
鹿児島大学・医用ミニブタ・先端医療開発研究センター・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７７０１

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

独自システムによるホモKOマイクロミニブタ細胞の効率的濃縮とその応用

Efficient enrichment of homozygous bi-allelic knockout microminiature porcine 
cells using a novel selection system and production of genome-edited cloned 
piglets

３０２８７０９９研究者番号：

佐藤　正宏（SATO, Masahiro）

研究期間：

１５Ｋ０７６９５

平成 年 月 日現在３０   ５ ３１

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：近年、CRISPR/Cas9と呼ばれるゲノム編集法を用いて遺伝子改変ブタ細胞を作製し、
これをドナーとする体細胞核移植を通じてクローン個体を作製することができるようになった。現行法では、ピ
ュアなゲノム編集細胞を濃縮するには難があった。そこで、本研究では、我々が独自に開発したtargeted toxin
法を用いて効率よく複数の標的遺伝子が破壊されたブタ細胞株を取得する検討を行った。その結果、ほぼすべて
の細胞で標的遺伝子に変異が見られた。一部の細胞株を体細胞核移植に付すと胚盤胞までの発生が認められた
が、移植後の発生は失敗した。今後、移植後の胚発生を担保する細胞の選別を行う必要がある。

研究成果の概要（英文）：Somatic cell nuclear transfer (SCNT) has been employed as one of the 
efficient tools for the production of genetically modified (GM) pigs. The GM cell isolation used for
 SCNT is often difficult due to occasional contamination of untransfected cells. We here used a 
novel approach for enrichment of porcine cells after introduction of CRISPR/Cas9 components. A 
single guide RNA targeted to GAAT1 gene, involved in the synthesis of cell-surface α-Gal epitope, 
is a prerequisite. When the transfected cells were reacted with toxin-labeled IB4 for to eliminate 
α-Gal epitope-expressing cells, the surviving clones lacked α-Gal epitope expression and were 
highly expected to exhibit induced mutations at another target loci. SCNT using these cells as 
donors successfully resulted in the production of cloned blastocysts with genome-edited nuclei. 
Thus, this novel system will be useful for SCNT-mediated acquisition of GM cloned piglets..

研究分野： 応用動物科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ブタを含む哺乳類動物ゲノム内の特定の遺伝子

を標的とした遺伝子破壊（gene targeting）は、遺
伝子機能解析、疾患モデル動物開発の上で強力なツ
ールとなりえる。これまでの方法は、標的遺伝子の
一部および細胞選択マーカーを利用した標的遺伝
子破壊用ベクター（gene targeting vector）の構
築、それを用いた細胞への遺伝子導入、細胞の薬剤
選別、gene targetingを引き起こした細胞株の単離、
それを用いた核移植あるいは正常胚とのキメラ胚
作製という非常に複雑な、且つ時間と労力を伴う方
法を採用せざるを得なかった。しかし、2013年より
登場したゲノム編集技術によりより簡便に、より短
時間に細胞あるいは胚ゲノム内の標的遺伝子を破
壊することが可能になった。特に、CRISPR/Cas9 と
呼ばれる方法は、広範に採用されており、Cas9
（endonucleaseの一つ）をコードする遺伝子を内蔵
するプラスミドあるいはその mRNA やタンパク、更
に、標的遺伝子部位に特異的に結合する guide RNA
を組み合わせて細胞や胚に導入すれば、直ちに標的
遺伝子が破壊（knockout, KO）された、所謂、ゲノ
ム編集細胞/胚を手にすることができる。 

CRISPR/Cas9 の 基 本 原 理 は 、 ① guide 
RNA/Cas9 複合体が、標的遺伝子に特異的に結
合し、直ちに、切断する、②その後、DNA修復
のための non-heterogenous endo joining 
(NHEJ)が起こる結果、塩基配列の挿入あるい
は欠失などのいわゆる indel mutation が生じ
る。その結果、標的遺伝子がコードするアミノ
酸配列が変わり（frame-shift）、本来のもの
とは異なるタンパクが生まれる。また、時とし
て、蛋白合成終止コドン（TGA, TAA, TAG）が
生じた場合には、アミノ酸合成の早期終了
(premature termination of protein 
synthesis）が誘導される。 

