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1．概要 

 

目的 ： 胚性幹（embryonic stem : ES）細胞は、未分化性と分化多能性を併せ持ち、

再生治療や発生学研究の貴重なバイオリソースとして期待されている。特に、再生医

療への応用にあたっては、ヒトと同じ霊長類であるサル類を用いた安全性試験や前臨

床試験が不可欠であり、サル類由来のES細胞株の有用性は高い。しかしながら、ES

細胞は動物種や細胞株による特性の違いもあり、それぞれのES細胞株の特定組織への

分化誘導についての情報は十分とは言えない。ヒトを含む霊長類ES細胞において、

fibroblast growth factor 2（FGF2）はES細胞の自己複製能を促進する効果を示すが、マ

ウスES細胞ではFGF2単独で、ヒトES細胞では他の分化誘導因子と共同で、神経幹細

胞への分化誘導にも効果を示す。本研究では、再生医療研究に有用な新規のカニクイ

ザル由来ES細胞、特にFGF2低依存性のES細胞株を樹立して、神経系細胞への分化誘

導に関する基本的な特性を明らかにすることを目的とした。 

 

対象と方法 ： ES細胞樹立のために使用した受精卵は、独立行政法人医薬基盤研究

所霊長類医科学研究センターにおいて飼育されている雌性カニクイザルへ卵胞発育

誘起を施し採取した未受精卵と同じく雄性カニクイザルより採取した新鮮精子を用

いて顕微授精（ICSI）を行い作出した。 

作出した受精卵を成熟培養し、得られた胚盤胞期胚から内部細胞塊（ICM）を採

取し、フィーダー細胞上で培養を行った。樹立した細胞株のES細胞としての特性評価

は、染色体分析による正常性の維持、未分化マーカーの発現解析、テラトーマ形成お

よび組織学解析等により行った。 
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結果 ： はじめにカニクイザルにおける過排卵処理について検討し、25 IU/kg hFSH

を24時間ごとに9回皮下投与することで卵胞発育を促進し、36時間後にhCGで排卵誘

起する方法により多数の卵子を獲得し、これらの卵子を顕微授精（ICSI）により効率

よく受精卵を作出することができた。 

  次に、上記方法により得たカニクイザル受精卵を成熟培養し、得られた胚盤胞期

胚からICMを採取し、フィーダー細胞上で培養を行った。その結果、FGF2およびhuman 

LIF、2-MEを含むES細胞培養液で維持培養を行った後、ES様細胞のコロニーをFGF2

とhuman LIF、2-MEを除いた改変ES（m-ES）細胞培養液の培養環境下へ継代操作を行

うことで、FGF2の添加を必要としないカニクイザルES様細胞を得た。このES様細胞

の生理生化学的特性を検証するため、核型の正常性、細胞の未分化性および分化多能

性の解析を行った。その結果、当該細胞は正常な染色体（42本）とXY性染色体を保

有することを確認した。また、未分化性の指標としてアルカリフォスファターゼ

（ALP）染色によるALPの発現および免疫蛍光抗体染色法による未分化マーカーの発

現状況を検討した結果、当該ES様細胞においてALPの発現が観察され、Oct-3/4、

SSEA-4、TRA-1-60およびTRA-1-81の陽性細胞が認められた。続いて、embryoid body

（EB）形成能およびテラトーマ形成能を検討した。その結果、EB形成能を有するこ

とが明らかとなった。また、ES様細胞を接種した免疫不全マウスに形成された腫瘤を

組織学的に解析したところ、三胚葉組織を含むテラトーマであることが確認され、当

該細胞の分化多能性も確認された。これらの結果より、FGF2非添加の培養条件で獲

得した新規カニクイザルES様細胞は従来の霊長類ES細胞と同様の未分化性および分

化多能性を示し、FGF2低依存性カニクイザルES細胞株（Fld-ES細胞）を新規に樹立

することができた。 
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  Fld-ES細胞は1 M RAを添加した培養条件下で神経線維状の構造が観察され、免

疫蛍光抗体染色により神経細胞特異的マーカーの発現が確認された。さらに、1 M 

RAと10 ng/ml FGF2を添加した培養条件下で、免疫蛍光抗体染色によりアストロサイ

ト特異的マーカーの発現が認められた。 

 

考察 ： 本研究において、カニクイザルES細胞の樹立に必要なカニクイザル受精卵

の効率的な作成法を確立した。また、新規に樹立したカニクイザルES細胞、Fld-ES株

は正常な核型を保有し、FGF2に依存することなく未分化性を維持し、分化多能性を

持つことが明らかとなった。また、RAの添加により神経系細胞への分化誘導が可能

であり、RAとFGF2の添加によりアストロサイトへの分化誘導が可能であることが明

らかとなった。しかし、本研究における分化誘導法ではオリゴデンドロサイトへの分

化誘導は認められず、全ての神経系細胞への分化誘導にはさらに多くの分化誘導因子

の添加や長期間培養の検討が必要と考えられた。 

 

結論 ： 本研究において新規に樹立されたFGF2低依存性のカニクイザルES細胞株

Fld-ES細胞株は、神経系細胞である神経細胞やアストロサイトへの分化誘導が可能で

あり、再生医療研究や発生学研究に利用可能な霊長類由来ES細胞株として有用である

と考えられる。 
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2．緒言 

 

2-1. 多能性幹細胞とES細胞 

  多能性幹（pluripotent stem）細胞は、細胞分裂により母細胞と同じ性質を維持し

ている娘細胞を作り出し、際限なく増殖することができる能力（未分化性）と、元の

細胞とは異なる各種の多様な体細胞に分化する能力（分化多能性）を併せ持っている。

すなわち、多能性幹細胞から全く同じ遺伝子背景を持つ2つの細胞を生み出し、その

片方の細胞を未分化の性質を維持したまま増殖させ、もう一方を様々な種類の細胞に

分化させるという現象を無限に繰り返すことが可能である。多能性幹細胞には、受精

卵から得られる胚性幹（embryonic stem : ES）細胞、分化した体細胞に遺伝子などを

導入させて多能性を誘導した人工多能性幹（induced pluripotent stem : iPS）細胞、成体

内の多くの組織で死滅した細胞を補充するために極わずかながら分化を完了せずに

存在する成体幹細胞といった3種類の幹細胞があり、再生治療や発生学研究の貴重な

資源として期待されている。 

  この多能性幹細胞の中でも、ES細胞は受精卵の細胞分裂の初期に生じた数百個の

細胞からなる胚盤胞期胚の内側の細胞である内部細胞塊（inner cell mass : ICM）を培

養することで未分化性を維持したまま増殖が可能であり、胎盤などの胚体外組織を除

くすべての種類の細胞に分化することができる多能性を有しており、特にマウスやラ

ットでは生殖系列の細胞への分化も確認されている。1981年にマウス1,2、1998年にヒ

トES細胞が初めて樹立され3、任意の臓器や組織への分化を誘導する再生医療のため

の研究が進められてきた。一方で、ヒトES細胞を樹立するには「生命の萌芽」である

ヒト受精卵を使用しなければならず、倫理的な問題点を抱えている。また、ES細胞を

再生医療に応用するためには、まずES細胞を分化させなくてはならず、その上で、分
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化した細胞を選択後、移植することになる。しかしながら、移植を受ける患者の主要

組織適合抗原（major histocompatibility complex : MHC）がES細胞の材料となった受精

卵とで異なることが推測され、移植しても拒絶されてしまうという問題がある。これ

らの問題を解決するために、2006年にYamanakaら4はマウス胎児由来線維芽細胞に4つ

の遺伝子（Oct3/4、Sox2、c-Myc、Klf4）を導入することでES細胞と同様の分化多能

性を有するマウスiPS細胞を樹立し、2007年に同じくYamanakaら5はヒトiPS細胞を樹

立した。これにより、ヒトES細胞の樹立の際に生じる倫理的問題や、再生治療に使用

する際に起こる拒絶反応の問題を解決できることから、ES細胞に代わる細胞として大

きな注目と期待を集め、研究が進められている。 

しかしながら、iPS細胞の研究はES細胞の研究と密接に関連しており、未分化性

維持や分化誘導等のメカニズムには多くの共通点が存在する。現に、iPS細胞の作出

の経緯には、ES細胞で特異的に発現し万能性の維持に重要と考えられる因子を中心に

24の候補遺伝子を見出し、さらに前述した4つの遺伝子に絞り込み、それらを体細胞

に導入することで作製されたという事実がある。これらのことからも、ES細胞および

iPS細胞を再生医療研究の資源として、比較研究はもちろん、同時進行での基礎研究

が必要不可欠であると考えられる。 

  また問題点の一つとして、多能性幹細胞は由来となる動物種、個体、組織、培養

方法の違いなどにより樹立したそれぞれの細胞株において異なる特性を有すること

が知られている6-11。例えば、ES細胞株によりテラトーマ形成能、DNAのメチル化部

位、ゲノムインプリンティングの状態などの特性が異なることが報告されている12-15。

これらのことから、樹立したそれぞれの多能性幹細胞株の特性を正しく解析し理解す

ることは、再生医療研究の推進に大きく寄与するものと考えられる。 
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2-2. 霊長類由来ES細胞 

