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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 17 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。既存の顕微画像処理プログラムとリンクさせるソフト開発

を行った。その結果、細胞位置登録機能を顕微鏡下で行っていたものを、コンピューター

ディスプレイ上での高精度細胞座標登録が可能となった。疾患関連遺伝子として、８種類

の糖尿病関連遺伝子について siRNA 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 細胞を樹立することに成功している。さらに、２種

類のノックダウン ES 細胞からインスリン分泌細胞への分化誘導にも成功した。また、糖尿

病と同じ脂質代謝に関与する ABC トランスポーターABCA3 遺伝子を単離・同定し、その

ノックアウトマウスの樹立にも成功した。さらに、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ところ、高濃度の薬剤選択により、効率よく変異遺伝子座をホモ

に持つ細胞を選別できることを確認するとともに、挿入された遺伝子座間で至適濃度に大

きな違いあることも確認できた。 

今後は、ロボットの完成度の評価に基づき改良を加える。具体的には、ジョイスティッ

クを高機能化させて、全ての操作をジョイスティックに集中させる。さらに、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、８種類の糖尿病関連遺伝子をノックダウンさせた 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、キメラマウスの作出も試みて、発

生の各段階における糖尿病関連遺伝子の発現を経時的に観察する。さらに、SHP および GK

の遺伝子部位に GFP 遺伝子をヘテロにノックインした ES 細胞を作製し、それらを用いて、

キメラマウスの作製およびノックアウトマウスの作製を行う。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安定に発現

阻害された、かつ、様々なノックダウン率を有する ES 細胞を樹立する。さらに、ダブルノ

ックダウン ES 細胞を樹立する。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 

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、既存の顕微画像

処理プログラムとリンクさせるソフト開発を行った。その結果、細胞位置登録機能を

顕微鏡下で行っていたものを、コンピューターディスプレイ上での高精度細胞座標登

録が可能となった。 

（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。さらに、複数の遺伝子

の同時導入も可能となり、その成功率も 10%以上であった。 

（３）糖尿病関連遺伝子の発現機能阻害条件の検討およびノックダウン ES 細胞の樹立 

平成 16 年度に、糖尿病関連遺伝子のうち、代表的な８種類の遺伝子について 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、

最適条件を決定している。そこで今年度は、昨年度に得られた阻害条件に基づき、siRNA

を恒常的に発現するベクターを開発して ES 細胞へ導入し、安定に発現阻害する細胞を

開発した。その結果、８種類全ての遺伝子について、様々なノックダウン率を有する

新規な ES 細胞を樹立することができた。 

（４）ノックダウン ES 細胞からインスリン分泌細胞への分化 

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

れており、我々も追実験に成功している。そこで、上記で得られたノックダウン ES 細



胞のうち２種類のノックダウン ES 細胞からを用いて、インスリン分泌細胞への分化誘

導を行ったところ、どちらの場合でもインスリン分泌細胞へ分化誘導することができ、

分化後においてもノックダウンを維持することができた。 

（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、プラスチック製マイクロチップを製作する方法を

確立し、それを利用したマイクロポンプを試作し評価に供せるようにした。まず、微

細加工で製作したモールドを用いたマイクロ成型法によりプラスチック製チップの製

作技術を確立した。これまでは、シリコンや石英をモールドに用いた方法が提案され

実施されてきたが、これらの材料は非常にもろく数回利用すると破壊してしまうのが

課題であった。我々は機械強度に優れたシリコンカーバイトをドライエッチングで加

工する技術を有しており、これで製作したモールドを用いることにより繰り返し使用

可能なモールドの製作に成功した。このモールドを用いて、プラスチック製のバルブ

レスディフューザーマイクロポンプを試作した。プラスチックポンプ本体を使い捨て

とし、アクチュエータ部と一体化させてサイコロ大サイズにコンパクトすることがで

きた。このポンプを用いて毎分 7.8 μl の送液に成功している。 

（６）タンパク質導入による遺伝子発現制御法の開発 

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インテグレーションの高効率化と、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、マウス白血病ウィルス由来のインテグラーゼと TAT-PTD の融合タ

