新たに開発した、単一細胞操作支援ロボット（２号機）を用いて、細

胞操作条件や遺伝子導入条件および遺伝子導入簿の細胞操作条件等について様々な

角度から検討し、ロボットを構成する各種要素技術の向上を目指した。その結果、

実験者が細胞操作を行いやすいように、ジョイスティックを機能的なものとした。

また、細胞位置座標登録等のデーター表示などを行うためのコンピューターディス

プレイのハードおよびソフトを設計・製作し、実際にES細胞へのインジェクション

を行い、完成度を評価した。 

（２）単一ES細胞の遺伝子改変のための要素技術の開発 

250 nm単位の位置制御は十分可能になったが、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。さらに、ES細

胞等の非常に小さい細胞への遺伝子導入には、遺伝子導入量の精密な制御が必要に

なるため、キャピラリーの形状等を十分検討した結果、ES細胞への外来遺伝子のイ

ンジェクション成功率が10%以上と、飛躍的に向上させることができた。 

（３）糖尿病関連遺伝子の発現機能阻害条件の検討 

疾患関連遺伝子として糖尿病に着目し、その中の８種類の遺伝子についてcDNAのク

ローニングに成功した。さらに、これらの遺伝子発現状態をEGFPあるいはDsRedを用

いることで、これら８種類のES細胞内における発現状態を安定的に可視化すること

ができる形質転換体ES細胞の開発にも成功した。さらに、これらの細胞にsiRNAを用

いて発現阻害条件を検討し、最適なsiRNA配列を決定することができた。 

（４）ES細胞からインスリン産生細胞への分化 

マウスES細胞からインスリン産生細胞への分化については、既にその方法が報告さ

れていた。そこで、その方法を追試すると共に、分化効率を上昇させることを目的

として、既に分化因子として知られているアクチビンおよびレチノイン酸の影響を

調べた。また、インスリンを産生する細胞（MIN6細胞）との共培養の影響について

も調べた。その結果、従来分化因子として知られていた濃度範囲においては、イン

スリン産生細胞への分化に影響を及ぼさなかった。また、MIN6細胞との共培養でも

同様であり、今後複数の因子の複合効果について検討する必要があると考えられた。 

（５）糖尿病原因遺伝子を標的として改変した細胞の機能解析法の確立 

糖尿病原因遺伝子を標的として改変した細胞の機能解析法の確立が目的である。そ

のために、培養皿上の細胞が分泌するインスリンなどの生理物質を含む培養液を直



接取り込み、抗体修飾ビーズを用いて固定・濃縮・分析を行うマイクロチップ及び

そのシステムの開発を行う。本年度は、培養液を取り込むための流路形成、ビーズ

トラップ構造およびマイクロポンプの試作と駆動実験を行った。 

試作したビーズ

トラップ付きマイ

クロポンプの写真

を示す。シリコン

の深堀反応性イオ

ン エ ッ チ ン グ

(DRIE)技術を利用

して流路構造を形成した後にポリジメチルシロキサン(PDMS)シートを接着させた。 

PDMSシートをダイヤフラムとし、それを圧電振動子で変形させて送流させる。 流路、

ポンプ、入出口、ビーズトラップを含めた全サイズは2cm以下である。振動体を用い

てダイヤフラムを周期振動させて液体の送流を行うことに成功した。マイクロポン

プの流速は、圧電素子の駆動周波数と変位で nl/secからµl/secまで調節可能であっ

た。  

今後は、分析のためのマイクロ電気化学センサとの一体化及び微量の薬液などの注

入や排出を行うことができるバルブ構造の試作と集積化、ポンプ構造の駆動部も含

めたシステムの小型化、培養皿と入出口との接続部のスマート化などについて試作

検討を行う予定である。 

（６）遺伝子改変細胞の高効率作製法の開発 

本研究ではタンパク質を細胞内に直接導入し、細胞内での遺伝子発現制御を行う新

たな手法の開発を目的とする。タンパク質の細胞内導入にはHIVウィルス由来TATタ

ンパク質のProtein Transduction Domain(PTD)を利用し、インテグラーゼタンパク

質の導入による外来遺伝子の高効率な染色体への組み込みと、転写因子NeuroD2タン

パク質の導入による神経細胞分化の誘導を試みた。 

前者については、マウス白血病ウイルス由来のインテグラーゼとTAT-PTDの融合タ

ンパク質を大腸菌内で発現し、精製を行った。現在in vitroにおいてオリゴDNAを基

質として活性測定を行っている。一方、転写因子NeuroD2は神経細胞分化を担う。こ

の転写因子とTAT-PTDの融合タンパク質を大腸菌内で発現させ、神経細胞分化の誘導

を試みた。精製過程においてTAT-NeuroD2は不溶可し実験に十分量のタンパク質を得

ることが出来なかった。一方、ネガティブコントロールとして用意したTAT配列を持

たないNeuroD2も予想に反し細胞内に導入される事が確認された。更に、この

NeuroD2を添加した神経前駆細胞であるN1E-115細胞では何も加えていない細胞に比

べ、多くの細胞において神経突起の伸張が確認された。この結果からNeuroD2は細胞

膜透過能を有し、更には神経細胞分化を誘導する可能性が示唆された。 

図 マイクロチップのシリコン構造部の全体写
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（７）疾患原因遺伝子を標的として改変した細胞の作製と細胞機能解析 