  霊長類ES細胞は、1998年のヒトES細胞の樹立に先立ち、1995年にはThomsonら16

によってアカゲザル（Macaca mulatta）から、1996年にはコモンマーモセット（Callithrix 

jacchus）から17それぞれのES細胞が樹立された。また、2001年にはSuemoriら18により

カニクイザル（Macaca fascicularis）から、2010年にはShimozawaら19によりアフリカ

ミドリザル（Cercopithecus aethiops）からそれぞれのES細胞株が樹立された。ヒトES

細胞に加えて、これらのサル類のES細胞を樹立することは再生医療への基礎研究を発

展させる上でその意義は大きく、それぞれのES細胞株の特性解明は極めて重要である

20-22。サル類はヒトと同じ霊長類であり、その解剖、生理などヒトに類似するところ

が多く、安全性試験や前臨床試験を含めたヒトへの応用を視野に入れた医科学実験に

適した動物といえる23。 

様々な実験動物の中でもマウスやラットなどのげっ歯類は、ハンドリングの容易

さ、遺伝的均質性や遺伝子改変技術、世代時間の短さや多頭飼育が可能なことなど、

医学研究への利用の上で有利な点が多く、ヒトの各種疾患モデル動物の開発も進めら

れている。一方、サル類は寿命が長く長寿科学研究が可能であり、また脳神経、心理、

行動など高次脳機能を有しているサル類でなければできない研究領域は少なくない23。

再生医療研究では、脊髄性筋萎縮症（spinal muscular atrophy : SMA）筋萎縮性側索硬

化症（amyotrophic lateral sclerosis : ALS）、家族性自律神経失調症（familial dysautonomia : 

FD）など神経変性疾患の治療に期待が寄せられているが、これらの前臨床試験とし

てサル類の利用は必須であり、その基礎となるサル類の幹細胞研究は不可欠である。 

また、近年の研究より、ヒトを含めた霊長類ES細胞はマウスES細胞と異なる性

質をもつことが明らかにされつつある。マウスもヒトもES細胞の樹立の過程において

全く同様のプロセスを経ているにもかかわらず、マウスES細胞ではフィーダー細胞上
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で立体的に増殖しドーム状に隆起するコロニーを形成するのに対し、ヒトを含めた霊

長類ES細胞は二次元的に細胞が増殖し、平坦なコロニー形態を示す。さらに、マウス

とヒトを含む霊長類とではそれぞれのES細胞の自己複製メカニズムに違いがあるこ

とが報告されている24-30。マウスES細胞では、LIF（leukemia inhibitory factor）により

制御されるJak/STAT3シグナル伝達経路を介して自己複製が促進され、未分化性が維

持される31-34。一方、ヒトを含む霊長類のES細胞ではFGF2（fibroblast growth factor 2）

により活性化されるTGF-/Activin/Nodalシグナル伝達経路を介して自己複製が促進

され、未分化状態が維持される26,27,35-37。また、霊長類ES細胞において未分化性を維

持したまま培養するにはMEF、STO細胞株などのフィーダー細胞の存在が不可欠であ

り、これらの細胞からは微量のFGF2が分泌されているという報告がある26,27,38-40。コ

ロニー形態を含む霊長類ES細胞のもつ特性は、マウスにおいて発生段階が少し進んだ

着床後5.75日齢の胚より樹立された多能性幹細胞、エピブラスト幹細胞（epiblast stem 

cell : EpiSC）と非常に酷似しており、マウスEpiSCも霊長類ES細胞と同様にその自己

複製がFGF2の添加を起点とするTGF-/Activin/Nodalシグナル伝達経路を介して促進

されるという報告がある41-46。これらの未分化性維持に寄与しているシグナル伝達経

路の違いにより、マウスES細胞型の分化多能性の状態をナイーブ型多能性（naïve 

pluripotency）、マウスEpiSC型の分化多能性の状態をプライム型多能性（primed 

pluripotency）と分類されるようになり47-49、これによればヒトES細胞はプライム型多

能性幹細胞に分類される。現在、この分類は多能性幹細胞の性質による分類として普

及しつつある。このようにマウスES細胞と霊長類ES細胞とでは明らかに特性が異な

る部分があることが示されており、ヒトと同じシグナル伝達経路を有していると推測

されるサル類ES細胞の研究を進展させる意義は大きい。 

一方、霊長類の発生生殖学的な特性解明や基盤技術の開発が進められているが、
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ES 細胞樹立の前段階として効率的に正常な受精卵を獲得することでは、マウスに比

較して霊長類では大きく立ち遅れている。特に、霊長類に含まれる多様なサル種間で

も生殖生理の差異があり 50-54、卵胞成熟や排卵誘起を制御する外因性ホルモンによる

過剰排卵誘起法は動物種ごとに異なる方法がとられている 55-59。霊長類を用いる再生

医療研究の推進には、霊長類の生殖生理学や発生生殖学的な技術開発も併せて進める

必要がある。 

 

2-3. ES細胞における神経系細胞への分化誘導 

  ES 細胞における神経系細胞の分化誘導方法に関して、マウス ES 細胞では Okano 

and Temple（2009）により embryoid bodies（EBs）形成を介して低濃度のレチノイン

酸（retinoic asid : RA）および FGF2 の段階的添加により神経系細胞へと分化誘導する

方法が確立された 60。霊長類 ES 細胞の神経系細胞への分化誘導因子として、RA、 

FGF2、epidermal growth factor（EGF）、platelet-derived growth factor（PDNF） sonic 

hedgehog（SHH）、SB431542、dorsomorphin、Noggin などが併用して用いられている

61-77。これらの因子の中でも特に RAは RAR/RXR(retinoic acid receptor / retinoid X 

receptor)を介してWnt シグナル伝達および Nodal シグナル伝達系を阻害することで中

胚葉および内胚葉への分化を抑制し、分化誘導の極めて初期の段階において分化の方

向性を外胚葉へと絞り込む役割を果たしており 66、ヒト ES 細胞においても同様の効

果が報告されている 61,71。これらのことからも、マウスおよびヒト ES 細胞の神経系

細胞への分化誘導において極めて初期の段階で RAの添加が行われており、神経系細

胞への初期分化を効率的に行うためにその存在の重要性が示されている。さらに、

FGF2はマウス ES 細胞では単独で、ヒト ES 細胞では他の分化誘導因子と併用するこ

とで、神経幹細胞への分化誘導に効果を示している 64。しかしながら、FGF2を起点



 13 

とするその作用はAKTシグナル伝達経路やERK/MAPKシグナル伝達経路など多岐に

渡っており、神経系細胞への分化に寄与するシグナル伝達経路やそれに付随する効果

が明らかになっていない。一方で、FGF2 はヒト ES 細胞では TGF- /Activin/Nodal シ

グナル伝達経路を介して、ES細胞の自己複製能を促進するという報告がある 26,27,44,45。

これらのことから、未分化性維持と分化誘導という相反する事象の中で、FGF2 が ES

細胞においてどのような影響を与えているのかを検証することが、FGF2の役割を明

確にする手がかりになると考えられる。そのためには、まず FGF2 を添加しない培養

環境下での未分化性の維持が可能な霊長類 ES 細胞が必要であり、FGF2 非依存性もし

くは低依存性の ES 細胞を用いることで、FGF2による分化誘導の効果を明らかにする

ことができる。そして、マウス ES 細胞と同様に、霊長類 ES 細胞においても RA単独

および FGF2との併用という分化誘導因子を絞り込んだ条件において示す効果の検証

が重要である。 

 

本研究において、筆者は FGF2の添加を必要としない培養環境下で未分化性の維

持が可能なカニクイザル ES 細胞の樹立を主目的として、カニクイザルの卵胞発育誘

起方法の検討、顕微授精による受精卵の作出、FGF2非添加環境下での ES 細胞の樹立

を行い、新規に樹立した ES 細胞の生理生化学的な特性解析および RA、FGF2 添加に

よる神経系細胞分化への影響の検証を実施した。 
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3. 材料および方法 

 

3-1. 実験動物 

  ES 細胞樹立に使用した受精卵は成熟した雌性カニクイザルより採取した成熟卵

子より作出し、当該カニクイザルは独立行政法人医薬基盤研究所霊長類医科学研究セ

ンターにおいて飼育された。飼育は同センターの標準的飼育管理法 23,78に従い、具体

的には毎日 100 gのリンゴおよび 70 gのペレット飼料（Type AS, Oriental Yeast Co., Ltd, 

Tokyo, Japan）を与え、照明（12時間明暗期）、室温（25 ± 2 °C）、湿度（60 ± 5%）、

換気（毎時 12 回）の環境下で、専任の飼育担当者により管理された。これらの個体

には獣医学的な健康管理が実施され、特記すべき疾患が認められない健康な成熟雌個

体 16頭および成熟雄個体 2頭を使用した（Fig. 1）。 

  また、フィーダー細胞の調整のために ICR マウス（Crl:CD1(ICR), Charles River 

Japan, Kanagawa, Japan）、樹立した ES 様細胞の多能性の評価を行うために重度免疫不

全マウス（NOD.CB17-Prkdcscid/J, Charles River Japan）を購入し、上記センターのマウス飼

育室において飼育した。これらの実験動物の管理および動物実験の実施については、関連法

令や指針、および独立行政法人医薬基盤研究所の規程に則り、動物実験委員会による審査、

承認を経て実施した。 

 