ンパク質をコードするプラスミドを遺伝子工学的に作製した。しかしながら、得られ

た融合タンパク質は in vitro において蛍光オリゴ DNA を基質として活性測定を行った

が期待された活性は認められなかった。一方、転写因子 NeuroD2 は神経細胞分化を担

う。この転写因子 NeuroD2 と TAT-PTD の融合タンパク質を作製し、融合タンパク質

の導入による神経細胞分化制御を試みた。転写因子 NeuroD2 と TAT-PTD の融合タン

パク質を大腸菌内で発現させ、融合タンパク質の精製し、細胞に添加した。予想に反

し細胞内に導入される事が明らかになった。更に、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

の伸長が確認され、タンパク質導入による分化誘導が可能であることを明らかにした。 

（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 

糖尿病や肺サーファクタント欠損症をはじめとするさまざまな糖・脂質代謝疾患の



原因遺伝子を単離・同定すると同時に、単一あるいは複数の疾患原因遺伝子を破壊あ

るいは改変することにより、疾患モデル細胞を作成した細胞の機能解析を行ってきた。

平成 17 年度は特に肺における脂質代謝に関与する ABC トランスポーターABCA3 遺伝

子の単離・同定、さらに日本人の患者において初めて遺伝子異常を発見した。またこ

れら変異 ABCA3 タンパクの細胞内局在・糖鎖修飾・ATP 結合能・ATP 加水分解能を

検討し、遺伝子変異が分類出来る事を明らかにした。さらにターゲティングベクター

との相同性組み換えにより ES 細胞の ABCA3 遺伝子を欠損させ、ノックアウトマウス

の樹立に成功した。一方、膵発生に関与する転写因子 PDX-1 の遺伝子を欠損させ GFP

遺伝子をノックインした ES 細胞の作製には成功したが、マウスの樹立には至っていな

い。平成 18 年以降の本事業を推進するにあたって、糖尿病の疾患モデル細胞の作製を

継続しつつも、結果を残すためにはすでにノックアウトマウスの作製に成功している

疾患モデル細胞に重点をおいて研究を進めることにより、細胞の機能を明らかにして

いく。ABCA3 遺伝子以外にも、特に脳に強く発現し、脂質輸送に関与すると考えられ

る ABC トランスポーターABCA2 遺伝子を破壊したノックアウトマウスの樹立にも成

功していることから、ABCA2 及び ABCA3 の機能を解析すると同時に疾患との関わり

について検討する。 

（８）疾患モデル細胞からの体細胞核移植クローン技術および生殖幹細胞技術を用いた疾

患モデル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の個体作出を目的として、核移植クローン動物作出、キメラ動

物作出、および新規幹細胞の開発を行った。核移植クローン動物の作出では、神経幹

細胞および造血幹細胞をドナーとしたクローンの作出を行い、その胚遺伝子発現パタ

ーンによりゲノム再プログラム化の指標を明らかにした。ES 細胞の核移植クローンで

は、樹立後継代数の少ない ES 株を用いることにより初めて分娩期胎盤を得ることがで

きた。ES 細胞クローンの残された障壁である、細胞周期の調節については、高密度培

養および低血清により G0/G1 の細胞群を増加させることに成功した。RNAi をウイル

スベクターで導入した ES 細胞からキメラ個体を作出することができた。今後、生殖

系列への寄与を確認する。新規幹細胞として、ウサギの ES 細胞の樹立を試みた。ウ

サギは脂質代謝系など研究においてマウスよりも優れた人のモデルとなることが知ら

れている。現在 4-19 継代数に至る４ラインを維持しており、胚様体形成などを確認し

た。また、レンチウイルスベクターによる遺伝子導入にも成功した。今後、キメラ形

成能を確認する予定である。 

（９）新規ジーントラップ法による遺伝子マーキングおよび変異 ES 細胞の系統的作出とそ

の解析法の確立 

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。また、一方で ES 細胞に適用可能な RNA 

interference 技術の確立を目指す。これらによって、疾患モデル ES 細胞における網羅的



遺伝子解析システの構築を目指すことを目的とした。染色体組み込みによる遺伝子発

現への影響を遮断できるインスレーター配列を持つジーントラップベクターを構築す

ることができた。また、ホモ変異体 ES 細胞作出の有用性を既知遺伝子ノックアウト

ES 細胞を用いて検討したところ、Cdx2 遺伝子変異をホモに持つ ES 細胞を用いて、そ

の機能が TS 細胞の自己複製に必須であることを示すことにより、ホモ変異体 ES 細胞

を用いた研究の有用性を証明した。さらに、ES 細胞で一定の効果を示す siRNA 配列選

択および導入法の検討を行ったところ、Ui-Tei らの報告に基づいて選択された siRNA

配列が、ES 細胞において効率良く機能することを証明した。 

 

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（東京農工大学工学部、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およびノックダウン ES 細胞の樹立 

(4) ノックダウン ES 細胞からインスリン分泌細胞への分化 

(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) タンパク質導入による遺伝子発現制御法の開発 

 

「稲垣」グループ 

①研究分担グループ長：稲垣 暢也（京都大学大学院医学研究科、教授） 

②研究項目：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（理化学研究所バイオリソースセンター遺伝工学

基盤技術室、室長） 

②研究項目：疾患モデル細胞からの体細胞核移植クローン技術および生殖幹細胞技術

を用いた疾患モデル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（理化学研究所発生・再生科学総合研究センター、

チームリーダー） 

②研究項目：新規ジーントラップ法による遺伝子マーキングおよび変異 ES 細胞の系統

的作出とその解析法の確立 
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