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遺伝子改変ブタの作出に関する研究 
 

研究分担者 長嶋比呂志 明治大学農学部生命科学科発生工学研究室 教授 
 

研究要旨：既存の α1,3-galactosyltransferase gene knockout (GalT-KO)ブタへ有性生殖
を介して新しい遺伝的背景の導入を行い、より体細胞クローニングに適した
homozygous GalT-KO 細胞を樹立した。樹立した細胞の体細胞クローニングによって、
GalT-KO 生存産仔が得られることが確認された。 
さらに、ゲノム編集技術を用いて、Hanganutziu-Deicher (H-D)抗原の合成を司る
cytidine monophosphate-N-acetylneuraminic acid hydroxylase (CMAH)遺伝子をノッ
クアウトすることに成功した。最終的に、GalT/CMAH-ダブル homozygous KO の遺伝
形質を持つ、雌雄の細胞が樹立された。  

A．研究目的 

既存の α1,3-galactosyltransferase gene 

knockout (GalT-KO)ブタをベースとして、

より体細胞クローニングに適した細胞を樹

立することを目的とした。さらに、GalT-KO

細 胞 に 対 し て 、 Hanganutziu-Deicher 

(H-D) 抗 原 の 合 成 を 司 る cytidine 

monophosphate-N-acetylneuraminic acid 

hydroxylase (CMAH)遺伝子ノックアウト

を追加することを、第２の目的とした。 

 

B．研究方法 

1. 遺伝的背景を更新した homozygous 

GalT-KO 細胞の樹立とクローン産仔の作

出 

雌の homozygous GalT-KO クローンブ

タ (DK3-9 系)を野生型雄ブタと交配し、

heterozygous GalT-KO ブタを新たに作出

した。これによって、体細胞クローニング

により無性生殖的に維持されてきた

GalT-KO ブタの系統に、有性生殖を介して

新しい遺伝的背景の導入を行った。得られ

た heterozygous GalT-KO 雌を、既存の

homozygous GalT-KO 雄個体 (DK3-1 系)

の精子で人工的に受胎させ胎仔を得た。こ

の 胎 仔 よ り 樹 立 し た 繊 維 芽 細 胞  

(DK3-1neo)を用いて、体細胞核移植による

クローン個体作出を行った。 

 

2. 雌の GalT/CMAH-ダブル KO 細胞の獲

得 

雌の homozygous GalT-KO クローンブ

タ (DK3-9)の細胞を対象に、CMAH 遺伝子

を標的とする Zinc finger nuclease (ZFN) 

mRNA を 導 入 し た 。 得 ら れ た

heterozygous CMAH-KO 細胞を体細胞核

移植に用いて、クローン産仔の作出を行っ

た。homozygous CMAH-KO 細胞の樹立の

ため、この得られたクローン産仔由来線維

芽細胞 (heterozygous CMAH-KO)へ再度

ZFN mRNA を導入した。 

 

3. 雄の GalT/CMAH-ダブル KO 細胞の獲

得 

遺伝的背景を更新した homozygous 

GalT-KO 細胞  (DK3-1neo) を用いて、
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CMAH 遺伝子を標的とする Transcription 

activator-like effector nuclease (TALEN) 

mRNA の導入を行った。 

 

C．結果 

1. 遺伝的背景を更新した homozygous 

GalT-KO 細胞の樹立とクローン産仔の作

出 

 遺伝的背景を更新した homozygous 

GalT-KO 細胞 (DK3-1neo)から 4 頭のクロ

ーン産仔を得た。その内 3 頭は産後虚弱の

ため、出生後 2 日までに試料採取に供した。

残る1頭は出生後33日まで生存を確認した

後、試料採取に供した。 

 

2. 雌の GalT/CMAH-ダブル KO 細胞の獲

得 

 新 た に 樹 立 し た homozygous 

GalT-KO/heterozygous CMAH-KO 細胞か

ら、4 頭のクローン産仔を得た。4 頭中の 1

頭は健常であったが、3 頭は死産あるいは

産後虚弱であった。出生後 2 日に健常個体

から次世代クローン個体作出のための初代

培養細胞を樹立した。この細胞へ再度 ZFN 

mRNA を 導 入 す る こ と に よ り 、

homozygous GalT-KO/homozygous 

CMAH-KO のダブル KO 細胞を、最終的に

2 ライン樹立した。これにより雌の

GalT/CMAH-ダブル KO 細胞が獲得された。 

 

3. 雄の GalT/CMAH-ダブル KO 細胞の獲

得 

 遺伝的背景が更新された homozygous 

GalT-KO 細 胞  (DK3-1neo) に 対 す る

TALEN mRNA による遺伝子改変を行った

結果、homozygous GalT-KO/homozygous 

CMAH-KO のダブル KO 細胞が、最終的に

2 ライン樹立された。これにより雄の

GalT/CMAH-ダブル KO 細胞が獲得された。 

 