3-2. カニクイザル卵子の採取 

  卵子は過剰排卵処理した成熟した雌性カニクイザルより採取した。過剰排卵処理

は、既報に準じ 79、以下に詳述する 3種の方法（Fig. 2）により実施した。 

まず、すべての方法において、月経を確認した翌日（性周期 1日目）に性腺刺激

ホルモン放出ホルモン（gonadotropin-releasing hormone : GnRH）アゴニスト（GnRHa）



 15 

であるリュープロレリン酢酸塩（Leuplin, Takeda Pharmaceutical Co., Ltd., Osaka, Japan）

を 3.75 mg皮下投与した。GnRHアゴニストにより下垂体からの黄体形成ホルモン

（luteinizing hormone : LH）の分泌を抑制し、偽閉経の状態を誘導した。その後、採卵

のタイミングから逆算し、それぞれの過剰排卵処理の開始日を決定した。3種の方法

は、主として使用したホルモン製剤およびその接種間隔の違いによるものであり、そ

れぞれの方法による成熟卵子の採取率、顕微受精率を比較した。 

1つ目の方法（Method A）では、グリセロールと生理食塩水の混合溶液（1：1）

を溶媒とした 25 IU/kg ヒト尿由来卵胞刺激ホルモン（human follicular stimulating 

hormone : hFSH ; Fertinorm, Serono Japan Co., Ltd., Tokyo, Japan）を 24時間ごとに 9 日

間（合計 225 IU/kg）皮下投与した。最終投与から 36時間後に 1200 IU ヒト尿由来絨

毛性ゴナドトロピン（urinary human chorionic gonadotropin : hCG ; Gonatropin, ASKA 

Pharmaceutical Co., Ltd., Tokyo, Japan）を静脈内へ投与し、hCG 投与から 36～38時間

後に卵子を採取した。2つ目の方法（Method B）では、生理食塩水を溶媒とした 200 IU 

ウマ絨毛性性腺刺激ホルモン（equine chorionic gonadotropin : eCG ; Serotropin, ASKA 

Pharmaceutical Co., Ltd.）を 10日間で 6回、つまり 48時間間隔で 5回とその後 24 時

間後に 1回（合計 1200 IU）、静脈内へ投与した。最終投与から 36時間後に 1200 IU hCG

を静脈内へ投与し、hCG投与から 36～38 時間後に同様に卵子を採取した。3つ目の

方法（Method C）では、グリセロールと生理食塩水の混合溶液（1：1）を溶媒とした

75 IU/kgの hFSH を 6 日間で 3回（合計 225 IU/kg）皮下投与し、最終投与から 36 時

間後に 1200 IU hCG を静脈内へ投与し、hCG投与から 36～38 時間後に卵子を採取し

た。 

カニクイザル個体からの採卵は、10 mg/kg ケタミン塩酸塩（Ketalar, Bayer Yakuhin 

Ltd., Osaka, Japan）と 1 mg/kg キシラジン塩酸塩（Seractarl, Bayer Yakuhin Ltd.）の筋
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肉内投与による混合麻酔下において獣医師らにより外科施術として行われた。正中線

に従い下腹部を 10 cm 程度切開し卵巣を腹腔外に露出させ（Fig. 3A）、25ゲージ注射

針を接続した 2 ml シリンジを用いて成熟卵胞から卵子を含む卵胞液を吸引（Fig. 

3B-C）、採取した。採取した卵胞液は、直ちに 2.5 IU/ml ヘパリン(Novo Nordisk Pharma 

Co., Ltd., Tokyo, Japan）を含む 20 ml Hepes-TYH 培養液（119.37 mM NaCl、4.78 mM 

KCl、1.71 mM CaCl2・2H2O、 1.19 mM MgSO4・7H2O、1.19 mM KH2PO4、25.07 mM 

NaHCO3、5.56 mM グルコース、1.0 mM ピルビン酸ナトリウム、5 mg/ml ウシ血清

アルブミン（bovine serum albumin : BSA）、100 IU/ml ペニシリン Gナトリウム塩、100 

g/ml ストレプトマイシン硫酸塩、20 mM HEPES）80を満たした 50 ml 遠心チューブ

に移し、希釈した。卵胞液中に含まれる卵子は 0.1％ ヒアルロニダーゼ（Sigma Aldrich, 

St. Louis, MO, USA）を含む Hepes-TYH培養液により卵丘細胞を除去し、その後、10% 

ウシ胎仔血清（fetal bovine serum : FBS ; Hyclone, Logan, UT, USA）、1 mM Gluta-MAX 

（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）、100 IU/ml ペニシリン Gナトリウム塩、100 g/ml ス

トレプトマイシン硫酸塩を含む CMRL-1066 培養液（Invitrogen）にて洗浄し、37℃、

5% CO2の培養環境下で培養した。採取した卵子は成熟段階により卵核胞（germinal 

vesicle : GV）期（Fig. 4A）、卵核胞崩壊（germinal vesicle breakdown : GVBD）期（Fig. 

4B）、metaphase II（M II）期（Fig. 4C）の 3 期に分類し 81、顕微授精には最も成熟し

ているM II期卵子を用いた。 

 

3-3. 顕微授精による受精卵の作出 

  カニクイザル受精卵は成熟卵子および成熟精子を用いた顕微授精により、既法

18,19,79に従い実施した。顕微授精は、外科手術により採取したM II期卵子に対して、顕微鏡

システム（ECLIPSE TS100, Nikon, Tokyo, Japan）にピエゾドライブ装置（PMM-150, Primetech, 
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Ibaraki, Japan）を装着したマイクロマニピュレーターを用いて、細胞質内精子注入法

（intracytoplasmic sperm injection : ICSI）により行った（Fig. 4D）。 

顕微授精に使用した精子は、Sankai ら（1994）23および Okadaら(2001)82 

、吉田・藤本（2006）83の方法に従い採取した。前述した混合麻酔したカニクイザル

成熟雄個体に対して 5 ml TYH培養液を注いだ 15 ml 遠心チューブ内に陰茎を入れた

後、直腸より電気プローブを挿入し数回の電気刺激（10 V、40 Hz/sec.）を行い、遠心

チューブ内に新鮮精子を採取した。精子を含む TYH培養液を 9％ NaCl 溶液で希釈し

た 90％パーコール（Amasham, Uppsala, Sweden）上に重層し、室温（25℃）、800 gの

条件で 10分間遠心分離を行い、上清を除去し、精子を含む沈殿物を採取した。この

沈殿物を CZB培養液（81.62 mM NaCl、4.83 mM KCl、1.7 mM CaCl2・2H2O、1.18 mM 

MgSO4・7H2O、1.18 mM KH2PO4、15.0 mM NaHCO3、31.3 mM ラクトース、0.11 mM 

EDTA、0.27 mM ピルビン酸ナトリウム、1.0 mM グルタミン、4 mg/ml BSA、100 IU/ml 

ペニシリン、100 g/ml ストレプトマイシン）に懸濁した 84。さらに、CZB 培養液に懸濁

した精子を 10％ ポリビニルピロリドン（polyvinylpyrrolidone : PVP, Sigma Aldrich）を

含む Hepes-CZB培養液に移し、非動化させ、マイクロマニピュレーターを用いて 1

つの正常成熟精子を直径 7～8 m のガラスピペットで吸引、採取した。ガラスピペッ

トに接続されたピエゾドライブ装置で誘導したピエゾ振動により M II期卵子の細胞

膜を貫通させ、細胞質内に精子を注入した。精子注入を終えた卵子は CMRL-1066 培

養液に移し、37℃、5% CO2、5% O2、90% air の条件下でインキュベートし、15～16

時間後に雌雄前核の形成と第二極体の放出により受精を確認した（Fig. 4E）。 

 

3-4. ES 様細胞の培養 

顕微授精により得た胚は、胚盤胞期胚まで 7～10日間CMRL-1066培養液中で培養し
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た。その後、胚盤胞期胚を 0.5％ アクチナーゼ処理および 27ゲージ注射針を用いて機械的

に透明帯（zona pellucida : ZP）および栄養外細胞（trophectoderm : TE）を除去し、内部細胞塊

（inner cell mass : ICM）を露出させ、予め 0.1％ ゼラチン溶液でコートした組織培養 12 well

プレート中で培養したフィーダー細胞上に静置し、37℃、5％CO2のインキュベーター内で培

養した。培養液として、ES細胞用培養液を用い、その組成はDulbecco's Modified Eagle's Medium/ 

Ham's Nutrient Mixture F-12（Sigma Aldrich）、 20% knockout serum replacement （KSR, Invitrogen）、

1mM GlutaMax、1% 非必須アミノ酸（non-essential amino acids : NEAA, Invitrogen）、4 ng/ml 

human recombinant basic fibroblast growth factor （human bFGF : FGF2, Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd., Osaka, Japan）、10 ng/ml human recombinant leukemia inhibitory factor （human LIF, 

Millipore、Billerica, MA, USA）、0.1 mM β-mercaptethanol （2-ME, Sigma Aldrich）とした。ま

た、マイトマイシンC処理したMEFを 4×104 cells/cm2の細胞密度で培養ディッシュに播種

し、これをフィーダー細胞とした。 

ICM由来の細胞がフィーダー細胞上で小さな細胞集団であるコロニーを形成した後、

0.1% コラゲナーゼ溶液とピペッティングにより組織培養ディッシュから複数のコロニーを

解離し、100～1000個の小さな細胞塊になるまで緩やかに懸濁し、新しいフィーダー細胞上

に播種した。以後の継代操作も同様の方法で行った。細かく砕いたコロニーから形成された

ES様細胞は、ICMの形成から安定して培養が可能になるまで、少なくとも 10回の継代操作

を必要とし、その間、前述したFGF2や human LIF、2-MEを含むES細胞培養液で維持培養

を行った。その後、ES様細胞のコロニーをFGF2とhuman LIF、2-MEを除いた改変ES（modified 

ES : m-ES）細胞培養液の培養環境下に移した。m-ES細胞培養液は毎日新鮮なものに交換し、

おおよそ7日毎に未分化状態のES様細胞をコラゲナーゼ溶液により解離させ、新しいフィー

ダー細胞上に播種し、維持培養を行った。 

新規樹立ES細胞の対照として、Suemoriら（2001）により樹立されたCMK6株を使用し
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18、4 ng/ml FGF2を添加したES細胞培養液にて維持培養を行った。CMK6細胞株は標準的で

