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はしがき

ヒト医学研究には、動物実験は欠くことが出来ない手段であるが、一般的に使用され

るマウスはヒトと比較して形態学的、生理学的、薬理学的に相違点も多く、特に高次脳

機能、寿命、行動、生殖、脹発生に関しては異なる点も多い。そこで、これらに関して

ヒトに最も近いサル類が実験動物として活用できれば研究は飛躍的に発展すると考えら

れる。我々は既にサルES細胞を樹立しているが invitroでの生殖細胞への分化は容易

ではない。またサノレは妊娠期聞が約6ヶ月、性成熟に約4年を要するためマウスで行わ

れるような ES細胞キメラを介した遺伝子改変動物作製は時聞がかかり過ぎ現実的では

ない。そこで生殖系列細胞株EG(Embryonicgerm)細胞を樹立できればキメラを介さず比

較的容易に生殖細胞に分化させられると考えた。さらに生殖系列の細胞株は遺伝子改変

ザルの作製のみならず、ヒトの生殖細胞の分化を研究する良いモデ、ルともなりうる。

近年、少子化の一方で不妊が大きな問題となっており、不妊治療、体外受精、顕微授

精などの補助生殖医療が一般化し、増加の一途を辿っている。しかしながら体外受精、

顕微授精等に代表される不妊治療、生殖医療はその安全性の確認が十分なされておらず、

またその実施に関しても明確な基準が設定されていないため問題も報告されている。そ

こで、生殖や怪発生などに関してもヒトに最も近いサル類でモデ、ルシステムが構築でき

れば不妊治療、生殖医療はより安全なものとなるであろう。

本研究は、高次脳機能、生殖医療研究、およびヒト病態モデル作製のため、特に ES細

胞で行われてきた遺伝子改変技術を霊長類の生殖系列の細胞に応用することを最終目標

にEG(Embryonicgerm)細胞の樹立に取り組んだ。動物愛護の観点から、最小限の使用胎

子数で出来る限り多くの情報を得られるように実験を行ったが、妊娠に約6ヶ月を要す

るサルで、は予想以上に短い研究期間であった。しかしながら、匹移植を行うための腹腔

鏡を用いた移植適期のレシピエント個体の選別技術を確立すると同時に、サル胎子と生

殖腺の成長と発生、またサルにおける始原生殖細胞の動態の貴重なデータを得ることが

出来た。アルカリフォスファターゼ陽性の生殖細胞を数ヶ月維持することにも成功した。

本研究からサルにおける生殖細胞株の樹立に関してはマウスやヒトの場合と異なる条件

が必要である可能性が強く示唆されたため、今後は EG細胞のみならず生殖幹

GS(Germline stem)細胞などより広い視野から生殖細胞株の樹立を検討する必要がある

と考えられる。なお、本研究は滋賀医科大学・動物実験委員会、および動物生命科学研

究倫理委員会の承認を得て行われたものである。

平成18年 3月 鳥居隆三
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研究成果

以下に本研究課題の成果を要約する。発表済みの結果は添付した。

本研究はサルから生殖細胞系列の細胞株 EG(Emhryonicgerm)細胞を樹立し、生殖細胞へ

の分化を行うことを目的とした。 EG細胞の樹立には妊娠初期の胎子を使用する必要があ

り、その材料となる始原生殖細胞:PGC (primordial germ cell)は脹発生の初期に尿膜基

底部周辺に現れ、脹発生に従って移動し、生殖巣の原基である生殖隆起に定着後、卵子、

精子に分化する。サル胎子、およびその生殖巣の発生と始原生殖細胞の位置に関してはほ

とんど研究されていないため、まず人工授精、体外受精一匹移植の手技を活用して妊娠さ

せ、各妊娠ステージで胎子を摘出し、生殖巣の発生と始原生殖細胞の動態を調べることか

ら研究を開始した。

1. 受精卵移植を行うための腹腔鏡を用いた移植適期のレシピエント個体の選抜技術を

確立した。

2. 排卵後、 3-4週において血清中の s-mCG濃度をEIA法により測定し、妊娠診断が可

能であることを明らかにした。

3. カニクイザルにおいて生殖隆起は受精 30日匹では確認されず、受精後 33日で形成

され始め、受精後 36日においてその形成が完成することがわかった。

4. 始原生殖細胞を直接確認した結果、受精後 30日匪で後部腸、 33日で腸間膜から生殖

隆起に移動し、 36日で生殖腺に位置することがわかった。

5. これらの結果からマウスで始原生殖細胞株が樹立される 10.5dpc匹、 12.5dpc匪は、

サルの場合、それぞれ受精後 30日匹、 36日JH5にほぼ相当するということが明らかと

なった。

6. さらにサルEG細胞樹立には受精後 33日脹が適していると考えられた。

7. 33日!座の背部腸間膜から始原生殖細胞を取り出し、ヒト EG細胞樹立の条件でhLIF

(human leukemia inhibi tory factor)， hbFGF，フオノレスコリン、 hSCF(human stem cell 

factor)等を添加して培養を試みたところマーカーであるアルカリフオスファターゼ

活性，PAS染色陽性を示す細胞は数週間から数ヶ月間維持が可能で、あった(図 1)。

8. 一方66日脹の生殖腺から得た生殖細胞を同様な条件で培養した結果、アルカリフオ

スファターゼ活性を示す細胞を約2ヶ月間維持することが可能であった。

9. 始原生殖細胞の調整方法は酵素消化より機械的破砕法が細胞にダメージを与えない

こと、フィーダーにはマウス胎子線維芽細胞やSTO細胞より、サノレ胎子線維芽細胞の

方が適しているらしいということが分かつた。

1 O. 最近報告された生殖幹細胞(germlinestem : GS細胞)の樹立も試みたが細胞の維持
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は可能であったが特有のコロニーを形成させるには至らなかった。

本研究の結果、サル胎子と生殖腺の発生およびそれらの相関が明らかとなり、またサルに

おける始原生殖細胞の動態も明らかにすることが出来た。アノレカリフォスファターゼ陽性

細胞は数ヶ月維持することが可能であったがEG細胞特有のコロニーを形成する細胞株の

樹立には至らなかった。これらの結果からサルにおける生殖細胞株の樹立に関してはマウ

スやヒトの場合と異なる条件が必要である可能性が強く示唆された。サノレの場合は動物福

祉、動物愛護の観点からも使用胎子数は限られてくる。今後、より効率良い人工授精、体

外受精一目壬移植の手技を開発し、サルにおける発生工学基盤技術を充実させ、今回得られ

た知見を基に生殖幹 GS(Germlinestem)細胞を含めた生殖系列細胞の樹立を試みる必要

性があると考えられる。そのような細胞株は遺伝子改変ザルの作製のみならず、ヒトにお

ける生殖細胞の分化、不妊治療、補助生殖医療分野においても非常に有用な材料となるで

あろう。

位相差像

ALP 
染色

図1. 33日BI由来の EG様細胞
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