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研究成果の概要（和文）：

疾患関連遺伝子の解析や治療標的候補蛋白の同定には、遺伝子導入動物（特に遺伝子改変マ
ウス）の使用は医学分野において不可欠な研究手法である。しかし、汎用されているマウスの
脂質代謝系と心臓血管系がヒトとは大いに異なっているため、高脂血症や動脈硬化といった脂
質代謝異常、心臓血管疾患の研究に不適当であることが指摘されてきた。本研究ではウサギ
CETP 遺伝子をターゲットし、核移植により CETP・ノックアウトウサギを作製することを試みた。

研究成果の概要（英文）：
It is essential to use genetically modified animals for the elucidation of disease-related
gene functions and therapeutic candidate proteins in vivo. In this field, transgenic mice
are widely used in the medical research. However, due to the differences between mouse
and human in lipid metabolism and cardiovascular system, it is considered that mice are
not suitable for the research of lipid metabolism and cardiovascular disease of humans.
In the current study, we attempted to establish a somatic cell line with cholesteryl ester
transfer protein deficiency and then, using nuclear transfer technology, to make
cholesteryl ester transfer protein knock-out rabbits.
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1．研究開始当初の背景

（1）脂質代謝異常、心臓血管疾患の研

究にマウス以外の遺伝子改変ウサギモ

デルの開発が必要である。

（2）遺伝子改変ウサギでは外来遺伝子

の過剰発現はできるものの、マウスのよ

うな内因性遺伝子を欠損させるいわゆ
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る KO の作製が不可能である。

（3）ウサギES細胞が確立されておらず、

ウサギゲノム情報の欠如があり、マウス

ES 細胞のようなターゲティングベクタ

ーによる相同組み換え法が適用できな

かったことがある。

2．研究の目的

ウサギ CETP 欠損体細胞株の確立と核移

植による CETP・ノックアウトウサギの開

発。

3．研究の方法

（1）ウサギ CETP 遺伝子のターゲットベクタ

ーの作製。

（2）CETP+/-ベクターを導入された胎児ウサ

ギ線維芽細胞株の樹立。

（3）CETP+/-線維芽細胞株を核供与体とする

核移植による CETP・ノックアウトウサギ

の作製。

（4）WHHL ウサギ線維芽細胞を用いた核移植

によるクローンウサギの作製。

（5）ZFN による CETP・ノックアウトウサギ

の作製。

（6）CETP アンチセンス投与実験。

4．研究成果

（1）ウサギ胎児線維芽細胞株の確立

妊娠2週間の雌ウサギから、帝王切開により

胎児の皮膚線維芽細胞を採取し、組織培養を

行った。初代培養から継代培養した41代目ま

での線維芽細胞を使って、継代培養によって

核型変化や低温保存の条件などの影響を調べ

た。その結果、分裂中期の細胞染色体の多倍

数性の変化が認められなかったので（表１）、

Gene targetingとして胎児の線維芽細胞の使

用は可能であると判断した。

表1：継代培養によりウサギ胎児線維芽細胞の核型への影響

継代培養数 分裂中期解析数 正常多倍数性（％）

胎児線維芽細胞 初代 35 35 (100%)

胎児線維芽細胞 継代9 35 35 (100%)

胎児線維芽細胞 継代20 20 19 (95%)

胎児線維芽細胞 継代41 25 18 (97%)

（2）CETP Gene targetベクターの構築および

CETP+/-ベクターを導入された胎児ウサギ線

維芽細胞株の樹立

ウサギのゲノム(BAC: LB1-238P7 from

BACPAC resources center)からエクソン３～

６をターゲットとして、遺伝子導入ベクター

を設計した。ベクターには二つの選択マーカ

ー(negative and positive selection

markers: PGK-Neo and DTA)が含まれている

（図１）。

図1：ウサギCETPターゲットベクター

このベクターを使って、500回以上電気穿孔処

理された胎児線維芽細胞への遺伝子導入を行

ったが、ポジ細胞株は得られなかった。予備

実験でGFPやCRP などの遺伝子を有する同じ

ベクターを使っても、導入率はわずか0.4％以

下であったため、さらに継続して導入する必

要があると思われる。

（3）WHHL ウサギ線維芽細胞を用いた核移植

によるクローンウサギの作製

クローンウサギ作製技術をさらに成熟さ

せ、実用化に向けての一環として、家族性高

脂血症モデルウサギである WHHL ウサギの胎

児から分離させた皮膚線維芽細胞を用いて、

核移植によるクローン WHHL ウサギの作製を

行った。150 個クローン胚を構築し、5 羽の

仮親ウサギへの移植を行った。しかし、出産

したのは 1羽のみで、子ウサギはすぐ死亡し

た。したがって、クローン技術自体は実現可

能といえるが、応用に至るまではまだ道半ば

である。WHHL ウサギの線維芽細胞は増殖能が

非常に遅いこともあるので、現在、我々は、

作製したヒトアポ蛋白 AII 遺伝子導入 JW ウ

サギの胎児ウサギ線維芽細胞を用いたクロ



ーンの作製も試みている。

（4）ZFN によるノックアウトウサギの作製

上述のごとく、体細胞への遺伝子導入確率

が非常に低いことと、核移植によるクローン

の成功率が極めて困難なことを鑑み、より効

率の良い方法を探索する必要があると思わ

れる。そこで、2年前から、注目を浴びてい

る ZFN によるノックアウト動物の作製に着目

した。すでに、マウス、ラット、ゼブラフィ

ッシュの成功例が報告されており、我々は直

ちにこの ZFN 技術を採用し、以下のようにノ

ックアウトウサギの作製を試みた（図 2）。

図 2：Knockout animal model can be created via fertilized single cell

embryo microinjection of ZFN plasmid DNA or mRNA

The ZFN, in mRNA or plasmid form, is microinjected into the nucleus,

cytoplasm, or yolk where it locates the target sequence and creates a

double strand break and then stimulates the cellular process of NHEJ and

results in the mis-repair of the DNA sequence. The resulting mutation

usually gives rise to a knockout genotype and phenotype. Biallelic

knockouts are achievable in the founder generation.

我々はまず、シグマ社に依頼してZinc Finger

Nuclease rabbit CETP gene ベクターを設計

してもらった。以下のように、全部で三セッ

トの ZFN ベクターが作製された（図 3）。

図 3：CETP ノックアウトウサギのための三つの ZFN 塩基配列

マイクロインジェクションを行い、PCR によ

り CETP 遺伝子を欠損させる効率を比較し、

効率のよい 2 セットを選択した。 第 1 段階

では、Set１ベクターを用いてマイクロイン

ジェクションを行っている（表 2）。

表 2：二つのベクターの導入効率の比較

（5）CETP アンチセンス投与実験

アメリカ ISIS 会社と共同で 50 以上のウサギ

CETP のアンチセンスの設計と合成を行った。

その中で一番抑制効果のある CETP アンチセ

ンスは培養ウサギ肝細胞の CETP mRNA の発現

を約 70％抑制できた。しかし、JW ウサギに

静注し、血中 HDL-C の変化を調べたところ、

体内での CETP アンチセンスにより HDL-C を

上昇させる効果は認められなかった（図 4）。

図 4：CETP アンチセンス投与後の血漿 HDL-C

の変化

結語：

ウサギ胎児線維芽体細胞への遺伝子導入

と核移植によるクローンを合体した技術を

駆使して世界初のノックアウトウサギの作

製に挑戦した。当初の予測より技術的な難関

が多かったものの、ZFN といった新しい技術

の誕生によってノックアウトウサギ作製の

成功に新たな道を開いてくれるものと期待



される。
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