最も利用されているカニクイザルES細胞のうちの一株であり、今回樹立を試みたカニクイザ

ルES細胞と同様に培養条件にFGF2の添加を必要としない細胞株である。しかしながら、こ

のCMK6細胞株の維持培養を行うためには、0.5～1×105 cell/cm2の播種密度のフィーダー細

胞が必要であり、今回検討を行う0.4×105 cell/cm2の播種密度のフィーダー細胞では未分化維

持が困難である。そのため、CMK6は 0.4×105 cell/cm2の播種密度のフィーダー細胞を用い、

さらに4 ng/ml FGF2を添加した培養環境下で培養を行い、FGF2を添加しない培養環境下で

培養可能なES細胞との比較を行った。 

 

3-5. 特性解析 

  新規樹立したES様細胞株は、FGF2非添加m-ES細胞培養液の培養環境下で15～20世代

の継代を行った後、ES細胞としての生理生化学的特性を検証するため、染色体分析、アルカ

リフォスファターゼ（alkaline phosphatase : ALP）活性、未分化マーカーの発現解析、embryoid 

body（EB）およびテラトーマの形成、組織学的解析による、正常性の維持、未分化性および

多能性の各種解析を行った。 

 

3-5-1. 染色体分析 

  ES細胞株の染色体分析は有限会社 クロモソームサイエンスラボ（Hokkaido, Japan）に受

託した。染色体標本はギムザ染色液によるGバンド法により処理し、画像情報より染色体の

同定および数の算定を行った。 

 

 3-5-2. ALP 染色 

  ALP活性の判定は、Alkaline Phosphatase Chromogen Kit （Biomeda, Plovdiv, Bulgaria） を
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用い添付の説明書に従い行った。すなわち、未分化性をもつ細胞において発現している細胞

膜ALPが基質を介して赤色色素と結合することで発色し、ALP活性のモニタリングを行うも

のである。ES様細胞を培養している培養ディッシュに調製した色素液および基質液を添加し、

室温（25℃）で15分間インキュベート後、蒸留水で培養ディッシュを洗浄し、光学顕微鏡に

より細胞の発色状態を観察した。 

 

 3-5-3. 免疫蛍光抗体染色 

  ES細胞に特異的な未分化マーカー、Oct-3/4、stage-specific embryonic antigen（SSEA）-1、

-3、-4、tumor-related antigen（TRA）-1-60、-1-81の 6種類の発現状況を免疫蛍光抗体染色法に

より解析した。培養したES細胞を4% パラホルムアルデヒドを含むphosphate buffered saline

（PBS）溶液で30分間、固定し、続いて 0.1% TritonX-100を含むPBS溶液により10分間の

permeabilizationを行い、3% BSAを含むPBS溶液で30分間、ブロッキング操作を行った。そ

の後、ES細胞を 3% BSAを含むPBS溶液で希釈したそれぞれの一次抗体に浸し、4℃で一晩

インキュベートした。翌日、細胞の洗浄を行った後、希釈した二次抗体と室温で 1時間、反

応させた。一次抗体には、Oct-3/4（POU5F1）（1: 50, 611202, BD Bioscience, San Jose, CA, USA）、

SSEA-1（1: 80, MAB4301）、SSEA-3（1: 80, MAB4303）、SSEA-4（1: 80, MAB4304）、TRA-1-60

（1: 80, MAB4360）、TRA-1-81（1: 80, MAB4381）（全て、Millipore）を用いた。翌日、細胞

の洗浄を行った後、希釈した二次抗体を含む 3% BSAを含むPBS溶液に1時間浸した。二次

抗体にはAlexa Fluor 488で標識した抗マウス IgG抗体（1:1000, A-11001）、抗マウス IgM抗

体（1:1000, A-21042）、抗ラット IgM抗体（1:1000, A-21212）、抗ウサギ抗体（1:1000, A-11070）、

Alexa Fluor 555で標識した抗ウサギ抗体（1:1000, A-21428）（全て、Life Technologies, Gaithersburg, 

USA）を用い、3% BSAを含むPBS溶液に添加した。反応後、細胞の洗浄を行い、

4',6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）を含む 50%グリセロール溶液で封入した後、共焦点レー
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ザー顕微鏡（Digital Eclipse C1, Nikon, Tokyo, Japan）にて蛍光観察を行った。 

 

3-5-4. EBの形成 

EBは、0.1％ コラゲナーゼ溶液により解離させたES様細胞をピペッティングにより 100

～1000個の細胞塊に崩し、それらをm-ES細胞培養液の入ったペトリディッシュに移し、37℃、

5% CO2の条件で3日間以上インキュベートし、浮遊培養を行い形成させ、光学顕微鏡より形

態学的な観察を行った。 

 

3-5-5. テラトーマ形成と組織学的解析 

ES細胞のテラトーマ形成能の評価を行うため、6 cm培養ディッシュ 6枚分の未分化維持

培養を行ったES様細胞を 100～1000細胞数のコロニー塊に崩し、免疫不全マウス

（NOD.CB17-Prkdcscid/J）の片側の後脚の大腿筋中に 1頭あたり約 1×106cell/mlの細胞懸濁

液を1 ml移植した。細胞の移植から約2ヶ月後に触診により接種部位に腫瘤を確認し、頸椎

脱臼による安楽死後、腫瘤を含む組織を採取した。採取した組織を 4% パラホルムアルデヒ

ドを含むPBS溶液にて4℃で一晩固定し、パラフィン包埋後、定法により組織標本を作製し

ヘマトキシリン・エオジン染色後、組織学的解析を行った。また、三胚葉由来組織の観察の

ため、免疫ペルオキシダーゼ染色法も行った。一次抗体としてマウス IgG抗 synaptophysin 抗

体（1:200, M7315）、マウス IgG抗α-smooth muscle actin抗体（1:100, M0851）、ウサギ抗

α-fetoprotein抗体（1:1000, IR500）（全て、Dako, Glostrup, Denmark）、を用い、染色方法は

VECTASTAIN Universal Quick Kit（PK-8800, Funakoshi Corporation, Tokyo, Japan）を用いて

行った。詳細は使用説明書に準じた。 
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3-6. 神経系細胞への分化誘導 

  神経系細胞への分化誘導を行うにあたり、新規ES細胞株とCMK6細胞株、およびRA

とFGF2の組み合わせから 3つのグループに分類し、それぞれの神経系細胞への分化誘導の

スケジュールはFig. 11に示した。すなわち、FGF2非添加条件で新規ES細胞株を培養し、

m-ES細胞培養液にRAのみを添加したもの（Group A）、およびRAと10 ng/ml FGF2を添加

したもの（Group B）、また、FGF2添加条件でCMK6細胞株を培養し、m-ES細胞培養液に

RAのみを添加したもの（Group C）の3つのグループである。それぞれの方法により、3日

毎に新鮮な培養液に交換し、30日間培養を行った後、細胞接着性、神経系細胞に特異的なタ

ンパクの発現状況について比較検討した。 

 

3-6-1. EB 形成と接着培養 

  3-5. 特性解析と同様の方法により、ES細胞をm-ES細胞培養液中で浮遊培養し、EB

を作成した。EBの形成開始から3日後、形成されたEBを予め 0.1% ゼラチン溶液でコート

しておいた6 cm組織培養ディッシュへ移し、m-ES細胞培養液中で接着培養を行ない、細胞

接着性を観察した。 

 

3-6-2. レチノイン酸の添加 

 ES細胞の分化誘導因子の一つとして、RA（all-trans-retinoic asid, Cat. No. R2625, 

Sigma Aldrich）の添加を行った。RAの調整に関しては使用説明書に準じ、Dimethyl 

sulfoxide（DMSO）を溶媒として使用した。EBの接着培養を開始するタイミングで、

最終濃度が0.5 M、1 M、10 M、100 Mになるように希釈調整したRA溶液を、m-ES

細胞培養液に添加した。その後、3日おきに新鮮なRA添加m-ES細胞培養液に交換し、
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接着培養開始から30日後に光学顕微鏡にて細胞形態を、蛍光顕微鏡にてそれぞれの神

経系細胞特異的マーカーの発現を免疫蛍光抗体染色により観察した。 

 

3-6-3. FGF2の添加 

 RAと同様に、ES細胞の分化誘導因子の一つとして、FGF2の添加を行った。EB

の接着培養を開始するタイミングで、10 ng/ml FGF2をm-ES細胞培養液に添加し、そ

の後、3日おきに新鮮なFGF2を添加したm-ES細胞培養液に交換し、EBの接着培養開

始から30日後に光学顕微鏡にて細胞形態を、蛍光顕微鏡にて神経系細胞特異的マーカ

ーの発現を免疫蛍光抗体染色により観察した。 

 