本研究では、１）このような最近開発された
次世代型KOと呼ばれるCRISPR/Cas9を用いてブ
タ（マイクロミニブタ）胎仔由来の繊維芽細胞
（MPEF）ゲノム内の特定遺伝子（異種移植関連
遺 伝 子 alpha-1,3-galactosyltransferase 
[alpha-GalT] や動脈硬化責任遺伝子 low 
density lipoprotein receptor [LDLR]）を完全
に破壊し、２）これまでに独自に開発した KO
細胞のみを効率的に濃縮する系（targeted 
toxin-based selection）を用いてalpha-GalT、
LDLR 遺伝子が同時に破壊された遺伝子改変
MPEF 株が効率的に取得できるかを検討するこ
とを当面の課題とし、３）最終的に遺伝子改変
MPEF 株をドナーとする体細胞核移植によるク
ローン胚の作製、クローン胚の受容♀ブタ卵管
移植による動脈硬化モデルブタ作製を試みる。 
 
２．研究の目的 

次世代型 KO と呼ばれる CRISPR/Cas9 ゲノ
ム編集系をマイクロミニブタのゲノム改変に
適用し、特定の遺伝子が破壊された KO クロー
ンブタを作製する。当該ブタ個体は LDLR 破壊
に起因する動脈硬化を発症すると考えられ、
動脈硬化治療薬開発に資する「動脈硬化モデ
ル」動物作製が期待される。 

 
３．研究の方法 
1) targeted toxin-based selection の概要 

本研究では、MPEF に CRISPR/Cas9 系成分
（LDLR 遺伝子および-GalT 遺伝子に変異を誘
導する成分）を遺伝子導入し、導入後、図1に
掲げる方法にて細胞を-Gal epitope 発現細胞
のみを特異的に排除するサポリン毒素結合 IB4
（IB4SAP; Advanced Targeting Systems Inc., 
San Diego, CA, USA）を短時間作用させ、その
後生存した細胞コロニーを得ることから実験を
スタートさせた。この IB4SAP を用いた特定の
細胞の排除システムは、targeted toxin-based 
selection と呼ばれるもので、当グループが独
自に開発したものである（Akasaka et al., 
Xenotransplantation 17, 81-89, 2010; Sato et 
al., Biology 2, 341-355, 2013）。 

 
具体的には、以下のメカニズムとなる。

-GalT は、細胞表面糖鎖の一種-Gal epitope
を合成する。-Gal epitope はヒト細胞では発
現されていないが、-Gal epitope に対する抗
体は自然に備わる。従って、ブタ組織をヒトに
移植した場合、ヒトの抗-Gal epitope 抗体が
移植組織を攻撃し、超急性拒絶という拒絶反応
が起こる。即ち、-Gal epitope は異種移植抗
原になりえる。-Gal epitope の存在はそれに
特異的に結合するBS-I-B4 (IB4)と呼ばれる植物
性レクチン染色により識別される。従って、
-GalT 遺伝子の exon 4 にある ATG 近傍の DNA
配列を標的とした gRNA を含む発現ベクター
（pgRNA#3）と Cas9 発現ベクター（phCas9）と
を共遺伝子導入し、遺伝子導入から 4 日目に細
胞を回収し、それをIB4SAPを含む液に37 C、 2 
h 漬け、その後、細胞を正常培地に培養すると、
-Gal epitopeの発現を示す細胞（遺伝子改変が
なかった細胞）は排除され、遺伝子改変細胞
（-GalT遺伝子がKOされた細胞）のみが生存す
る。このような細胞は、-Gal epitope陰性であ
り、それは、細胞を Alexa Fluor 594 標識 IB4
（AF594-IB4）で染色することで判明出来、且つ、
分子生物学的解析から-GalT 遺伝子に変異があ

 



