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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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