3-6-4. 免疫蛍光抗体染色 

  免疫蛍光抗体染色法により神経系細胞で特異的に発現しているタンパク質の染色を

3-4-2で述べた方法により行った。一次抗体には、神経細胞マーカーである-tubulin IIIに対す

る抗体（マウス IgG抗-tubulin III抗体, 1 : 200, T8660, Sigma Aldrich）、アストロサイトマーカ

ーであるglial fibrillary acidic protein（GFAP）に対する抗体（マウス IgG抗GFAP抗体, 1:1000, 

M0716, Dako）、オリゴデンドロサイトマーカーであるmyelin basic protein（MBP）に対する

抗体（ウサギ抗MBP抗体, 1:1000, M3821, Sigma Aldrich）の 3種類を用いた。翌日、細胞の洗

浄を行った後、希釈した二次抗体を含む3% BSAを含むPBS溶液に 1時間浸した。二次抗体

にはAlexa Fluor 488で標識した抗マウス IgG抗体（1:1000, A-11001）、同じく抗ウサギ抗体

（1:1000, A-11070）、Alexa Fluor 555で標識した抗マウス IgG抗体（1:1000, A-21425）、同じ

く抗ウサギ抗体（1:1000, A-21430）（全て、Life Technologies）を用い、3%BSAを含むPBS

溶液に添加した。一次抗体、および二次抗体はカニクイザル成体の脳由来神経系細胞の観察

に用いられ、陽性細胞の観察が確認されているものを用いた。以降は、3-5-2.と同じ方法で
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細胞核をDAPIにより染色し、封入した後、共焦点レーザー顕微鏡（Digital Eclipse C1, Nikon）

にて蛍光観察を行った。 

 

3-7. 統計処理 

  統計学的解析は一元配置分散分析法（One-way ANOVA）およびスチューデントの t検定

（Student's t-test）を用いて行った。P<0.05の場合を有意差として判定した。 
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4．結果 

 

4-1. 受精卵の調整からES様細胞の培養 

始めに、霊長類由来 ES 細胞の樹立に使用するため、カニクイザル受精卵の調整

方法を検討した。まず、多数の受精卵を計画的に得るために卵胞発育誘起を行うこと

とし、既報 79に示すように、ホルモン製剤と接種間隔の異なる 3種の方法で成熟雌性

カニクイザルから成熟卵子を採取した（Fig. 2）。Method Aでは、グリセロールと生理

食塩水の混合溶液に溶解した hFSHを 24 時間ごとに 9日間投与した後に hCGを投与

し、7頭の成熟雌個体より平均 31±12個の卵子が採取された。そのうち、12±6個が

成熟（M II期）卵子（Fig. 4C）であった。Method Bでは、生理食塩水に溶解した eCG

を 10日間で 6回投与した後に hCGを投与し、8頭より平均 18±4個の卵子が得られ

た。このうち、成熟卵子は 7±2個であった。Method C では、グリセロールと生理食

塩水の混合溶液に溶解した hFSHを 6日間で 3回投与した後に hCGを投与し、5頭よ

り平均 21±4個の卵子を採取し、10±3 個が成熟卵子であった（Table 1）。Method A

およびMethod C において、Method Bより多くの成熟卵子を獲得できたが、これら 3

つの卵胞発育誘起方法により得られた卵子の数や成熟卵子の数に有意差は認められ

なかった。 

次に、上記のMethod AおよびMethod Bの卵胞発育誘起方法により獲得した成熟 

卵子70個に対してICSIによる顕微授精操作を行い（Fig. 4D）、受精卵を作出した。

Method Aで獲得した62個の卵子に対してICSIにより精子を注入したところ、雌雄前核

および2つの極体を持つ28個の正常胚（Fig. 4E）が得られた。一方、Method Bで獲得

した8個の卵子は、全てICSIにより受精し、8個の正常胚が作出された（Table 2）。 
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hFSHの皮下投与とhCGの静脈内投与によるMethod Aでは、多くの正常胚が得られ

たが、ICSIによる体外受精の効率は低く、eCGの静脈内投与とhCGの静脈内投与によ

るMethod Bでは得られる正常胚の数は少ないが、ICSIによる体外受精の効率は高い傾

向が認められた。 

  次に、受精卵より ES 様細胞の培養を行った。Method AおよびMethod Bによる卵胞

発育誘起で獲得した成熟卵子に、ICSIによる体外受精で作り出した受精卵 36個を7～10日間

にわたり体外培養し、最終的に 8個の胚盤胞期胚を得た。得られた胚盤胞期胚は全てMethod 

A により得られた成熟卵子を由来とするものであった。これらの胚盤胞期胚の透明帯および

栄養外細胞を除去して ICMを露出させ、それぞれフィーダー細胞を播種した培養ディッシュ

にて静置培養を行った。その結果、75%（6/8）の ICMがフィーダー細胞上に接着し増殖を続

け、ES細胞様のコロニーを形成した（Fig. 5A）。形成されたES細胞様のコロニーをFGF2、

human LIF、2-MEを含むES細胞培養液の環境下で維持培養を行い、10世代の継代を行った。

その後、FGF2、human LIF、2-MEを添加しないm-ES細胞培養液を用いて継代を行ったとこ

ろ、1つの ICM由来のES様細胞が安定して維持培養が可能であった。その他の ICM由来の

ES様細胞は複数のコロニーが形成できず、次世代への継代操作にピックアップによるクロー

ニングが必要であるか、継代操作が不可能なものであった。この未分化維持が可能であった

ES 様細胞において、m-ES 細胞培養液で維持培養および継代操作を行ったところ、持続して

複数のコロニーを形成する維持培養が可能であり、コロニー形態も既知の霊長類ES細胞が示

す形態と同様であった（Fig. 5B）。これらの形態学的な特徴は、維持培養や継代を繰り返し

ても変化することなく、安定的に維持できたため、次にES細胞としての生理生化学的特性に

ついて解析することとした。 
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4-2. 特性解析 

  FGF2を添加しないm-ES細胞培養液で維持培養が可能である新規に樹立したES様細胞に

おいて15～20世代の継代操作を行った後、生理生化学的な特性解析を行った。 

  まず、18世代目のES様細胞を用いてGバンド法による染色体分析を行った。その結

果、今回分析した18世代目のES様細胞において観察した細胞総数の約80％（159/200）が正常

な染色体数（42本）で、性染色体としてXYを有していた（Fig. 6A-B）。 

次に、15～20世代目のES様細胞を用いて未分化性の解析を行った。まず、未分化性の指

標として、もっとも簡便であるALP染色による解析の結果、特異的な染色反応からALP酵素

の発現が認められ、得られたES様細胞が未分化性を維持していることが示唆された（Fig. 7）。

さらに、免疫蛍光抗体染色法によりOct-3/4、SSEA-1、SSEA-3、SSEA-4、TRA-1-60および

TRA-1-81の未分化マーカーの発現状況を検討した。その結果、ES様細胞においてOct-3/4、

SSEA-4、TRA-1-60およびTRA-1-84の陽性細胞が認められた。一方、SSEA-1、SSEA-3陽性細

胞は認められなかった（Fig. 8）。これらの結果より、既知のカニクイザルES細胞株と同様の

特性を有していることが示唆された。 

続いて、同じく15～20世代目のES様細胞を用いて分化多能性の検討を行った。まず、

新規に樹立したES様細胞を用いてEBの形成能を観察した。その結果、早いものでは

浮遊培養を行なった2日後に直径が300 mほどの大きさに増殖し、凝集塊様の形態を

示し始めた。その後、3～5日後には大半が直径300 m以上の大きさに増殖し、最大700 

mほどの直径の大きさのEBも形成された（Fig. 9）。さらに、ES様細胞を免疫不全マ

ウスに接種することにより、テラトーマ形成能を検討した。その結果、ES様細胞を接

種した2匹中2匹において接種部位に腫瘤が形成された（Fig. 10A）。その腫瘤を摘出し

ヘマトキシリン・エオジン染色、および免疫ペルオキシターゼ染色により組織学的に解析し

たところ外胚葉由来組織である皮膚組織（Fig. 10B）および神経細胞マーカーのsynaptophysin
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陽性細胞（Fig. 10C）、中胚葉由来組織である血液（Fig. 10D）と平滑筋細胞マーカーのα-smooth 

muscle actin陽性細胞（Fig. 10E）、内胚葉由来組織である消化腺（Fig. 10F）と肝細胞マーカ

ーのα-fetoprotein陽性細胞（Fig. 10G）が観察された。これらのことから、接種したES様細胞

由来のテラトーマ形成が確認され、in vivoにおける分化多能性も確認された。 

  これらの結果より、FGF2非添加の培養条件で獲得した新規カニクイザルES様細胞は従来

の霊長類ES細胞と同様の未分化性および分化多能性を示し、15～20世代の継代を経てもその

特性を維持できていることから、FGF2低依存性カニクイザルES細胞株を樹立できたことが明

らかとなった。そして、このFGF2低依存性カニクイザルES細胞株をFGF2-low-dose-dependent

（Fld-）ES細胞株と呼ぶこととした。 

 

