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論文内容の喪皆

幹細胞の分化誘導により生み出された特異的な組織を、患者の疾患部伎に移植する再生医療は、職器移植におげるドナー

不足や臓器提供者の負担の問題を解消した新たな移橋治療法として注目を集めている。再生医療の成功には幹細胞が重要な

鍵となる。意思想的な幹細胞とは倫理的問題を最小限に、(1)総限増殖能、 (2)多能性の維持、 (3)抱絶反応の回避、の 3条

件を瀦たす必要がある。これまで、初期臨由来の底性幹(盟日〕細胞や各組織に由来する組織性幹籾胞が幹籾胞の候補lこ挙げ

られているが、すべての条件告漏たす幹細胞はまだない。

究極的には、個人の{4:細胞か品多能性幹細胞を生み出すととができれば、これらの令条件を満たすことができる。その方

法のーっとして、これまで、体級胞と ES細胞の級胞融合により、体細胞核がES細胞核様iこ再プログラム化きれ、多能性

を獲得することが知られている。 ES-体細胞融合総胞から ES細胞由来の染色体を取り除ければ、fI}プログラムイとされた個

人体締胞由来の染色体をむみをもっ多様性幹細胞を作製することが可能となる。本研究では、マウス ES叩体細胞融合細胞か

らE呂細胞由来の余分な染色体を除去する新技術の確立を目的に実験を行い、以下の結巣を得た。

。梅雨組み換え配列 (1且XP)を2j出逆向きに配置し、その閣に蛍光マーカー配列 (GFP)と薬剤耐性遺伝子を組み込んだ

染色体除去カセット(CEC)を構築し、薬剤j遺伝子iこよりマウス盟S細胞にランダムに導入、任意に選別し、第 11番と

第 12番染色体への導入を確認した。これらES細胞クローンと戒体マワスから採取した絢腺総胞と細胞融合長行った。

得られた融合籾胞クローンに DNA組み換え酵素(む開〕処理を行うことにより CEC導入染色体にのみ組み換えを引き

起こし、締胞に好ましくない形に変化吉せ、染色体除去寄誘発富せた。その後、セルソーターを用いて、 GFP陰性細胞

を分取したところ、第 11番と第 12番染色体がそれぞれ選択的に除去されていることを染色体ベインチィングや核塑解

析から明らかにした。

2) "lウス昌議染色体には、未分化維持関子Nano宮遺伝子が存在するため、 ES細胞の未分化性維持に必須の染色体である。

CEC (G418耐性〕を稲荷総み検えにより第6番染色体に導入し、 G418高濃度処理により E呂細胞の 2本の 8番染色体

にCECが導入されたクローンを選別した。亜種JFlマウス絢腺級胞と細胞融合を行い、 Cr.静素処理後、 GFP陰性総

胞を分紋したところ、 ES細胞由来の第B番染色体が2本とも除去されたことを君主種間DNA配列多塑の利用により確認

した。このととにより、再プログラム化された体細胞由来Nanogの働きのみで、 ES細胞由来第6番染色体除去融合細

胞の未分化性が維持寄れていることを明らかにした。

論文審 の結果の要旨

本研究i立、初期化〔再プログラム化〕により体細胞から多能性幹細胞を作製し加工する議機技術の開発を目指したもので

ある。阪性幹 (ES)級胞との細胞融合iこより体細胞核を未分化細胞織に初鶏化後に、融合細目告核か品標的染色体を取り除く

技衡を開発したζとをマウス実験系で示したものである。
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細胞核からの染色体除去分子ツ-}レとして染色体除去カセット(CEC)告考案および構築した。 CEC導入ES級胞染色体

は、 DNA級換え C開酵素の働きで融合細胞核から排除吉れたむそこで、 Nanogを含む未分化紹胞特異的遺伝子が集積する

ES級胸第8番染色体対をE芯体細胞融合締胞から除去した。その結果、初期化された体細胞の未分化特異的潰伝子が融合

細胞の未分化性維持に機能する事が示事れた。免疫拒絶に主要な役割jを果たす MHC遺伝子群はマウス第 17番染色体に集

積する。との技術を応用すると、例えば、融合細胞から ES締胞の第 17番染色体対を除去することで、体細胞ドナーに移植

後拒絶反応から有意に免れることができる可能性が示された。

以との研究は、細胞核からの染色体除去技術の開発と応用により、未分化特襲的遺伝子の生理的機能の解明11:賞献した。

乙の研究成果は、体細胞からの多能性幹細胞作製のみならず個人の特性Ic基づく薬剤選択や病因解明に寄与するところが多

い。

したがって、本論文は博f:(医学)む学位論文として価値あるものと認める。

なお、本学位申請者は、平成20年1月7日実施の論文内容とそれに関連した試関長受I:t、合格と認められたものである。




