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研究成果の概要（和文）：CFTRが関わる上皮膜を介したイオン輸送機能全体を正確に測定可能なオルガノイドモ
デルを用いて、日本人型CFTR変異蛋白の機能を簡便に測定する疾患モデルの樹立を目的とした。マウスCftrゲノ
ム152kbを全長組換えベクターに置き換えたヘテロノックインマウスES細胞から、キメラマウスを得た。キメラ
マウスを交配したが、ノックインマウスは得られなかった。マウス膵導管細胞のオルガノイドを樹立するため
に、実態顕微鏡でマウス膵導管細胞を単離し、オルガノイド培養条件で培養を行った。既報の消化管オルガノイ
ドの培養条件によって、マウス膵導管細胞からもオルガノイドが樹立され、培養、継代が可能であった。

研究成果の概要（英文）：The aim of the study was to establish a disease model that are able to 
measures the function of Japanese type CFTR mutants using a pancreatic organoid. Chimeric mice were 
obtained from knock-in mouse ES cells in which the 152 kb of whole mouse Cftr genome was replaced 
with a recombination vector. Chimeric mice were mated, but no knock-in mice were obtained. In order 
to establish pancreatic organoids, mouse pancreatic ducts were isolated under microscope and 
cultured in an organoid culture condition. Pancreatic organoids were established from the mouse 
pancreatic ducts cells in a same culture condition for the gastrointestinal organoids.
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１．研究開始当初の背景 
Cystic Fibrosis Transmembrane conductance 

Regulator (CFTR)は、消化管や肺など全身のす
べての上皮膜に発現するクロライド(Cl-) チ
ャネルであり、上皮膜を介した Cl-と重炭酸
イオン輸送に最も重要な役割を果たしてい
る。嚢胞性線維症(Cystic Fibrosis, CF)は CFTR
遺伝子の変異によって発生する遺伝性疾患
である。欧米の白色人種においては最も頻度
の高い遺伝病の一つで、出生約 2500 人に 1
人の患者が発生する。乳幼児期に発症し、適
切な治療を行っても予後不良であることか
ら、精力的な研究、治療薬の開発が行われて
きた。 
欧米型 CF の特徴として、疾患アレルの約

70%が 508番目のフェニルアラニン(Phe)残基
の欠損によるF508タイプの遺伝子異常が占
めていることである。F508変異は、蛋白成
熟過程において折りたたみに異常をきたす
ことで正常な蛋白として膜に発現しない。 
最 近 、 米 国 の 製 薬 企 業 Vertex 

Pharmaceuticals は 、 CFTR corrector 
(Lumacaftor,VX-809)とよばれる低分子化合物
を開発し、F508変異に対する特効薬として
上市している。我が国では、CF の発症頻度
は極めて低いものの、CF と確定診断される
患者数はある一定頻度存在する。小児では慢
性特定疾患として医療費の公費負担制度が
整備されていたが、本年 7 月から成人の CF
患者でも公的支援が受けられるようになっ
たのは大きな進歩である。 

CF 患者や患者家族、主治医への疾患・治
療法情報提供などを目的として、厚労省難治
性膵疾患調査研究班の研究成果として嚢胞
線維症患者登録制度（事務局名古屋大学総合
保健体育科学センター健康栄養医学）が整備
されている。5 年毎の CF 全国調査では、我
が国の CF 患者は海外に比べて極めて予後が
悪く、多くが小児期に死亡していることから、
適切な治療が提供されていないことが問題
である。更に日本を含むアジア人の CF の問
題点は、欧米型の頻度の高い遺伝子変異が殆
ど無く、de novo変異によるまれな変異が殆ど
であるため、変異蛋白の機能解析も進んでお
らず、欧米では既に特効薬が 2 剤(VX-770, 
Ivacaftor; VX-809, Lumacaftor)上市されている
にも関わらず、これらの薬剤が日本人の CF
変異に有効かどうかは不明で、確認手法もな
い。 
 以前から変異 CFTR蛋白の機能解析方法と
して、パッチクランプを用いた電気生理学解
析が主に用いられてきたが、CFTR は自身が
Cl-チャネルであるだけでなく、もっと重要な
機能として他の膜タンパクを調節する働き
がある。細胞株に発現させ Cl-チャネル機能
を測定するだけでは、CFTR 変異上皮膜全体
の機能不全の程度を正確に解析することは
不可能である。最近 CF 患者の大腸から、
LGR5陽性腸幹細胞を in vitroで培養し作成し
たオルガノイド(Sato T et al, Nature 2009)を用

