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   Electroporation of Cynomolgus Monkey Embryonic Stem Cells.

(カニクイザル胚性幹細胞に対す るエ レク トロポレーシ ョン法 による遺伝子導入法の確立)

古 谷 正 敬

内容の要旨 論文審査の要旨

 胚性幹細胞(ES細 胞)を 用いた基礎研究および臨床応用においてES

細胞 に対する安定 した遺伝子改変技術の確立は必要不可欠なもので

あり、その利用価値は大きい。しかし霊長類ES細 胞ではマウスES細 胞

と異なり高効率の遺伝子導入が困難とされてきた。我々は非ヒト霊長

類ES細 胞 としてカニクイザル(サ ル)ES細 胞 の樹立および安定培養に

成功している。サルES細 胞 はヒ トES細 胞 と類似 した性質を持つこと

から将来 ヒトES細 胞 への遺伝子導入 を目指 し、その基礎実験 として

サルES細 胞 に対する遺伝子導入法の確立を検討 した。 とくに遺伝子

ターゲッティングも視野に入れエレク トロポレーション法による遺

伝子導入法の確立を試みた。

 遺伝子導入法としてエレクトロポ レーション法を用い、細胞解離方

法や遺伝子導入条件を変えて蛍光遺伝子を発現するベクターを導入

し、安定 して蛍光蛋白を有する細胞を確認する事で導入効率を比較 し

た。遺伝子導入に先立つ細胞解離方法に改良を加え単一の細胞まで解

離せず、細胞塊に対 して電気パルスを加えることで導入効率が改善し

た。さらに電気パルスの条件を最適化す ることで107個 の細胞から約

100ク ローンの安定遺伝子導入体を得た。続いて安定遺伝子導入体の

薬剤選別によりサルES細 胞で有効に働 くプロモーターを検討 した。

その結果マウスES細 胞 と対照的にサルES細 胞ではCMVプ ロモーター

よりSV40プ ロモーターが有効に作用する事が明らかとなった。確立

した遺伝子導入法を用いて蛍光標識 したサルES細 胞 を作製しその特

性解析、神経前駆細胞の分化誘導およびマウス胎仔脳室内への移植実

験を行った。蛍光標識 したサルES細 胞 がES細 胞の性質を保持し、分化

後 も導入遺伝子である蛍光蛋白の発現が維持されることを確認した。

また神経前駆細胞の脳室内移植実験により蛍光標識された移植細胞

が宿主脳組織に取り込まれる様子を追跡する事ができた。

 サルES細 胞 に対するエレク トロポレーション法による高効率の遺

伝子導入法を確立した。この手法は霊長類ES細 胞の基礎研究及び臨

床研究に広く応用できるものと考えられる。

 胚性幹細胞(ES細 胞)の 基礎研究および臨床応用には安定 した遺伝

子導入技術の確立が必須であるが霊長類ES細 胞 においてはマウスES

細胞 と異なり高効率の遺伝子導入が困難 とされてきた。特にジーン

ターゲティングに一般に用い られ るエレク トロポレーション法によ

る高効率の遺伝子導入に成功 した報告はこれまでになかった。本研究

では霊長類ES細 胞特有の性質である低いクローニング効率、すなわ

ち細胞を単一細胞まで解離するとその後の細胞生存率が著しく減少

するとい う性質に着目し、従来の単一細胞まで解離する方法を改良し

細胞塊に対 してエレク トロポレーションを行う事でカニクイザルES

細胞 に対する遺伝子導入効率を大幅に改善する事に成功 した。

 審 査では、まず、霊長類ES細 胞におけるクローニング効率の改善に

よって遺伝子導入効率を改善する可能性にっいて質問がなされた。こ

れに対 し単一細胞に解離された霊長類ES細 胞 はフィーダー細胞への

接着能が著しく低下し、フィーダー細胞との接触が絶たれた結果死滅

してしまうこと、また接着したとしても単一細胞からの細胞増殖が遅

延す ることから現時点ではクローニング効率の改善は極めて困難で

あり、細胞塊として扱 うことで細胞増殖能を保つことが遺伝子導入効

率改善の最善策であると回答された。これに対 し本研究では単一細胞

に解離する際に機械的な損傷を与えていると考えられ、より細胞障害

性の低い化学的な細胞解離方法を更に検討することによりクローニ

ング効率の改善を期待できる可能性があるとの指摘を受けた。次に細

胞塊に対 して遺伝子導入を行 うことで得られる安定遺伝子導入体が

クローナルなものでない可能性について質問がなされた。これに対し

安定遺伝子導入体の獲得効率か ら考えて1司一コロニー内に複数 ク

ローンが含まれる可能性は低く、また複数クローンから構成されるコ

ロニーであったとしてもある程度細胞を増殖させた後であれば効率

は低いもののクローニングが可能であると回答された。更にサザンプ

ロット解析にてシングルコピーのクローンを確認 しており、クローナ

ルな安定遺伝子導入体の獲得は可能との回答がなされた。最後に本研

究において達成 された10"5とい う効率はジーンターゲティングに応用

できるものかとの質問がなされた。これに対して一般にジーンターゲ

ティングでは約300ク ローンの安定遺伝子導入体をスクリーニングす

れば数クローンの相同組み換え体が含まれており、そこから逆算する

と3xlO7個のES細 胞 を準備すれば良いことになりジーンターゲティン

グに十分応用できる効率であるとの回答がなされた。

 以 上の様に本研究はさらに検討すべき課題を残 しているが、今後 ヒ

トES細 胞 を含めた霊長類ES細 胞 の基礎研究および臨床研究に広 く応

用できる遺伝子導入技術を確立した点において有意義な研究である

と評価 された。
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