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１．研究実施の概要 

本研究プロジェクトは、複数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 18 年度までの成果として、開発した単一細胞操作支援

ロボットおよび画像リンクソフトを用いて実機による機能試験を実施し、細胞操作を正確に支援し、

制御のみならず性能測定のためのソフトウェアの機能を充実させた。その結果、ステージの性能と

ともに、細胞呼び出し精度を測定することが可能となり、ES 細胞の連続インジェクションの処理スピ

ード・成功率が向上した。また、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、キャピラリーの先端径、遺伝子導入時の加圧量、加圧時間

を制御することで、ES 細胞への定量的遺伝子導入の高精度化を目指した。その結果、最適なキャ

ピラリーの先端径は 0.5～0.7 µm であり、加圧条件は、0.7 kgf/cm2、30 msec であることがわかっ

た。この場合、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。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

することに成功した。さらに、そのうちの４種類については、ダブルノックダウン ES 細胞の樹立にも

成功している。また、８種類のノックダウン ES 細胞および２種類のダブルノックダウン 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ており、様々なノックダウン効果がインスリン分泌細胞

へ及ぼす影響について解析をすることができた。また、脂質代謝に関与する ABC トランスポーター

ABCA3 遺伝子ノックアウトマウスのメタボローム解析により、パルミチン酸残基を持つホスファチジ

ルコリンとホスファチジルグリセロールが ABCA3 タンパクの輸送基質であることを明らかにした。さ

らに、shRNA を組み込んだ ES 細胞からキメラ個体を作出し、生殖系列への寄与も確認できた。

目的のトランスジェニックマウスを９匹作出することに成功したが、樹立したマウス系統においては、

組み込まれた shRNA が発現抑制を受けていた。第二の疾患モデル動物作出法として、ES 細胞

で効果が確認された２種類の糖尿病関連遺伝子に対する shRNA に CMV-EGFP をカセットとし

て組み込んだコンストラクトをレンチウイルスベクターにより受精卵へのトランスジェニック作出を行



ったところ、 56%と 63%という極めて高率にトランスジェニックマウスの作出に成功した。一方、

puromycin 耐性遺伝子を導入したジーントラップクローンを、高濃度の puromycin で選別してホ

モクローンを高効率に濃縮することを試みてきたが、それを可能にするような puromycin の濃度を

設定することが出来なかった。そこで、現在一般に用いられている薬剤耐性選択システムの特性を

網羅的に解析し、puromycin 系以上に本目的にかなう選択システムが存在しないかどうか、検討

したところ、puromycin 選択系で、最も良好な容量依存的高発現細胞の選択が確認され、

neomycin 系はもっとも発現の微弱な耐性細胞集団を形成し得た。これは、この選択系が、もっとも

微弱な耐性遺伝子発現を選択出来ることを証明するものであった。 

今後は、単一細胞操作支援ロボットのノウハウを普及させるため、かつ、細胞連続培養操作ニー

ズに対応するため、サーモプレート・インキュベータ対応とする。さらに、座標位置操作の簡便から

より正確性を追求するために回転ステージを備え、制御ソフトウェアをユニット個別制御可能とする

ようにする。さらに、顕微鏡下で測定可能、かつ、極微量インスリン測定デバイスを開発すると同時

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。また、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、キャピラリー先端径の計測技術を開発するとともに、遺伝子導入時の加圧

量、加圧時間を制御することで、ES 細胞への定量的遺伝子導入の高精度化を目指す。さらに、

ES 細胞がコロニーを形成している場合の単一の ES 細胞においても、同様の実験を行う。一方、

装置開発と平行して、残りの４種類の糖尿病関連遺伝子について、ダブルノックダウン ES 細胞を

樹立し、それらからインスリン分泌細胞への分化誘導を行うことで、様々なノックダウン効果がインス

リン分泌細胞へ及ぼす影響について解析を行う。さらに、これらの細胞から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、疾患モデル