転写因子のPDX-1は、マウスにおける遺伝子破壊により膵島の無形成異常が起きる

こと、また遺伝子変異によりヒトにおいてもインスリン分泌不全がおこることが知

られている。マウスの個体内におけるPDX-1陽性細胞の動態を観察し、採集する目的

で、平成16年度には、pdx-1遺伝子部位にEGFP遺伝子をノックインしたES細胞細胞を

用いてpdx-1遺伝子発現を可視化したノックインマウスの作製を試みた。キメラマウ

スは生まれたが、ノックインマウスの樹立に成功しなかったため、新たにターゲテ

ィングベクターを作製し、ES細胞を樹立、現在キメラマウスを作製中である。 

一方、AMP-activated protein kinase（AMPK）は細胞内のAMPにより活性化される

プロテインキナーゼであることから、細胞内の代謝センサーとして機能している可

能性があり、また脂質代謝酵素の調節因子でもあることから、生体における糖脂質

代謝に深く関わっている可能性がある。平成16年度は、AMPKのconstitutive active 

formやdominant negative formの発現ベクターを作製し、膵β細胞でこれらを過剰発

現させたトランスジェニックマウスを現在作製中である。 

これまでにABCトランスポーターABCA3をヒト肺からクローニングし、ABCA3が肺サ

ーファクタントの分泌に関与している可能性を提唱してきた。最近、ABCA3遺伝子異

常により先天性のサーファクタン欠損症を引き起こすことが報告された（Shulenin 

et al. N. Eng. J. Med. 350: 1296-1303, 2004）。平成16年度には、これらの患者

に認められる遺伝子異常の一部で、ABCA3蛋白の細胞内のソーティングに異常を来す

ことを明らかにした。 

（８）疾患モデル細胞からの核移植クローン個体の作出およびその基礎技術開発 

疾患モデル細胞から直接疾患モデル動物を作出するための核移植クローンおよび多

分化細胞株の樹立を行った。１）核移植クローン：注入核移植法により再構築した

遺伝子改変ES細胞(PDX-1 +/-)のクローン胚の in vitro の発生は良好であり、50-

70%を胚移植に用いることができた。胚移植後は 10-40%の胚が妊娠中期まで発生し

たものの、その後流産した。そこで核移植クローンの技術改善に資するデータを得

るために、造血幹細胞、神経幹細胞、間葉系幹細胞およびNKT細胞を用いてクローン

を行った。その結果、クローン特異的な2-cell 発生停止に関連する遺伝子を４つ同

定することができた。またドナー細胞の未分化度とクローンの効率とは相関がない

ことが示され、特に NKT細胞での高効率が顕著であった。２）生殖幹細胞株の樹立

：新生仔マウスおよびウサギより採取した生殖細胞より生殖幹細胞株の樹立を試み

た結果、マウスおよびウサギで雌雄ともにコロニーの樹立に成功した。特にウサギ

の雌由来細胞での増殖が顕著であった。これらの一部を細胞密度を調整することに

より、サルなどのES細胞と類似した細胞コロニーを得ることができた。以上より、

ES細胞を用いたクローンの系とともに、遺伝子改変を行った体細胞クローンおよび

生殖幹細胞を用いる系による疾患モデル動物作出の基盤技術を開発することができ

た。 



（９）ES細胞における効率的遺伝子ノックダウン法の開発 

本年度は主にRNAiを用いたノックダウン法のマウスES細胞における最適化について

検討を行うことを目的とし、RNAi法の効果に影響する因子として、１）用いる配列

の選択方法、２）導入する細胞の種類、３）導入方法、に着目して解析を進めた。

その結果、１）用いる配列の選択については、基本的には東京大学の程らが報告し

たルールに従えば、約60%で有意なノックダウン効果（20%以下に減少）をES細胞で

与えうることを確認した。２）導入細胞の種類によるRNAiの効果の差異を、ES細胞

とHeLa細胞を用いて比較検討したところ、ES細胞の方がより高い配列依存性を示す

ことを見いだした。３）導入方法として、オリゴRNAを用いる方法と、short-

heirpin(sh) RNAを発現させる方法を比較したところ、shRNAでノックダウン効果を

持続させても、得られるノックダウン効果の程度には有意な影響を与えないことを

明らかにした。 

上記方法を用いて、転写因子NanogのマウスES細胞における機能的閾値は10%以下で

あることを確認した。 

 

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機能評価 

(2) 単一ES細胞の遺伝子改変のための要素技術の開発 

(3) 糖尿病関連遺伝子の発現機能阻害条件の検討 

(4) ES細胞からインスリン産生細胞への分化 

(5) 糖尿病原因遺伝子を標的として改変した細胞の機能解析法の確立 

(6) 遺伝子改変細胞の高効率作製法の開発 

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製と細胞機能解析 

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) 疾患モデル細胞からの核移植クローン個体の作出およびその基礎技術開発 

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) ES細胞における効率的遺伝子ノックダウン法の開発 
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