4-3. 神経系細胞への分化誘導 

  新規に樹立した Fld-ES 細胞は、FGF2 非添加の m-ES 細胞培養液で未分化性が維

持され、この特性は神経系細胞への分化に重要な役割を有すると考えられる RAおよ

び FGF2の機能を解析するうえで有用と考えられる。そこで、RAおよび FGF2 によ

る Fld-ES 細胞の神経系細胞へ分化誘導を検討した。 

  EBはES細胞を浮遊培養することで形成される球状の細胞塊で、組織培養用ディ

ッシュ接着し2～3週間程度培養すると様々な細胞種への分化が観測される。したがっ

て、新規樹立ES細胞の神経系細胞への分化誘導を検討する上で、EBは極めて重要な

ステージである60,61,85。一方、霊長類ES細胞では、単離した細胞で継代すると増殖が

不良となりコロニー形成が困難となることが報告されている38,86-88。本研究において

樹立されたFld-ES細胞も同様な傾向を示し、単離ES細胞からのEB形成も困難であっ

た。このため、EB形成の際の浮遊培養は100～1000個程度の細胞塊から開始し、形成

されたEBは浮遊培養開始3日後で直径300～700 mの幅があった（Fig.9）。 
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  そこで、Fld-ES細胞の神経系細胞への分化誘導を検討する上で、EBのサイズと接

着性について予備的な検討を行った。その結果、浮遊培養開始後3日目において大型

のEB（500～700 m程度）は78.9％（45/57）が接着性を示したのに対して、小型のEB

（300～500 m程度）は9.5％（6/63）となり、両者に有意な差が認められた（Fig.12）。

このため、以降の分化誘導の実験において、直径500～700 mのEBを使用することと

した。 

  新規に樹立したFld-ES細胞株および対照となる既存のカニクイザルES 細胞であ

るCMK6細胞株を用いて、神経系細胞への分化誘導を検討した（Fig. 11）。まず、RA

濃度によるFld-ES細胞から神経系細胞への分化の有効性について、GroupAの条件下で

比較した。Fld-ES細胞株から形成したEBを最終濃度0.5 M、1 M、10 M、100 M

のRAを添加したm-ES細胞培養液で培養し、EBのディッシュ上への接着率を比較した

ところ、それぞれ70.8％（34/48）、78.9％（45/57）、75.5％（40/53）、2.1％（1/47）と

なり、0.5 M、1 Mおよび10 Mではコントロール74.5％（38/51）と同様に接着性が

認められた。一方で、100 MのRAを添加した培養環境におけるEBの接着率は有意に

低い結果となった（Fig.13A）。さらに、接着培養を開始してから30日後に、細胞のコ

ロニーの形態変化の観察を行ったところ、1 M RAを添加した条件で接着培養を行っ

たEB由来のコロニーにおいて82.2％（37/45）の率で神経線維と推測される構造の出

現を確認した（Fig. 13B, 13E, 14A）。これに対して、0.5 M および 10 MのRAを添

加した培養条件下では、同様の構造を有するコロニーはそれぞれ20.6％（7/34）、10.0%

（4/40）と有意に低い結果となった（Fig. 13B）。これらの結果から、Fld-ES細胞の神

経系細胞への分化誘導には1 MのRA添加が有効であることが示唆された。  

次に、Group Bの条件でFld-ES細胞株から形成したEBを1 M RAと10 ng/ml FGF2

を添加したm-ES細胞培養液を用いて接着培養を行った。その結果、EBの接着培養開
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始から30日後にGroup Aと同様の神経線維状の構造が観察された（Fig. 14B）。また、

既存のカニクイザルES細胞株であるCMK-6細胞でもRAによる神経系細胞への分化誘

導を検討した。この場合、CMK-6細胞は未分化維持培養にFGF2を必要とするため、

EB形成までは4 ng/ml FGF2添加m-ES細胞培養液で培養し、EB形成後にFGF2非添加の

m-ES細胞培養液に交換し、さらに3日後に1 Mの RAを添加した（Fig. 11, Group C）。

その結果、CMK-6細胞でも、Group AによるFld-ES細胞と同様に神経線維状の構造物

が観察された（Fig. 14C）。 

さらに、上記のGroup A、Group BおよびGroup Cの方法で誘導された神経線維状

の構造が確認されたサンプルを用いて、それぞれの神経系細胞に特異的な細胞マーカ

ーを免疫蛍光抗体染色により観察した。その結果、全てのGroupにおいて神経細胞の

細胞マーカーである-tubulin III陽性細胞が確認された（Fig. 14E-G）。一方で、Group B

およびGroup Cでアストロサイトの細胞マーカーであるGFAP陽性細胞への分化が認

められた（Fig. 14J）が、Group CではGFAP陽性細胞は極めて少数であった（Fig. 14K）。

また、全てのGroupにおいてオリゴデンドロサイトの細胞マーカーであるMBP陽性細

胞は認められなかった（Fig. 14M-O）。 

これらの結果より、未分化維持培養においてFGF2を必要としないFld-ES細胞株

においては、EB形成後に1 M RAを添加したm-ES細胞培養液のみで神経細胞への分

化誘導が可能であり、さらに1 M RAと10 ng/ml FGF2を添加した培養条件下で神経細

胞とアストロサイトへの分化が誘導されることが明らかとなった。また、CMK6細胞

株においても1 M RAを添加により神経細胞と極めて僅かなアストロサイトへの分

化が確認された。このことからマウスES細胞と同様、カニクイザルES細胞において

もRAは神経系細胞への分化を誘導することが示唆された。また、FGF2はさらに神経

系細胞の分化を促進し、神経細胞だけでなくアストロサイトへの分化も誘導すること
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が明らかとなった。また、今回の分化誘導の方法ではオリゴデンドロサイトへの分化

誘導は確認されなかった。 
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5．考察 

 

本研究において、筆者はカニクイザル ES 細胞の樹立のために成熟雌性カニクイ

ザルの有効な卵胞発育誘起方法の検討を行い、効率的に成熟卵子を獲得する方法を特

定することに成功した。加えて、FGF2 非添加の環境下で未分化維持培養が可能なカ

ニクイザル ES細胞である Fld-ES細胞株の樹立に成功し、この ES 細胞株において RA

および FGF2 を用いた神経系細胞への分化誘導を行い、それぞれの役割を明らかにし

た。 

 

5-1. カニクイザルにおける生殖基盤技術 

  カニクイザルを含めたサル類においては、より効率よく成熟卵子を得るための方

法として、ホルモン製剤を投与する卵胞刺激方法が最も多く用いられ、ホルモン製剤

の組み合わせ、投与する濃度、投与回数などは多岐に渡っている 49-58。例えば、ホル

モン製剤では今回の実験に使用した hFSH、eCGに加え、閉経婦人尿性腺刺激ホルモ

ン（human menopausal gonadotropin : hMG）などが用いられ、投与する濃度も 1回の投

与濃度が国際単位（international unit : IU）として規定されているものや投与する個体

の体重によって濃度を定めるもの（IU/kg）など、最適とされる組み合わせを特定す

ることは非常に困難である。 

  本研究において、カニクイザルではグリセロールと生理食塩水の混合溶液に溶解

した hFSHを 24時間ごとに 9日間皮下投与した後に hCGを静脈内投与による卵胞発

育誘起方法（Fig.2, Method A）を用いることで、より多くの成熟卵子の調整が可能で

あり、それに続く ICSIによる体外受精で多くの正常胚の作出が可能であることが明

らかとなった（Table 1 and 2）。このことから、カニクイザルの卵胞刺激に用いるホル
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モン製剤は eCGより hFSHがより適しており、加えて、粘性の高いグリセロールを溶

媒として 24時間毎に皮下投与することで、徐々に体内に吸収され恒常的にホルモン

が循環し卵胞を刺激することが有効であると考えられる。事実、ウサギやウシ、ヒツ

ジにおいて高い粘性をもつ溶媒（例えば、ポリビニルピロリドンやグリセロールなど）

にホルモン製剤を溶解し投与することにより、卵胞発育へ持続的な効果を示すという

報告もある 89-92。一方、受精卵の作出方法として、新鮮な射出精子との媒精による体

外受精（in vitro fertilization ; IVF）法と ICSI による顕微授精方法がある。IVF法は成

熟卵子に対して精子の数が圧倒的多数であるため多精子受精の原因となることから、

正常胚作出の確実性が低下する可能性がある。対して、ICSIによる顕微授精方法は卵

子と精子の比率が１：１であり、また、新鮮な射出精子でなくても凍結保存後融解し

た精子などを用いても、精子が正常な染色体を保持していれば正常胚の作出が可能で

あることから、計画的な実験が容易であるという利点もある。このことから、カニク

イザルのより多くの正常胚を確実に作出するには、粘性の高い溶液に溶解した hFSH

の 24時間毎に 9回の皮下投与と hCGの静脈投与、および ICSI による顕微授精が効

果的であると考えられる。 

 

5-2. FGF2低依存性 ES 細胞株の樹立 

  ヒトを含む霊長類の ES 細胞では FGF2 の添加によって TGF-/Activin/Nodal シグ

ナル伝達経路が活性化され、自己複製が促進され未分化状態が維持されている

26,27,35-37。また、FGF2 はヒト ES 細胞において他の分化誘導因子と併用することで、

神経幹細胞への分化誘導に効果を示している 。しかしながら、FGF2 を起点とする分

化の作用はAKTシグナル伝達経路やERK/MAPKシグナリング伝達経路など多岐に渡

っており、神経系細胞への分化に寄与するシグナル伝達経路やそれに付随する効果は
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明らかになっていない。 