いて、変異 CFTR機能を簡便に解析する技術
が開発された(Dekkers JF et al, Nat Med 2013)。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、CFTR が関わる上皮膜
を介したイオン輸送機能全体を正確に測定
可能な（即ち病態モデルになり得る）オルガ
ノイドモデルを用いて、CRISPR/Cas9システ
ムを用いたゲノム編集技術を活用すること
で、これまで殆ど解析されてこなかった日本
人型 CFTR変異蛋白の機能を簡便に測定する
疾患モデルの樹立を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）Cftr 片アレルノックアウトマウスの樹
立 
①遺伝子組換え用ベクターコンストラクト
の構築 
マウス cftr遺伝子は、全 27エクソンがゲノム
上に 152kbp にわたって存在している。平成
28年度は、片アレルの cftr全エクソンを欠損
する cftrノックアウトマウスのヘテロ接合体
を作成するため、cftr を除くためのベクター
を作成した。cftr はエクソン１に翻訳開始点
が存在するため蛋白コード領域に蛍光蛋白
Emeraldを挿入した。Emeraldの 3’側には ES
細胞セレクション用 pGKneoカセットを挿入
する。guide RNAを cftr遺伝子の 5’、3’側の 2
箇所に設計した。 
②マウス ES 細胞株への遺伝子組換えベクタ
ーの導入と組換え ES細胞の選別 
作成したノックアウト用ベクターは、マウス
ES 細胞株にリポフェクション法で遺伝子導
入し、CRISPR/Cas9ゲノム編集技術で cftrノ
ックアウト用 ES細胞を作成した。 
③マウス胚盤胞へのマイクロインジェクシ
ョンとキメラマウスの作成 
得られた組換え ES 細胞は、胚盤胞への
injectionを依頼する。 
④キメラマウスから cftrノックアウトマウス 
ヘテロ接合体の作成 
 
（２）膵導管細胞からのオルガノイドの樹立 
マウス膵から実態顕微鏡を用いて、膵導管細
胞オルガノイドを樹立する技術を確立する。 
 
４．研究成果 
（１）Cftr 片アレルノックアウトマウスの樹
立 
 研究方法に従って、マウス Cftr ゲノム
152kb を全長組換えベクターに置き換えたヘ
テロノックインマウス ES 細胞を合計３クロ
ーン選別した。組換え ES 細胞は、マウス胚
盤胞にマイクロインジェクションを行い、マ
ウスを得た。３クローンをインジェクション
し、１クローンのみからキメラマウスが得ら
れたが、得られた仔はキメラ率が低かった。
これらのキメラマウスから交配によって生
殖細胞系列にノックインされたマウスを得
る努力を行ったが、残念ながらキメラマウス



からはノックインマウスは得られなかった。 
 現在再度同じ組換えベクターを用いて、ES
細胞のスクリーニングから再開しており、組
換え ES 細胞が得られ次第マウスを樹立する
予定である。 
 
（２）膵導管細胞からのオルガノイドの樹立 
マウス膵導管細胞のオルガノイドを樹立
するために、実態顕微鏡でマウス膵導管細胞
を単離し、オルガノイド培養条件で培養を行
った。既報の消化管オルガノイドの培養条件
によって、マウス膵導管細胞からもオルガノ
イドが樹立され、培養、継代が可能であった。 
本研究により、マウス膵導管細胞のオルガ
ノイドは培養が可能となったため、Cftr ノッ
クインマウスが樹立され次第、今後オルガノ
イドでの遺伝子組換え実験を行う予定であ
る。 
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