細胞のモデルとして有用性を確かめるには、そのゲノムを有する疾患モデル動物を作出し、解析

することが重要である。この目的のための体細胞核移植クローン技術およびES細胞を経た顕微授

精技術を用いて、疾患モデル個体への作出を進めることで、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 

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。具体的には、開発した単一細胞操作支援ロボットおよび画

像リンクソフトを用いて実機による機能試験を実施し、細胞操作を正確に支援し、制御のみな

らず性能測定のためのソフトウェアの機能を充実させた。その結果、ステージの性能とともに、

細胞呼び出し精度を測定することが可能となり、ES 細胞の連続インジェクションの処理スピー

ド・成功率が向上した。 



（２） 単一 ES 細胞の遺伝子改変のための要素技術の開発 

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、キャピラリーの先端径、遺伝子導入時の加圧量、加圧時間を制御することで、ES
細胞への定量的遺伝子導入の高精度化を目指した。その結果、最適なキャピラリーの先端径

は 0.5～0.7 µm であり、加圧条件は、0.7 kgf/cm2、30 msec であることがわかった。この場合、

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ノックダウン ES 細胞の樹立 

これまでに、８種類の糖尿病関連遺伝子について、それらを恒常的に発現させ、かつ発現

量を可視化した ES 細胞を用いて、８種類の糖尿病関連遺伝子の siRNA 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、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。また、２種類の遺伝子についてはダブル恒常発現株を作製した上で、ダブルノ

ックダウン ES 細胞を樹立することができた。さらに、得られた条件を元に、遺伝子改変してい

ない ES 細胞へ siRNA 発現ベクターを導入した細胞４種類と、２種類の siRNA 発現ベクタ

ーを同時に導入した ES 細胞２種類を樹立することにも成功した。 

（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分泌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。昨年度には、糖尿病関連遺伝子を恒常的に発現した

ES 細胞に siRNA 発現ベクターを導入した ES 細胞を用いて、インスリン分泌細胞へ分化誘

導を行ったところ、分化後においてもノックダウン効果を維持することができたことを明らかにし

ている。そこで、今年度は、上記（３）で開発した新たなノックダウン ES 細胞を用いてインスリン

分泌細胞へ分化誘導を行った。その結果、IRS-1、IRS-2、をノックダウンさせた細胞を分化さ

せたところ、標的とした遺伝子のノックダウン効果は維持していたが、インスリン分泌量は、コン

トロールと同程度の量であった。一方、Pdx-1、HNF-1α、HNF-1βをノックダウンさせた細胞

では、分化はしたもののインスリンの分泌量は少なかった。また、Pdx-1 と IRS-1 のダブルノッ

クダウン ES 細胞を分化誘導したところ、Pdx-1 のノックダウン効果が大きい細胞ほど、インスリ

ンの分泌量も減少した。 
（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を確立するために、培養皿と

一体化できるプラスチック性ポンプとシステムの開発を目的とした。前年度において、プラスチ

ック製バルブレスディフューザーマイクロポンプを製作し送液することを確認し、塑性変形と接

着部の強度が弱いことが課題であることが分かった。そこで、接着強度と関わる表面改質の研

究を行い、マイクロチップに多用される代表的なポリマーについて、プラズマで数秒の短時間

にて改質しパターニングが可能な技術の開発に成功した。本技術を用いて処理面に細胞接

着性材料（フィブロネクチン）を選択的に吸着することにも成功した。 



（６） 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。これまでに、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。今年度

には肺サーファクタント欠損患者において認められた ABCA3 変異タンパクを発現する疾患

モデル細胞を作製し、局在・糖鎖修飾・ATP 水解活性を調べる事によって、重篤度をはじめと

する臨床的なクラス分けを可能にした。さらに ABCA3 ノックアウトマウスから精製した脂質の

網羅的なメタボローム解析によって、パルミチン酸残基を持つホスファチジルコリンとホスファ

チジルグリセロールが ABCA3 タンパクの輸送基質であることを明らかにした。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。最終年度の本事業を推進す

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、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。 

（７） 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 ES 細胞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疾患モデル動物を作出する技術開発を行った。すなわち、第一の方