る こ と が 判 っ た （ Sato et al., 
Xenotransplantation 21, 291-300, 2014)。こ
のことから、CRISPR/Cas9 系がブタでも適用で
きることが示された。従って、この場合、LDLR
遺伝子のATG 近傍のDNA 配列を標的としたgRNA
を含む発現ベクター（pgRNA for LDLR）をpgRNA#3 
+ phCas9 と共に遺伝子導入すれば、targeted 
toxin-based selection 後、-GalT、LDLR 両遺
伝子が同時にKOされた細胞が得られることにな
る。このような細胞をドナーとする体細胞核移
植を行えば、それから得られるクローンブタ個
体、即ち、-GalT KOブタ個体は正常であり、LDLR 
KO個体は動脈硬化を発症すると期待される。 
2) Cas9/gRNA同時発現ベクターpCGsap1を基に

した派生体pCGsap1/LDLRの構築 
gRNA と Cas9 を同時に発現するベクター

pCGsap1（Sakurai et al., Sci Rep 6, 20011, 
2016）の Sap I 制限酵素部位に LDLR 遺伝子の
ATG 直下の配列、いわゆる gRNA 配列となる 20 
bpオリゴヌクレオチド（外部業者に合成委託）
を挿入し、pCGsap1/LDLR を構築した。合成さ
れたオリゴヌクレオチドが正しくpCGsap1 上の
Sap I部位に挿入されているかをsequencingに
より確認した。-GalT 遺伝子の exon 4 の ATG
近傍を標的とするgRNA発現ベクターpgRNA#3は、
既報（Sato et al., Xenotransplantation 21, 
291-300, 2014）に依る。これら CRISPR/Cas9
系プラスミドの MPEF への遺伝子導入の成否を
判定するための EGFP マーカー遺伝子発現ベク
ターとしてpEGFP-N1（Invitrogen）を用いた。
これらベクターは、定法に従い、大腸菌（DH5
株; TaKaRa Shuzo, Shiga, Japan）で増やし、
最終的に Qiagen 社によるプラスミド精製キッ
ト（Plasmid DNA Isolation Midi Kit; Qiagen 
GmbH, Hilden, Germany）を用い、精製した。 
3）MPEF への CRISPR/Cas9 系ベクターの導入と

遺伝子導入株の単離 
MPEF (106 cells) を 3 種のプラスミド

pCGsap1/LDLR、pgRNA#3、pEGFP-N1を含む液に混
ぜ 、 Lonza Nucleofector system に よ る
electroporation を行った。翌日、pEGFP-N1 に
よる蛍光発現程度を確認した後、細胞を正常培
地にて3日間培養した。その後、細胞を回収し、
それを IB4SAP（80 g/mL）を含む溶液に懸濁さ
せ、37°C、2 h 処理した。細胞は全て 60-mm 
gelatin-coated dishes（正常培地を含む）に播
種し、10~13 日間コロニーが出現するまで培養
した。生じたコロニーは、トリプシン処理後、
plastic tipで拾い上げ、48-well plateのwell
に投じ、step-by-step で細胞を拡大する。その
過程で、一部の細胞をAF594-IB4 (2 g/mL)を含
む液にて反応させ、AF594 由来の赤蛍光を観察。
赤蛍光陰性コロニー（-GalT 遺伝子がホモ KO
状態）のみを拡大培養後、一部は、ゲノム DNA
精製に回し、残りは核移植まで凍結保存する。 
4）遺伝子導入株の解析 

細胞から定法に従い、ゲノムDNAを精製した。
次に、標的遺伝子が変異を起こすと想定される
領域を PCR にて増幅し、最終的にその産物を
Sanger 法による direct sequencing に付した。

場合によっては、PCR産物をTA cloning vector
に挿入させ、それをsequencingに付した。           
5) 体細胞核移植 

体細胞核移植の詳細は、既報（Miyoshi et 
al., Cloning Stem Cells 8, 159–165, 2006; 
Miyoshi et al., J. Reprod. Dev. 54, 42–45, 
2008; Himaki et al., J. Reprod. Dev. 58, 
398–403, 201）に依る。体細胞核移植胚は、一
部は胚盤胞まで養し、分子生物学的解析、免疫
細胞化学染色に付した。また、一部は、受容♀
ブタ卵管に移植し、クローン個体作製を行った。 
 
