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(1)生殖細胞機能研究室 
①研究目的   

 発育途中にある原始胚細胞核の機能およびゲノムの発生支持能をそれぞれ評価することによって、

その生殖細胞の発生、成熟過程と epigenetic な修飾との連関を明確にしていく。この生殖細胞の機能

評価のひとつとして、ゲノムの「成熟」度をひとつの評価基準として、その配偶子形成機構における

意義を追求する。これらの研究は、生理的な配偶子形成のみならず、異常発症機構の解明に直接つな

がると考えられる。 

 また、ヒト中胚葉性幹細胞は、幹細胞としての多分化能を有しているだけでなく、ニッシェとして

の機能を有している可能性が高く、ヒト初期胚のモデルであるヒト胎児性幹細胞の支持細胞としての

役割を明確にしていく。また、現在、既にウシおよびマウス骨髄間質由来の体細胞を用いたクローン

技術（核移植）およびクローン胚作成に成功し細胞移植を進めており、将来これらの技術が生殖医療

ならびに再生医療に役に立つことは疑いない。これらの基盤的研究をさらに高いレベルに進展させ、

生殖医療研究に貢献したいと考えている。 

 

②研究概要  

(a)ヒト初期発生を模倣する幹細胞システムを用いた生殖細胞機能研究 

 ヒト胎児性癌に注目し、ヒトの初期胚のモデルとしてヒト細胞の発生・分化の研究から疾患成立機

序の解明を目指す。 

 

(b)初期発生とゲノム修飾機構の研究 

 受精卵を初めとする多分化能を有する細胞では、固有のゲノム修飾機構が存在することを仮定し、

遺伝子の分化過程における発現と epigenetics の関係を検討していった。上皮系細胞のマーカーであ

るケラチン 18 遺伝子の Ets 認識配列のメチル化は臓器および腫瘍において、発現と完全な逆相関にあ

った。その相関は、ヒト・ケラチン 18 遺伝子を導入したトランスジェニック・マウスにおいて認めら

れた。 

 

(c)骨髄由来の間葉系幹細胞の研究 

 ヒト初期発生のモデルとなる胎児性癌細胞が有している多分化能と同等の分化能を有する細胞が成

体にも存在する過程の元に、骨髄に由来する体性幹細胞を同定し、体性幹細胞の分化および機能に直

接関与する分子発現の調節機構について研究を進めていく。多能性幹細胞が成体組織に存在するなら

ば、梗塞や炎症、外傷等によって傷害された部位を積極的に再生させることが可能と考えられるため、

成体に存在する幹細胞の同定を行っていく。 

 

(d)母体血中の胎児血を用いた非侵襲的出生前診断のための基礎的研究 

 単一血球からのＰＣＲの効率を調べ、染色細胞は非染色細胞と較べて格段に効率が低いことを確認

した。効率は遺伝子によって異なるが、調べた数個の遺伝子については例え低くてもＰＣＲ産物を得

ることはできた。遺伝子のコピー数とＰＣＲ効率の関係を調べた。ＰＣＲ産物量は遺伝子コピー数が

２，１００、および１００００００と増えるに従って多くなることを確認した。Alu family PCR を用

いて single cell のサンプル中に本当に cell が存在するかどうかを確かめることができることを示

した。非染色血球を用いて、有核赤血球を識別し、単離することができることを示した。そして、母

体末梢血中に胎児有核血球が存在し、それを単離し、ＰＣＲと制限酵素分析により遺伝子型を確認で

きることを示した。 
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④取得研究費 

 

厚生労働省科研費 

 基礎研究成果の臨床応用推進研究事業 梅澤明弘（代表） 96,000,000 円 

   骨髄由来の間葉系細胞と生分解性ポリマーを用いた細胞移植 

 ヒトゲノム・再生医療等研究事業   梅澤明弘（分担） 6,000,000 円  

   骨髄細胞を用いた形質転換心筋細胞の開発に関する研究  

 

医薬品機構 梅澤明弘（分担）5,000,000 円 

   間葉系細胞の規格設定の研究 

 

成育委託研究費 梅澤明弘 （分担）1,500,000 円 

 

文部科学省科研費 

 特定領域研究(2) 梅澤明弘（代表）2,100,000 円 

胎児性間葉系幹細胞の心筋への分化と生体内の心拍動とのシンクロナイゼーション 

 萌芽研究  梅澤明弘（代表）700,000 円 

再生医療・細胞移植に対する病理学的な評価システムの確立 

 基盤研究（B）（２） 梅澤明弘（代表） 3,100,000 円 

アポトーシス抑制分子 EAT の生体内機能ならびに疾病における分子機構の解明 

 基盤研究（B）（２） 梅澤明弘（代表） 2,300,000 円 

   骨芽細胞 KUSA-A1 を用いた低分子の骨形成促成物質（因子）の同定 

 特定領域研究（２） 梅澤明弘（代表） 11,000,000 円 

   間葉系幹細胞の分離と幹細胞可塑性を利用した臓器再構築 

 

