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要旨 

 目的は医療用バイオ人工細胞・臓器の開発である。主眼をバイオ人工膵島とし、その細胞供給用の

遺伝子改変ブタの作出をめざした。複数の補体制御因子をhybrid化した分子、及びHLA-Eを高発現す

る変異分子のブタ胚盤胞形成試験を行い、その結果よりブタへの遺伝子導入可能と判断した。 

 つぎに、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。 
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A. 研究目的 

 目的は、医療用バイオ人工細胞・臓器の開発であ

る。主眼をバイオ人工膵島とし、その細胞供給用の

遺伝子改変ブタの作出をめざす。現有する異種抗原

α-Galをknockout(KO)したブタに、他の補体制御因

子、抗凝固因子、細胞性免疫制御分子やレトロウイ

ルス制御用遺伝子を導入し、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。 

 我々は、H8年度よりトランジェニックブタ（DAF+

糖転移酵素GnT-III）の作成に取りかかり、この線

維芽細胞を使って-Gal抗原のKOに成功し2006年末

ホモが産まれた。我々はこの分野での極めて独自の

異種移植用ブタを開発する事を目指している。 

具体的には、既存のα1,3-galactosyltransfe

rase 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-acetylne

uraminic 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.Transgenicブタ作り 

  まずは、顕微授精(ICSI-mediated gene transfe

r)法を用いて、ブタの体外成熟卵に２種の遺伝子導

入を行い、発生への影響を調べた。用いた遺伝子は

C1-INH+Thrombomodulin+DAF+MCPcyt(-)<CTDM>とHLA

-Ev(147)+IRES+humanβ-2 microglobulin(hβ2m)＜

HLA-E*＞である。注入卵の胚盤胞への体外発生によ

って、導入遺伝子の初期発生への影響を解析した。

発生阻害の見られなかった遺伝子については、遺伝

子導入胚の移植により胎児の獲得を試みた。  

次に、2種類のコンストラクト<NCTDM>と<HLA-Ev>

を、Intracytoplasmic sperm injection-mediated 

gene transfer（ICSI）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1.25n

g/µlおよび2.5ng/µl とし、顕微授精胚の正常分割率、
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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。 

 

6.ブタのline整理 

さらに既存のα-Gal KOブタを野生型ブタと交配

するなどして、近交化や発生に影響のある変異の進

んだ系統への新たな血液の導入を図った。 

 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

ニングによって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.ダブルKOブタ作り 

 既存のα-Gal-KOブタに、既に報告があるCMAHの

KOを加え、（さらに出来上がった新奇のhybrid遺伝

子を導入する）。 

 ①homozygous GalT-KOクローンブタ(DK3-9系、

雌)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。 

 ②.さらに、遺伝的背景を更新したhomozygous 

GalT-KO細胞(DK3-1neo)に対しては、Transcription 

activator-like effector nuclease (TALEN) mRNA

を導入することでCMAH-KOの遺伝子改変を行った。 

  

  （倫理面への配慮） 

 実験動物に対する動物愛護上の配慮に関しては、

大阪大学および明治大学の動物実験委員会を通過し

た上でおこなっている。 

 検定その他に使うブタは麻酔時に注射の痛みを伴

うが、その後覚醒する事無く安楽死させている。 

 

C.結果 

1. ブタでの発現  

 I. CTDMおよびHLA-E*遺伝子をそれぞれ約40個の

卵に導入した結果、18.4%および35.9%の胚盤胞形成

率が得られた。対照の遺伝子導入を伴わない顕微授

精区では30.0%の胚盤胞形成率であったことから、H

LA-E*遺伝子導入の発生阻害はないと判断した。 

 HLA-E*遺伝子導入胚97個を2頭のレシピエ

ント雌に移植した。さらに３頭にCTDMを含め

て移植した。しかし、産仔は得られなかった。 

 

II. NCTDMおよびHLA-Ev遺伝子両者ともに、1.25n

g/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 69個および79個を2頭のレシピエントブ

タに移植した。さらに２頭に移植した。しかし、

産仔は得られなかった。 

 

2. ブタlineの整理 

α-Gal KOブタ（雌）と野生型ブタとの交配に

よって得られたheterozygous KO産仔を、他のα

-Gal KO ブタ精子により受胎させて胎仔を回収し、

新たに 9 ラインのα-Gal KO ブタ細胞を樹立した。 

 この新しい遺伝的背景を導入した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。一頭は33日目まで生存した

（死因不明）。  

 

3.ダブルKOブタ作り 

 ①. DK3-9系（雌）の細胞に、ZFN法で新たに

homozygous GalT /heterozygous CMAH-KO細胞を樹
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立。この細胞から、核移植で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。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。さ

らにZFN法でhomozygous GalT/CMAH-KO細胞を2 line

樹立した。 

 

 ②.新しい遺伝的背景を導入したhomozygous 

GalT-KO細胞(DK3-1neo)の遺伝子改変により、この

細胞より(TALEN)法でhomozygous GalT-

KO/homozygous CMAH-KOのダブルhomozygous KO細胞

を2 line 樹立した。 

 

D.考察 

  作製したhybrid遺伝子構築に関しては，顕微受

精法（ICSI法）によりブタ個体の作出を試み失敗に

終わったが、胚盤胞形成試験で高効率であったため、

経験的に遺伝子導入可能と判断した。 

 あくまで最終的には、-Gal+CMAH-ダブルKO-ブタ

に、これらのhybd遺伝子を発現させる事が目標なの

で、検定としては十分ではないが一応終了して、次

のステップに進んだ。つまり、既存のlineを整理し

てα-Gal-KOブタのlineを使って、CHAHをKOしたブ

タ(ダブルKO-ブタ)の繊維芽細胞に検定済の新奇

hybrid遺伝子を高発現させ、それを核移植する方針

である。 

 一方、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。 

 

E.結論 

 1年目、2年目と通じて、ICSI法での遺伝子導入を

試みたが流産した。このため、新たな課題である

CHAHをKOしたブタの胎児を確立し、その繊維芽細胞

に導入予定の遺伝子を高発現させ、さらに核移植す

る方法が考えられた。 

 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.健康危険情報 
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< 招待講演・国際学会 > 

１. Nagashima H: Tg pigs- recent progress: Multiple
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1.宮川周士、南條明子、柏田紘明、福沢正洋、武石

俊作、興津 輝、長嶋比呂志、松本慎一. α

Gal-knockoutブタ関連の膵島の糖鎖抗原の解析.
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東京医科歯科大学大学院特別講義: 11 Oct 

2013; 東京. 

4. 長嶋比呂志: 生殖工学技術が拓く未来の動物

生産. In: 第106回日本繁殖生物学会市民公開

講座: 14 Sep 2013; 東京. 

5. 長嶋比呂志: クローンブタを用いた臓器移植

・再生研究の現状と将来展望. In: 第28回福
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