４．研究成果 

先ず、LDLR 遺伝子の ATG 近傍の DNA 配列を
標的としたgRNA と Cas9 を同時に発現するベク
ター（pCGsap1/LDLR）を pgRNA#3（-GalT 遺伝
子を標的としたgRNA発現ベクター）と共にMPEF
へ遺伝子導入した。LDLR は cholesterol-rich 
LDL の細胞内取り込みを仲介する膜結合型受容
体で、血中内 LDL レベルの恒常性維持に絡む。
LDLR 遺 伝 子 の 変 異 は 、 familial 
hypercholesterolemia発症を誘発するとされる。
ブタでも既に LDLR 完全欠損が達成されており、
当該ブタは動脈硬化症を発症する（Davis et 
al. , PLoS One 9, e93457, 2014）。図 2A に示
されるように、遺伝子導入後、細胞はIB4SAPで
短時間処理され、その後、コロニーが生じるま
での間、正常培地にて10日間以上培養に付され
た。生じたコロニーを拾い上げ、最終的に 7 個
の clone (LA-1 ~7 と命名)を得た（Table 1）。
AF594-IB4を用いた細胞染色から、7個のclone
の内 5 clone はその染色が完全に陰性であった
（図 2B）。これら clone からゲノム DNA を精製
し、変異を有すると目されるLDLR、-GalT遺伝
子部分をPCRで増幅（図2C）。この産物をdirect 
sequencingに付した。その結果、-Gal epitope
陰性であった 5 clone は ATG と protospacer 
adjacent motif (PAM)の間にindelsが認められ
（代表例として、LA-2, -6 の結果を図 2D に提
示）、明らかに野生型-GalT とは異なるタンパ
クが作られていることが判った（Table 1）。LA-2, 
-6ともsequencingの波形（ideograms）に乱れ
がないことから、いずれも-GalT遺伝子につい
てはbi-allelicなホモKOと判定された。一方、
LDLR遺伝子部分をPCRで増幅した産物を解析す
ると、5 個の-Gal epitope 陰性 clone は全て
LDLR 遺伝子について mono-allelic ヘテロ KO
（LA-2, -5, -7）かbi-allelicホモKO（LA-4, 
-6）であった（図 2D; Table 1）。図 2D には、
LA-2, -6 cloneのdirect sequencingの結果を
示してある。LA-2サンプルはATGの下流側に波
形の乱れが見られることから、複数の変異の存
在が示唆された。しかし、LA-6サンプルはその
ような乱れがないことから、LDLR遺伝子につい
てはbi-allelicホモKOと考えられた（Table 1）。
実際、LA-6サンプルについて得られたPCR産物
をTA cloning vectorに挿入し、sequencingを
行ったところ、調べたsubclone全てで同一部位
での 1 塩基の挿入が認められた（図 2D）。これ
から推定されるアミノ酸配列は、MKFHGLGP—とな



り、本来のもの（MKSTGWVL--）とは異なるタン
パクが生成されることが予想された。実際、LDLR
抗体で細胞を免疫染色すると、LA-6 cloneはそ
の染色性が陰性であった（図 2E）。以上から、
LA-6 clone では-GalT 遺伝子、LDLR 遺伝子ど
れもbi-allelicホモKOと判断され（Table 1）、
これをドナーとする体細胞核移植を行った。発
生した 2 細胞期胚を受容♀ブタ卵管に移植した
（50~100/頭）。2 頭の♀の内、１頭は超音波検
査で胎仔の存在を示唆する陰影が取れたが、時
間経過とともに消失。結局、産仔は得られなか
った。体細胞核移植後、胚は胚盤胞までは発生

する。しかし、着床以降の発生が不全となる原
因は不明で、現在検討中である。 

以上から、targeted toxin-based selection
を用いて標的遺伝子（LDLR 遺伝子）が破壊され
たブタ細胞の取得に成功したが、体細胞核移植後
の胚発生は失敗に帰した。一般的に、遺伝子操作
後の細胞は何らかのダメージを受けており、それ
がクローン個体取得に失敗した要因とも考えら
れる。遺伝子操作に抵抗性のある体細胞核移植
competentな細胞を今後探索する必要があると実
感させられた。なお、以上の結果については、国
際的ジャーナル(Sato et al., Int. J. Mol. Sci. 
2017, 18, 2610, 2017)に掲載されている。 
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