  一方で、ヒトを含めた霊長類 ES 細胞ではフィーダー細胞の役割が重要であり、

MEFなどのフィーダー細胞に起因する FGF2シグナルが ES細胞の自己複製を制御し

ていることが報告されている 26,27,38-40。実際に、今回の研究において標準的なカニク

イザル ES 細胞として使用した CMK6細胞株は、本来、FGF2非添加の培養条件では未分

化性の維持に0.5～1×105 cell/cm2の播種密度のフィーダー細胞が必要である 93。そのため、本

研究においてFld-ES細胞の樹立および未分化維持培養には 0.4×105 cell/cm2のフィーダー細

胞を用いたが、CMK6では0.4×105 cell/cm2のフィーダー細胞を用いて、さらにFGF2を添加

した環境下で培養を行った。そのため、FGF2を添加していない培養条件下でもフィーダー細

胞に起因するFGF2シグナルの影響は避けられない。 

本研究ではFGF2を添加せずに未分化維持培養が可能なFld-ES細胞株を樹立した。

染色体分析、ALP 染色および免疫蛍光抗体染色による未分化マーカー陽性細胞の解析、

EBおよびテラトーマ形成能と in vivoでの分化多能性の解析により、Fld-ES 細胞がこ

れまでに報告されているカニクイザル ES 細胞と同様の特性を有していることが認め

られた 18,94-97。一方で、未分化マーカーの解析で、マウス ES 細胞で特異的に発現し

ている SSEA-1と、ヒト ES 細胞で特異的に発現している SSEA-3の未分化マーカー陽

性細胞は認められなかった。この現象は、カニクイザル ES 細胞において特有のもの

であり 18,94,96,97、マウス ES 細胞はもちろん、同じ霊長類であるヒト ES 細胞とも異な

る性質を有している可能性が示唆された。 

 

5-3. Fld-ES 細胞の神経系細胞への分化 

分化誘導実験を行うにあたり、まず、Fld-ES 細胞株から形成した EBs は、そのサ

イズによりディッシュへの接着性が異なることを見出した。EBには後の三胚葉（外
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胚葉、中胚葉、内胚葉）系細胞となる細胞を多数含んでおり、その形成を認めること

で多能性を獲得したことが推測できる。それぞれの EB形成のタイミングや直径の大

きさに違いが表れた原因として、霊長類 ES 細胞の特徴でもある、継代操作時に個々

の細胞単位まで単離してしまうと、増殖不良を起こしコロニーの形成が困難になって

しまうことが起因していると考えられる。同様に、EBの形成も 100-1000個の定まっ

た数量でない細胞塊から開始されるため、形成のタイミングと直径の大きさの異なる

EBになったと推測される。最近、マウス ES 細胞において低酸素応答性の転写因子で

ある Hypoxia-inducible factor 1 alpha（HIF1）が、内在性のP4から誘導されるシグ

ナルを抑制することで中胚葉および内胚葉への分化を制御し、さらに初期の神経系発

生を促進することが報告されている 98。のサイズが増し、内部が低酸素状態に

陥ることが HIF1を介して細胞の接着性の亢進やその後の神経系細胞への分化に作

用する可能性があり、興味深い。 

本研究では全ての実験系に対して、接着性に優れた 500-700 m の EBs を用いて

各濃度の RAを m-ES 細胞培養液により神経細胞への分化誘導実験を行い、1M の

RAが Fld-ES細胞において神経系細胞への分化を誘導することをはじめて明らかにし

た。マウス ES 細胞と同様に RAの効果が認められたことから、カニクイザル ES 細胞

においても RAR/RXR(retinoic acid receptor / retinoid X receptor)を介して Wnt シグナル

伝達もしくは Nodal シグナル伝達系、あるいはその両方を阻害することで中胚葉およ

び内胚葉への分化を抑制し、分化の方向性を外胚葉へと絞り込む役割を果たしている

ことが示唆された。しかしながら、マウス ES 細胞において効果的に神経系細胞へと

分化誘導する RA濃度は 0.5 µM であるのに対し 67、カニクイザル ES 細胞では 1 µM

の濃度でピークを示した。このことから、カニクイザル ES 細胞はマウス ES 細胞と

比較して神経系細胞への分化誘導には、より高濃度の RAが必要であることが示唆さ
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れた。 

また、免疫蛍光抗体染色法によりそれぞれの神経系細胞マーカーを検索したとこ

ろ、Fld-ES細胞に RAのみを添加したGroup Aでは神経細胞への分化は認められたが、

アストロサイトへの分化は認められなかった。一方、Fld-ES 細胞に RAおよび FGF2

を添加した Group Bでは接着培養から 30 日後に神経細胞とアストロサイトへの分化

が認められた。また、CMK6細胞に RAのみを添加した Group C では、神経細胞と少

数のアストロサイトへの分化が認められた。Group C の CMK6 細胞は FGF2を添加し

た m-ES 細胞培養液で維持培養を行っている。これらのことから、FGF2はカニクイ

ザル ES 細胞においてアストロサイトへの分化に効果的であることが明らかとなった。

FGF2は未分化維持に必要な因子でありながらも、RA添加により神経系細胞への分化

を方向づけられた環境下ではアストロサイトへ分化するために作用したと考えられ

る。RA添加の効果は、中胚様および内胚様への分化を抑制することで外胚様に分化

するよう方向づけられたと推測され 67、これにより神経細胞およびアストロサイトに

分化したと考えられる。 

しかしながら、全ての Groupにおいてオリゴデンドロサイトへの分化は認められ

なかった。生体の中でも中枢神経系におけるオリゴデンドロサイトの比率は他の神経

系細胞に比べかなり低いことから、生体内でも in vitroでもオリゴデンドロサイトへ

分化誘導させるには特殊な環境下、特殊な因子の関与が必要と考えられる。例えば、

マウスやヒト ES、iPS細胞をオリゴデンドロサイトへ分化誘導するには、SHHや

Noggin、SB431542 などの誘導因子をそれぞれ適切なタイミングで添加する方法や、

さらに Vitronectin といった細胞外マトリクス上で培養を行う方法が用いられている

63,67,68,73,99,100。SHHは hedgehogシグナル伝達のリガンドとして働き、神経系細胞 73,101、

造血幹細胞 102、乳腺 103などといった多岐にわたる組織への分化を誘導するため、明
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確な特性は解明されていない。Noggin は BMP4 / TGF-シグナル伝達を阻害すること

で、神経系細胞の成熟を促す効果があるが、同じく TGF-シグナル伝達を

制御している FGF2 とは異なる働きを持っていることが考えられる。SB43154も

FGF2と同様、Activin/Nodal シグナル伝達を制御しているが、FGF2 より神経系細胞の

成熟を促進する効果があると考えられている 63,67,68,73。Vitronection は生体内でも SHH

タンパクが発現している部位の近傍に分布しており、また in vitro においても RAや

Noggin、SHH等の分化誘導因子の効果を高める働きを持っている 99。したがって、神

経系細胞の中でもオリゴデンドロサイトは神経細胞やアストロサイトと比べてより

多くの因子の作用を受け、前駆細胞の発生などいくつかのステージを経て生物学的機

能を持つ成熟したオリゴデンドロサイトになると考えられる。すなわち、Fld-ES 細胞

株をすべての神経系細胞へと誘導させるためには、まず RAによる初期誘導を行った

後、FGF2を添加することでアストロサイトへ、さらに特殊な誘導方法を用いてオリ

ゴデンドロサイトへと分化誘導を行う必要があると推測される。これらのことから、

オリゴデンドロサイトへの分化誘導には今後の課題が多く、効果的な神経系細胞への

分化誘導方法を確立するなどの基礎研究やその延長上にある神経変性疾患の再生治

療などの研究を進めうるうえで、分化誘導における FGF2 の効果を明確にすることが

可能である本 ES 細胞株は有用な細胞材料であると考えている。 

 

本研究より、FGF2 非添加の培養条件で未分化性の維持が可能なカニクイザル ES

細胞である Fld-ES 細胞株の樹立が可能となった。また、カニクイザルにおける有効

な卵胞発育誘起方法、つまり hFSHによる恒常的な刺激による卵胞成育および hCG に

よる排卵刺激が有効な手法を用いることで多数の成熟卵子の調整が可能となり、さら

に ICSIによる顕微授精を行うことで、より確実に正常胚の作出が可能となることが
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示された。 

また、カニクイザル ES 細胞において RAは極めて初期の段階に神経系細胞へと

分化させ、最終的には神経細胞へと分化させる働きを有していることが示唆された。

さらに、FGF2 の添加により神経系細胞へと分化する過程で神経細胞に加え、アスト

ロサイトへの分化も可能であることが明らかとなった。しかしながら、神経系細胞の

中で最も分化誘導が困難であるオリゴデンドロサイトへの分化には、より多くの誘導

因子の添加および長期間に渡る段階的な分化誘導方法の検討が必要であると考える。 
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Fig.1. カニクイザル（cynomolgus monkey）の雌雄成熟個体と飼育環境 

独立行政法人医薬基盤研究所霊長類医科学研究センターにて飼育されているカニク

イザルの雄（左）と雌（右）の標準個体。通常は一頭ずつ個別のケージにて飼育され

るが、自然繁殖のためにケージを連結し同居させている環境を撮影したものである

（A）。それぞれのケージサイズは幅 0.50 m、奥行き 0.86 m（床面積 0.43 m2）、高さ

0.80 m であり、米国立衛生研究所（National Institutes of Health : NIH）の基準を満たし

ている（B）。個々の飼育室にケージが壁に掛けられており、交配や群れ飼育等の飼育

環境に合わせられるよう、隣り合ったケージを連結することが可能である。このよう

な飼育室が複数あり、繁殖や研究用などそれぞれの用途に合わせて、設置されている

ケージの数は異なっている（C）。 
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Fig. 2. カニクイザルにおける卵胞発育誘起方法 