法として shRNA を組み込んだ ES 細胞 -> キメラ作成 -> 顕微授精からなる実験系を開発

した。その結果、キメラ個体を作出し、生殖系列への寄与も確認できた。目的のトランスジェニ

ックマウスを９匹作出することに成功した。しかしながら、樹立したマウス系統においては、組

み込まれた shRNA が発現抑制を受けていた。そこで、さらに子孫の解析を行ったが、同様に

発現抑制が生じていた。現在、これらのサイレンシングの解除を試みている。第二の疾患モデ

ル動物作出法として、ES 細胞で効果が確認された Pdx-1 あるいは IRS-1 に対する shRNA
に CMV-EGFP をカセットとして組み込んだコンストラクトをレンチウイルスベクターにより受精

卵へのトランスジェニック作出を行った。生まれたマウスのうち、Pdx-1 に対するトランスジェニ

ックは 9/16(56%)、IRS-1 に対しては 10/16(63%) という極めて高率にトランスジェニックマウ

スの作出に成功した。現在、これらのマウスにおける shRNA の発現を調べている。第三の疾

患モデル作出法として、線維芽細胞への shRNA の導入を行い、選抜後、上記の核移植クロ

ーンを行う。この条件設定のための核移植実験を行い、ドナー細胞用のマウスとして

（B6x129）系統の雄を用いることが、最適であることが明らかになった。ただちに、その線維芽



細胞への遺伝子導入を開始し、ドナー用疾患モデル細胞を準備する予定である。 

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。ウサギのES細胞は、フィーダー

細胞の濃度を適切に調整することにより、極めて安定的に未分化性と増殖能を維持したコロ

ニーを 20 代以上継代することに成功した。最も継代が進んだ株でも、テラトーマの形成を確

認することができ、ES 細胞としての性質が維持されていることが示された。今後、マウスに次ぐ

第二の真の ES 細胞（無限増殖能、多分化能、生殖キメラ形成能）を樹立できるよう、キメラ実

験を実施する。 

（８） 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 

これまで puromycin 耐性遺伝子を導入したジーントラップクローンを、高濃度の

puromycin で選別してホモクローンを高効率に濃縮することを試みてきた。しかし、ゲノム上

のランダムな位置に挿入された puromycin 耐性遺伝子発現カセットの発現は予想以上に変

動し、ランダムに選択されたクローンに於いてホモクローンを高効率に濃縮することを可能に

するような puromycin の濃度を設定することが出来なかった。この状況は、インスレーター配

列を用いて puromycin 耐性遺伝子発現カセットを挿入部位近傍のクロマチン構造の影響を

遮断しても解決されないことから、本方法の原理の再検討を余儀なくされた。そこで、現在一

般に用いられている薬剤耐性選択システムの特性を網羅的に解析し、puromycin 系以上に

本 目 的 に か な う 選 択 シ ス テ ム が 存 在 し な い か ど う か 、 検 討 し た 。 発 現 ベ ク タ ー

pCAG-EGFP-IRES-DR(drug resistant)-pA の DR として、neomycin 耐性遺伝子、

hygromycin 耐性遺伝子、puromycin 耐性遺伝子、blasticidinS 耐性遺伝子、zeocin 耐性

遺伝子、histidiolD 耐性遺伝子を挿入し、これらのベクターを ES 細胞に電気穿孔法で導入

して、低濃度（＝野生型ＥＳ細胞を死滅させる最低濃度の２倍）、中濃度（同４倍）、高濃度（同

８倍）で選択し、生存したコロニーをプールして、それぞれにおける EGFP の発現量を FACS
で解析した。その結果、puromycin 選択系で、最も良好な容量依存的高発現細胞の選択が

確認された。一方で、neomycin 系はもっとも発現の微弱な耐性細胞集団を形成し得た。これ

は、この選択系が、もっとも微弱な耐性遺伝子発現を選択出来ることを証明するものである。 

 

３．研究実施体制 

（１）「松岡」グループ 

①研究者名 

松岡 英明（東京農工大学大学院共生科学技術研究部 教授） 

②研究項目 

・ロボットを用いた細胞機能評価 
・単一 ES 細胞の遺伝子改変のための要素技術の開発 
・糖尿病関連遺伝子のノックダウン ES 細胞の樹立 



・ノックダウン ES 細胞からインスリン分泌細胞への分化 
・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 

 

（２）「稲垣」グループ 

①研究者名 

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 

 

（３）「小倉」グループ 

①研究者名 
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