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研究成果の概要（和文）：ヒトの遺伝性疾患の研究を行い、治療を開発するには動物モデルが必要であるが、動物は代
謝、吸収などの薬物動態がヒトとは異なっており、開発を行う上で問題となることがしばしばである。この問題を解決
するために肝臓が高度にヒトの肝細胞に置換された動物を用い、TALEN/CRISPR/Casシステムにより標的遺伝子をknocko
utすることによりヒトの疾患を模倣し、in vivoで薬物動態などが評価できるモデルを構築することとした。研究対象
としてまずOTC欠損症のモデルを作製するためにTALENのconstructを作製し、切断活性を確認した。

研究成果の概要（英文）：There are several liver diseases caused by genetic disorder such as Wilson’s 
disease, hereditary hemochromatosis and so on. One of such diseases, ornithine transcarbamylase (OTC) 
deficiency is caused by mutations in the OTC gene, which is located on the X chromosome. Knockout mouse 
is often used to study such disorders. However, the metabolism of mouse is different from that of humans. 
We attempted to develop a mouse model of OTC deficiency using human hepatocyte chimeric mouse. Using 
genome editing technology we will be able to ablate the gene to make OTC deficient liver cells. We 
confirmed that TALEN which cut target gene in liver cancer cell lines actually worked and also developed 
a method to confirm if the gene of interest had actually been ablated. This mouse model will be useful to 
study human liver situation in mice and will be useful to develop therapy for this disorder.
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１．研究開始当初の背景 
肝臓を疾患の主要臓器とする遺伝性疾患はα
1 anti-trypsin 欠損症、血友病、OTC 欠損症、
ウイルソン病、ヘモクロマトーシスなど多数
存在する。これらの疾患の病態の解析、治療
の開発にはノックアウトマウスが用いられて
いることが多い。しかし、マウスとヒトの病
態は必ずしも同一ではなく、またマウスで良
好なモデルが作製できないものもある。我々
は肝臓がほぼ完全にヒト肝細胞に置換された
キメラマウスを作製して、ヒトとチンパンジ
ーにしか感染しないB 型肝炎ウイルス、C 型
肝炎ウイルスの感染モデルを作製し、創薬研
究に成果を上げてきた (Matsumura et al. 
Gastroenterology 2009, Sainz et al. Nature 
Medicine 2012, Abe et al.Gastroenterology 
2013)。さらに、クローン化したウイルスを使
用して、両肝炎ウイルスのreverse genetics 
の系を構築した(Tsuge et al. Hepatology 
2005、Kimura et al. J General Virology 2008)。
さらに、最近我々は理学研究科との共同研究
でTALEN やCRISPR/Cas システムを用いて
複数の遺伝子を同時にknockout する系を構
築した。また、BacMam システムを使用して、
高効率にヒト肝細胞キメラマウス由来の培養
ヒト肝細胞にGFP 遺伝子を導入できること
も確認した。これらの技術を使用してヒト肝
細胞キメラマウスの肝細胞の標的遺伝子を
knockout し、創薬研究が可能なマウス、細胞
系を創出する。 
② 本研究では平成26 年度中にOTC 欠損症
のモデル作製に必要なknockout constructを
作製し、BacMam のシステムに導入する。ま
たBacMam システムでマウス中のヒト肝細
胞に遺伝子が 
導入できるかどうかを確認する。 
③ ヒトの肝細胞で疾患状態を形成させるこ
とが出来るのはこのシステムのみである。 
２．研究の目的 
ヒトの遺伝性疾患の研究を行い、治療を開発
するには動物モデルが必要であるが、動物は
代謝、吸収などの薬物動態がヒトとは異なっ
ており、開発を行う上で問題となることがし
ばしばである。 
この問題を解決するために肝臓が高度にヒト
の肝細胞に置換された動物を用い、BacMam 
システムとTALEN/CRISPR/Cas システムに
より標的遺伝子をknockout することにより
ヒトの疾患を模倣し、in vivo で薬物動態など
が評価できるモデルを構築する。研究対象と
してまずOTC 欠損症のモデル 
を作製する。さらに技術をウイルソン病、
hemochromatosis、血友病などの疾患にも応
用する。 
３．研究の方法 
ornithine transcarbamylase のエクソンを切
断するTALEN のleft, right arm のconstruct 
とこの酵素と相同性を有し、Neomycin 耐性
遺伝子を有するドナー DNA を作製する。こ
れを組み替えバキュロウイルスに導入して感
染価を測定しておく。ヒト肝細胞キメラマウ
スから潅流分離した肝細胞を初代培養とし、3 
種類のバキュロウイルスベクターを感染させ、
Neomycin によりornithine 
transcarbamylase が欠損した肝細胞を選択
する。これを5 週齢のuPA-scid マウスに経脾
臓的に投与し、ヒト肝細胞キメラマウスを作
製する。生着肝細胞のmRNA を調べ、正常の
mRNA が存在しないことを確認する。このマ
ウスの肝臓から肝細胞を潅流分離し、初代培
養肝細胞を作製する。この実験によりin vitro, 
in vivo の療法で治療法を検討できる系が構

築される。 
４．研究成果 
肝臓を疾患の主要臓器とする遺伝性疾患は
α1 anti-trypsin 欠損症、血友病、OTC 欠損
症、ウイルソン病、ヘモクロマトーシスなど
多数存在する。これらの疾患の病態の解析、
治療の開発にはノックアウトマウスが用い
られていることが多い。しかし、マウスとヒ
トの病態は必ずしも同一ではなく、またマウ
スで良好なモデルが作製できないものもあ
る。我々は肝臓がほぼ完全にヒト肝細胞に置
換されたキメラマウスを作製して、ヒトとチ
ンパンジーにしか感染しない B 型肝炎ウイ
ルス、C 型肝炎ウイルスの感染モデルを作製
し、創薬研究に成果を上げてきた。さらに、
最近我々は理学研究科との共同研究で
TALENやCRISPR/Casシステムを用いて複
数の遺伝子を同時に knockout する系を構築
した。また、BacMam システムを使用して、
高効率にヒト肝細胞キメラマウス由来の培
養ヒト肝細胞に GFP 遺伝子を導入できるこ
とも確認した。 
そこで、本研究ではこれらの技術を使用して
ヒト肝細胞キメラマウスの肝細胞の標的遺
伝子を knockout し、創薬研究が可能なマウ
ス、細胞系を創出することとした。平成 26
年度には OTC 欠損症のモデル作製に必要な
knockout construct を作製し、BacMam のシ
ステムに導入した。現在 BacMam システム
でマウス中のヒト肝細胞に遺伝子が導入し、
実際に切断が得られるかどうかについて検
討を行っている。 
今後はこのようにして正常の遺伝子を破壊
した細胞を選択し、さらにそれをキメラマウ
スに戻すことにより、全てのヒト肝細胞が遺
伝子欠損を有する動物モデルを作製するこ
とが出来るが、さらにこの動物から取り出し
た肝臓を再潅流して播種することにより薬
剤のスクリーニングに使用できる細胞を作
製することが出来ると考えられるため、この
方向でさらに研究を進めていく。 
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