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研究成果の概要（和文）：CPISPR/Cas3法をブタ細胞に適用するために、GGTA1とPERV-Cに対するKOを試みた。ま
ずGGTA1のexon 9にtarget用plasmidsを用意し、ブタの線維芽細胞に遺伝子導入した。Gal-epitopeの発現をFACS
にて分析、次にnested PCRを実行した。 さらに、各グループのPCR産物を大腸菌に形質転換させ、各コロニーを
PCRチェックした。結果は294-754bpの欠失が証明された。
次に、PERV-Cに焦点を置き、Cas3法でKOを試みた。しかし、大腸菌のコロニーを解析するには至らなかった。結
論、異種移植におけるCRISPR/Cas3法の効果及び特徴を確認した。

研究成果の概要（英文）：In order to apply the CISPR/Cas3 method to pig cells, we attempted knockout 
(KO) of GGTA1 and porcine endogenous retrovirus (PERV)-C.
Focusing on exon 9 of GGTA1, we prepared target plasmids and introduced them into pig fibroblast 
cells. First, the expression of Gal-epitope was analyzed by FACS, and then nested PCR was performed.
 Furthermore, the PCR products of each group were transformed into E. coli, and a large number of 
colonies were checked by PCR, Sanger method . The results demonstrated a deletion of 294-754bp was 
produced in GGTA1 gene.
Next, we focused on PERV-C and attempted to KO it using just the same as the Cas3 method for GGTA1. 
However, it was not possible to analyze the deletion of PERV-C in E.coli colonies, because of sit 
number of PERV. However, in conclusion, we confirmed the effectiveness and feature of the 
CRISPR/Cas3 method in xenotransplantation.

研究分野： Xenotransplantation

キーワード： CISPR/Cas3　Knockout　GGTA1　PERV-C　Xenotransplantation

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究で、異種移植分野の（ブタを使った）臓器開発での遺伝子のtargeting法で、一般に普及している
CRISPR/Cas9を使わずに、日本で開発されている新たな方法であるCRISPR/Cas3を使うことが可能になれば、特許
の問題を気にせずに遺伝子編集が可能になる。これは単に異種移植分野だけでなく、他の医学・畜産、等の分野
に大きく影響をもたらす。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年、世界中でドナー不足が深刻な問題となっている。一方、バイオ人工臓器（異種移植）の
開発に関しては素晴らしいものがある。ブタの心移植が２例、そして今年ブタ腎移植がアメリカ
で行われている。これらは遺伝子を改変したブタからの臓器移植で、すでに 10 個以上の遺伝子
が改変されている。また、内４つ以上の遺伝子が knockout (KO)されている。この KO 法の開発
は、かつての相同組み替え法では困難を極めたが、幸い 10 年前より新法(ZFN 法、TALEN 法、
CRISPR 法)による KO 法が、我々も含めブタでも成功している。 
 しかし、各国の多くのチームが使っている CRISPR/Cas9 法のブタへの応用は進んでいるが、
“特許”の問題が大きく絡んでいる。今回、我々のチームとしてはこれ以外の方法、つまり新規・
国産の CRISPR/Cas3 法を応用して、遺伝子編集ブタの作出を進めることとした。 
 