慶應義塾大学学事振興基金（平成 14 年 10 月まで） 梅澤明弘（代表）1,900,000 円 

  骨髄間質細胞の多分化能の同定－胚盤胞への細胞注入によるキメラ作製法を用いて－  

 

 



(2)生殖技術研究室 
 

①プロジェクト名  妊婦末梢血中の有核赤血球等を用いた非侵襲的出生前診断の 

          ための基礎技術の開発 

 

②研究概要 

1989 年に Lancet に出た論文で、母体末梢血中に胎児血球に由来するＤＮＡ配列が見つかると言う

報告が出、この応用で非侵襲的出生前診断の技術が可能であろうと思われ、その方向の研究が多くの

研究室で始まった。 

1990 年代初めに金沢医大の高林先生の所で、妊婦末梢血中の NRBC(nucleated red blood cell) を

ギムサ染色後に micromanipulator で拾うと大部分が胎児血球であり、この NRBC の DNA 分析により

非侵襲的出生前診断が可能であろうという提案と実験が示された。日本の多くの研究室はこの方向に

進んだ。我々も高林研究室から技術を習得した。 

最初は、stained  single cell を拾いＰＣＲによるＤＮＡ分析は、特別難しいことではないように、

思われたが、実際はかなり難しいことであった。 

1）まず、母体末梢血中の NRBC は非常に少ない（100 万個の有核血球に一つ以下）ので、5～10ml の

母体血から、0～数個しか得られない。 

2）stained single cell からのＰＣＲは容易ではない。 

Single cell からＰＥＰ（preamplification elongation PCR）をしてゲノムの数を数十にふやし

てから（理論的には）、ＰＣＲをするのだが、live cell ではきれいな結果がでるのだが、Stained 

single cell からは、10 個に一つの結果がでれば良いということもある。 

3）NRBC であろうと考えて拾った single cell が実際に胎児由来であることを示すことが必要である

がこれはＰＣＲ産物の polymorphism から示すことができる。 

(a)ZFXY 遺伝子の RFLP を用いて、我々は、妊婦末梢血中に胎児有核血球が含まれることを示した。

このときは、live NRBC を用いて、NRBC と RBC とを見分けることが可能であることも示した。

（J.Reprod.Engineer 3(1), 111-155, 2000） 

(b)HLA-DQA  1.1/1.2/1.3/2/3.1/3.2/4  の polymorphism  を利用して胎児血を見分ける基礎実験と

して、正常大人の血球を用い hybridization  kit を用いて やってみたが、結局、ＰＣＲ後にクロ

ーニングをしてＤＮＡ配列を決定することで、polymorphism を決定することにした。数個の配列の

決定をしたところである。 

(c)ＳＴＲ（short tandem repeat） 

STR を用いて genomic DNA から Chromosome 18、Chromosome 21 の trisomy を明確に示す論文が出

たので、我々は normal single cell を用いて、同じように実験して doublet peak が Chr.18 にみ

られることを見つけた。 

数個のＳＴＲ配列を用いれば、この方法での polymorphism の判別は非常に有用であると思われる。 

 

4) single cell からのＰＣＲがうまくいかない理由はＰＣＲ生産物が少ないということと、染色した

染色体は分断されやすいということだと推測できる。 

 ＰＣＲ生産物を今のＰＣＲの 100 倍、1000 倍にもできるという新しいＰＣＲ技術を試すことも考え

ている。 

 

5) single stained cell, live cell を自動的に拾う automatic manipulator の開発、胎児 NRBC の 

in vitro での増殖、胎児 NRBC に対する特異的抗体の開発、などの研究もあちこちで行われてい

る。実用化されれば、この分野の画期的な技術となる。 

 

6) cell free の胎児ＤＮＡが妊婦末梢血中にかなりの量で見つかるという発見が３～４年前になされ

たが、これもおもしろい方向となるかもしれない。 

 

7) 数年前に報告されたことで、経産婦は以前の胎児と遺伝子的に同型の血球を 20 年、30 年後も保持

しているという論文があるが、最近の報告ではこれが確認されたようである。これも意外なことで

はあるが、このことも事実であるなら十分我々のプロジェクトの方向に関して考慮しなければなら

ない。 