カニクイザル雌個体に対し、2種類のホルモン製剤および接種間隔の異なる 3種の方

法により卵胞発育誘起を行った。性周期 1日目に GnRHアゴニストを投与した 2～3

週間後、それぞれ、25 IU/kg hFSH を 9回皮下投与する方法（Method A）、200 IU eCG

を 6回静脈内へ投与する方法（Method B）、75 IU/kg hFSHを 3回皮下投与する方法

（Method C）で卵胞刺激を行い、最終投与から 36時間後に hCGを静脈内へ投与した。

矢頭は hFSHおよび eCGを投与するタイミングを示す。GnRHa ： 

gonadotropin-releasing hormone agonist、hFSH : human follicular stimulating hormone、

eCG : equine chorionic gonadotropin、hCG : human chorinic gonadotropin 
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Fig. 3. カニクイザル卵巣からの卵子の採取 

hFSHおよび eCG、それに続く hCGの投与による卵胞発育誘起により成熟した卵胞

（A）から 25ゲージ注射針を接続した 2 ml シリンジを用いて卵子を含む卵胞液を吸

引、採取を行う（B）。卵胞液吸引後の収縮した卵巣（C）。 
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Fig. 4. カニクイザル卵子と ICSIによる顕微授精 

卵胞発育誘起により採取した卵子はその成熟段階により 3種類、つまり卵核胞（矢頭）

をもつ GV期卵（A）、卵核胞が崩壊した GVBD期卵（B）、第一極体（矢印）を放出

したM II期卵（C）に分類した。もっとも成熟した段階にある M II期卵に対し ICSI

により顕微授精を行った（D）。雌雄前核（矢頭）と第二極体（矢印）をもつ正常な受

精卵（E）が認められた。スケールバーは 100 m。 

A B C 

D E 
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Table 1. 各卵胞発育誘起法により採取したカニクイザル卵子数と成熟度 

卵胞発育誘起方法 頭数 
採取した 

卵子数 

各成熟段階の卵子数と比率 

M II期卵 GVBD 期卵 GV 期卵 

Method A 

(25 IU/kg hFSH : 9 回) 
7 31±12 * 12±6 (38.7%) 8±4 (25.8%) 9±3 (29.0%) 

Method B 

(200 IU eCG : 6回) 
8 18±4 7±2 (38.9%) 4±3 (22.2%) 7±2 (38.9%) 

Method C 

(75 IU/kg hFSH : 3回) 
5 21±4 ** 10±3 (47.6%) 3±2 (14.3%) 7±1 (33.3%) 

* : P=0.50、** : P=0.57 

それぞれの比率は（各成熟段階の卵子数 / 採取した卵子数）である。 
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Table 2 各卵胞発育誘起法により採取したカニクイザル卵子の受精能 

卵胞発育誘起方法 頭数 卵子数 生存卵子数 

受精率 
受精しなかった

卵子数 
2PN2PB* 3PN1PB** 1PN2PB*** 

Method A 

(25 IU/kg hFSH : 9回) 
4 62 53 (85.5%) 28 (45.2%) 2 (3.2%) 1 (1.6%) 22 (41.5%) 

Method B 

(200 IU eCG : 6 回) 
1 8 8 (100%) 8 (100%)    

*2PN2PB：雌雄前核と第一、第二極体をもつ正常な受精卵 

**3PN1PB：3前核と一つの極体を持つ異常な受精卵  

***1PN 2PB：1前核と第一、第二極体をもつ異常な受精卵 
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Fig. 5. 新規樹立したカニクイザル ES 様細胞のコロニー 

新規樹立した ES 様細胞（A）は標準的なカニクイザル ES 細胞株である CMK6 細胞

（B）と類似したコロニー形態を示した。スケールバーは 100 m。 

A B 
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Fig. 6. 新規樹立した ES 様細胞の染色体分析 

染色体分析の結果、18世代目のES様細胞において観察した染色体像（A）および染色体の

分布（B）。細胞総数の約 80％（159/200）が正常な染色体数（42本）で、性染色体として

XYを有していた。 

A 

B 
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Fig. 7. ALP 染色による未分化性の解析 

ALP 染色により新規樹立した ES 様細胞（A）のコロニーが赤色に染色され ALP の発

現を認めた。ES 様細胞のコロニーを取り囲んでいるフィーダー細胞では染色されて

いない。スケールバーは 100 m。 
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Fig. 8. 免疫蛍光抗体染色法による未分化マーカーの発現 

免疫蛍光抗体染色法による未分化マーカー発現の確認を行った。未分化マーカーであ

る Oct-3/4 陽性細胞（赤色）、SSEA-4陽性細胞（赤色）、TRA-1-60 陽性細胞（緑色）、

TRA-1-81陽性細胞（赤色）が認められた。一方、SSEA-1（緑色）および SSEA-3（緑

色）の陽性細胞は認められなかった。DAPI（青色）は各細胞の核を示す。スケール

バーは 100 m。 
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Fig. 9. 新規樹立した ES 様細胞の EB形成 

FGF2を添加していない m-ES 細胞培養液を用いて、非接着性のペトリディッシュに

て浮遊培養を行った。培養 3日後。スケールバーは 200 m。
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Fig. 10. テラトーマ形成と in vivo で分化した ES 細胞 

免疫不全マウス（NOD.CB17-Prkdcscid/J）の片側の後脚の大腿筋中に1頭あたり約1×106個

/mlのFGF2 低依存性 ES 様細胞を含む懸濁液を 1 ml移植し、形成した腫瘤（A）に対し

ヘマトキシリン・エオジン染色、および免疫ペルオキシターゼ染色を行った。外胚葉由来組

織である皮膚組織（B、矢印）と神経細胞マーカーの synaptophysin陽性細胞（C、矢頭）、

中胚葉由来組織である骨（D、矢印）と平滑筋細胞マーカーのα-smooth muscle actin陽性細胞

（E、矢頭）、内胚葉由来組織である消化腺（F、矢印）と肝細胞マーカーのα-fetoprotein陽

性細胞（G、矢頭）が観察された。スケールバーは 100 m。 
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Fig. 11. カニクイザル ES 細胞の分化誘導スケジュール 

FGF2を添加しない m-ES 細胞培養液で維持培養を行った Fld-ES 細胞を RAのみで分

化誘導を行う方法（Group A）、同じく Fld-ES 細胞を RAと FGF2 で分化誘導を行う方

法（Group B）、FGF2 を添加した m-ES 細胞培養液で維持培養を行った CMK6細胞を

RAのみで分化誘導を行う方法（Group C）により、RAおよび FGF2 がカニクイザル

ES 細胞の神経系細胞への分化誘導を細胞マーカーの免疫蛍光抗体染色法により検討

した。 
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Fig. 12. EBのサイズにおける接着率 

Fld-ES 細胞より 3日間形成された EBを直径 500～700 m（矢印）の大きさのものと

直径 300～500 m（矢頭）の大きさのもので選別し、接着培養時のそれぞれの接着率

を比較したところ、78.9％（45/57）、9.5％（6/63）と有意差が認められた（P<0.05）。

スケールバーは 200 m。 
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Fig. 13. RA濃度による EBの接着率および神経線維状構造の出現率 

Fld-ES 細胞株から形成した EBを最終濃度 0.5 M、1 M、10 M、100 M の RAを

添加した m-ES 細胞培養で培養を行い、また、コントロールとして RAを添加してい

ない培養条件にて EB の接着培養を行った。EBの接着率はそれぞれ 70.8％（34/48）、

78.9％（45/57）、75.5％（40/53）、2.1％（1/47）、74.5％（38/51）となり 0.5 M、1 M、

10 M およびコントロールでは差は認められなかった（A）。接着培養を開始してから

30 days 

0.5 M RA : 30 days 

1 M RA : 30 days 

10 M RA : 30 days 

100 M RA : 3 days 
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30日後に、1 M RA を添加した条件で接着培養を行った EB由来のコロニーにおいて

82.2％（37/45）のコロニーで神経線維と推測される構造の出現を確認した（B、E、

矢印）。コントロールおよび 0.5 M、10 M の RAを添加した培養条件下では、神経

線維状の構造が確認できなかった（C、D、F）。100 M の RA を添加した培養条件下

では、接着培養開始から 3日後では接着したコロニーの形成が認められなかった（G）。

*：P<0.05。スケールバーは 200 m。 
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Fig. 14. カニクイザル ES 細胞から分化誘導した神経系細胞 

全ての Groupで神経線維状の構造が確認され（A-C、矢印）、神経細胞の細胞マーカ

ーである-tubulin III陽性細胞（緑色）への分化（E-G）が確認された。Group Bおよび

Group C でアストロサイトの細胞マーカーである GFAP 陽性細胞（赤色）への分化が

認められた（J）が、Group C においては GFAP 陽性細胞へ分化した細胞は極僅かであ

り（K）、Group Aでは認められなかった（I）。全ての Groupにおいてオリゴデンドロ

サイトの細胞マーカーである MBP 陽性細胞への分化は認められなかった（M-O）。ネ

ガティブコントロールとして、それぞれの一次抗体を除いた条件で二次抗体により染

色した（D、H、L）。青色は各細胞の核を示す。スケールバーは 200 m。 