 
２．研究の目的 
 
 Cas9、Cas 12a、Cas 14a などの Class II システムに加え、Class I システムに分類される
CPISPR/Cas3 システムも最近新しい技術として注目されている。 このクラス I システムは 
CRISPR システムの大部分を表し、細菌および古細菌のクラス II グループよりも広く普及して
いる。 
 本研究では、この Cas３システムをブタ細胞に適用できるかどうかを検討することを目的と
した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) GGTA1 の KO に関して 
 異種移植の開発に国産の CRISPR/Cas3 法を検討している。既に Cas9 法で knockout(KO)経験の
あるブタ CMAH や b4GalNT2 の KO と比較しながら、GalT(GGTA1)の KO を Cas3 法で進めた。 
 まず、ブタでの genome 情報をもとに crRNA を GGTA1 の機能ドメインである exon 9 の上下に
置いた（crRNA=#45 と#86）。 
 次に、４群を置いた、 
①群 Control (No Cascade)、 
②群 Cascade+Cas3+#45、 
③群 Cascade+Cas3+#86、 
④群 Cascade+Cas3+#45+#86 を置いた。 
 そして、必要なplasmidであるCascade:pX-puro/Cascade (=bpNLS-Cascade)、Cas3:BPNLS-hCas3、
crRNA=45:pBS-U6-crRNA=45、crRNA=86:pBS-U6-crRNA=86 を用意した。 
 これらをブタ線維芽細胞に Neon トランスフェクションシステム(ThermoFisher)を使用したエ
レクトロポレーション法によって遺伝子導入を行い、４８時間後の細胞を回収し、GSIB4 を使っ
た FACS 解析、およびゲノム抽出 PCR にて解析した。 
 GGTA1 遺伝子の標的領域に対する nested PCR を PrimeSTAR GXL (タカラバイオ)を用いて実施
した。 nested PCR は、最初の F-R プライマー、F1:TCACCAGTCAGGTAAGCCAC および R1: 
TTCCAGAGTCTGGCAGACTG を使用した。続いて、第 2の F-R プライマー、F2:TGTCTCCTCTAGAAATCCCAG 
および R2:CAGAGTCATTCCCCCATTTGAC を使用して、標的領域を含む PCR 断片を検査した。 
 
(2)PERV の KO に関して 
 COSMID:CRISPR Search、susScr3 を利用し、mismatch, insertion and/or defict を検討しな
がら、特に A /C キメラの場合５’側に PERV-A が来る事を考慮し、PERV-C の env の 
３‘側に crRNA の site を決定した。 
 そして、U6-crRNA を作成した。 
 次に、ブタ胎仔線維芽細胞へ、この U6-crRNA を加えた bpNLS-Cascade/ U6-crRNA に加え、
bpNLS-Cascade と pCX-EGFP (CAG-EGFP)を co-transfection して、EGFP 陽性の細胞(トランスフ
ェクション効率としては 66.7%)を Sorting して、その sorting cell について変異解析を行っ
た 。 
 変 異 解 析 に 使 用 し た Primer は 、 1875 （ CTCTCTAGGCTCAAGGCACTTGAGTGG ） と
1877(CACATTTGCGCATGTTTCGG) 、 1813(CCAGGACCACCAAATAATGG) と
1864(TCATGCCTAGAGATGTACTCAGGGCCA)で nested PCR を行い、PCR 後の泳動ではスメアが無いわけ
では無かったが、結局数度にわたり、PCR 産物を TOPO クローニングした。出来た大腸菌コロニ
ーをシークエンスしたが、変異は検出できなかった。 



 
 
４．研究成果 
 
(1)GGTA1 の KO に関して 
 
 まず、FACS 解析の結果として、G4＞G2＞G3 の順に発現変化が見られ、Cas3 システムの効果が
示された。 
そして、これらの PCR の結果は、G2 では 754 bp の欠失、G3 では 370 bp および 294 bp の欠
失、G4 では 547 bp の欠失、637 bp の欠失および 749 bp の欠失が証明された。 
FACS の結果としては、欠損は②群、④群で多くみられた。遺伝子変異に関しては、④群で一
番多く認めた。より大きなサイズの変異はこの方法では確認できなかったが、CRISPR/Cas3 によ
る KO でブタ線維芽細胞において確かな変異（del:294 – 754bp）が確認できた。 
 
次に、この④群 の Cas3 と#45-crRNA 及び#8-crRNA をそれぞれ pCXN に組み、pCXN/Cas3+#45-
crRNA 及び pCXN/Cas3+#45-crRN を作成し、これらを用いて、今度はブタ血管内皮細胞(SEC)に遺
伝子導入を行い、SEC/GGTA1-KO の作出を試みている。同時に pCXN-GFP を導入し遺伝子効率を考
慮しながら試みるも、selection に難渋し、現時点では clone の確立には至ってはいない。 
 
(2)PERV-C に関して 
   
 大腸菌のコロニーを sequence したが、変異を検出するには至らなかった。 
 
 異種移植におけるブタ細胞に対する CRISPR/Cas3 システムの効果を GGTA1 に関しては確認し
た。 しかし、PERV-C に関してはその効果は確認できなかったが、これは PERV がブタのゲノム
に内在性に５０−６０箇所存在することに起因すると考えられた。又、CRISPR/Cas3 システムが、
標的ゲノムに比較的大きな欠失を与えることにも起因すると考えられた。 
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