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A. 研究目的 
我々は既に、糖転移酵素 GnT-III と CD55 を遺
伝子導入し、かつ異種抗原α-Gal を KO した
ブタを作出している。この遺伝子改変ブタに、
新たな補体制御因子、抗凝固因子、細胞性免
疫制御分子やレトロウィルス制御用遺伝子な
どを導入し、臨床応用可能な膵島細胞の供給
源となるブタを作出する。 
 
B. 方法 
2 種の遺伝子コンストラクト Pig insulin 
promoter+C1-INH+Thrombomodulin+DAF+MCPcy
t(-) <NCTDM>と pCX/HLA-Ev(147)+2AP+human 
beta-2 microtubulin <HLA-Ev> を 、
Intracytoplasmic sperm injection-mediated 
gene transfer 法によりブタ体外成熟卵へ注
入した。精子との共培養に用いる DNA 濃度を
1.25ng/µlおよび 2.5ng/µl とし、顕微授精胚
の正常分割率、胚盤胞形成率への影響を両区
で比較した。得られた胚盤胞（発生培養 7 日
目）の PCR 解析により、遺伝子導入の有無（一
過性導入も含む）を調べた。以上の実験によ
り、導入に用いる DNA の適性濃度を決定し、
顕微授精胚のレシピエントブタへ移植を行っ
た。 
 
C. 結果 
NCTDM および HLA-Ev 遺伝子両者ともに、
1.25ng/µl区では 2.5ng/µl区に比してより高
い胚盤胞形成率が得られる傾向であった 
(NCTDM : 47.8% [11/23] vs 24.0% [6/25], 
HLA-Ev : 34.8% [8/23] vs 22.7% [5/22])。
一方、胚盤胞の遺伝子導入効率については、
両区に差は見られなかった（75.0-100%）。 
胚移植試験には、発生率が高い傾向であった
1.25ng/µlの DNA 濃度を採用した。NCTDM 遺伝

子および HLA-Ev 遺伝子を導入した顕微授精
胚、それぞれ 151 個および 156 個を 4頭のレ
シピエントブタに移植した。 
4 頭中 3 頭が妊娠したが、１頭が流産した。 
残る２頭を妊娠 109 日齢に剖検し、合計４頭
の胎仔を得た。 
これらの胎仔中に遺伝子改変個体は認められ
なかった。 
 
D. 考察 
新たに構築・精製した遺伝子コンストラクト
を導入されたブタ卵の胚盤胞への発生には、
特段の問題は見られなかった。しかし、顕微
授精胚の移植で得られた胎仔数が予想より少
なく、また遺伝子改変個体が得られなかった
ことから、遺伝子導入の影響で胎仔が死亡し
ている可能性が懸念された。 
 
E. 結論 
 顕微授精法では導入遺伝子のコピー数の制
御が困難であることから、胎仔発育への影響
が懸念される遺伝子コンストラクトの導入に
は不利である。α1,3-galactosyltransferase
（GalT）遺伝子ノックアウトブタ細胞への遺
伝子導入に切り替えて、今後は遺伝子導入を
行うこととする。 
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