D．考察 

 既存の homozygous GalT-KO ブタに新

たな遺伝的背景を導入した細胞から、生存

可能なクローンブタが得られたことから、

homozygous GalT-KO 細胞において従来懸

念されていた近交化の影響やエピジェネテ

ィック変異の影響が、ある程度改善された

と考えられる。 

ZFN や TALEN を用いたゲノム編集は、既

存の遺伝子ノックアウトブタ（すなわち

GalT-KO）に新たな遺伝子ノックアウト 

(すなわち CMAH-KO）を追加するために

有効であった。 

 超 急 性 拒 絶 反 応 克 服 に お い て

α1,3-galactose epitope に次ぐ障害である

H-D 抗原の除去にも成功したことで、今後

の研究の進展が大いに期待される。本研究

で、ゲノム編集技術を用いて、雌雄の

GalT/CMAH-ダブル KO 細胞が樹立された

ので、今後はこれらの細胞が体細胞核移植

に適した増殖能や染色体正常性を有してい

るかどうかを見極める必要がある。細胞の

状態が良好であれば、それらを用いた体細

胞クローニングによって、GalT/CMAH-ダ

ブル homozygous KO 個体の作出は、十分

可能であると考えられる。 
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E．結論 

既存の homozygous GalT-KO ブタを、有

性生殖のサイクルに組み入れることで、個

体の正常性・生存性を改善し得た。ゲノム

編集技術の利用により、既存の遺伝子ノッ

クアウトブタへの新たな遺伝子ノックアウ

トの追加は、十分に実用的な効率で行い得

る。 

 

F．健康危害情報 

本研究による健康危害情報はなかった。 
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ンドの更新. In: 第16回日本異種移植

研究会: 10 Nov 2013; 大阪. 

9. 内倉鮎子, 松成ひとみ, 松村幸奈, 中

野和明, 浅野吉則, 前原美樹, 若山清

香, 若山照彦, 長嶋比呂志: 中空糸ガ

ラス化法の実用化に関する研究-1：融

解速度の胚生存性への影響. In: 第106

回日本繁殖生物学会大会: 11-14 Sep 

2013; 東京. 

10. 牧野智宏, 東大, 内田奈緒美, 坂本望, 

新井良和, 松本守雄, 長嶋比呂志, 大

鐘潤: ブタにおけるFbn1遺伝子のエピ

ジェネティック制御解析. In: 第106回

日本繁殖生物学会大会: 11-14 Sep 

2013; 東京. 

11. 東大, 内田奈緒美, 坂本望, 牧野智宏, 

新井良和, 長嶋比呂志, 大鐘潤: 骨格

筋分化抑制遺伝子MstnのDNAメチル

化による発現制御. In: 第106回日本繁

殖生物学会大会: 11-14 Sep 2013; 東

京. 

12. 内田奈緒美, 東大, 坂本望, 牧野智宏, 

新井良和, 長嶋比呂志, 大鐘潤: 脂肪

細胞分化に関わる遺伝子の発現制御. 

In: 第106回日本繁殖生物学会大会: 

11-14 Sep 2013; 東京. 

13. 坂本望, 東大, 内田奈緒美, 牧野智宏, 

新井良和, 長嶋比呂志, 大鐘潤: ブタ

Hnf1a，Hnf4aの肝臓特異的発現には

DNAメチル化とアンチセンス非コー

ドRNAが関与する. In: 第106回日本

繁殖生物学会大会: 11-14 Sep 2013; 

東京. 

14. 林田豪太, 渡邊将人, 松成ひとみ, 中

野和明, 金井貴博, 小林美里奈, 松村

幸奈, 倉本桃子, 坂井理恵子, 浅野吉

則, 内倉鮎子, 前原美樹, 新井良和, 梅

山一大, 長屋昌樹, 沢野朝子, 宮脇敦

史, 長嶋比呂志: 細胞周期可視化蛍光

プローブFucci を発現するブタ体細胞

核移植胚の作出. In: 第106回日本繁殖

生物学会大会: 11-14 Sep 2013; 東京. 

15. 浅野吉則, 松成ひとみ, 小林美里奈, 

内倉鮎子, 中野和明, 林田豪太, 松村

幸奈, 倉本桃子, 坂井理恵子, 金井貴

博, 松田泰輔, 新井良和, 渡邊将人, 長

嶋比呂志: DNAメチル化阻害剤および

ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤がブ

タ体細胞核移植胚の発生能に及ぼす影

響. In: 第106回日本繁殖生物学会大

会: 11-14 Sep 2013; 東京. 

16. 松村幸奈, 前原美樹, 本田香澄, 林田

豪太, 倉本桃子, 中野和明, 松成ひと

み, 小林美里奈, 内倉鮎子, 浅野吉則, 

渡邊将人, 梅山一大, 長屋昌樹, 長嶋

比呂志: ガラス化保存された体外成熟

／体外受精胚を用いた糖尿病モデル遺

伝子改変ブタの作出. In: 第106回日本

繁殖生物学会大会: 11-14 Sep 2013; 

東京. 

 

H．知的財産権の出願・登録状況 

  特になし。 
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