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研究成果の概要（和文）：ブタ臓器の異種移植後のヒトへのブタ内在性レトロウイルス（PERV）の感染は、潜在
的なリスクである。本研究は、受精卵の段階でゲノム編集（GEEP）システムを使用してPERVフリーのブタを作る
ことを目的に、受精卵の発育とPERVの変異効率との関係を調べた。その結果、受精卵の発育能力がPERV遺伝子の
改変によって影響を受ける可能性のあることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The transmission of porcine endogenous retrovirus (PERV) to humans is a 
potential risk after xenotransplantation of porcine organs. We investigated the relationship between
 the embryonic development and the efficiency of target mutations in the PERV gene on porcine 
zygotes, to produce PERV-free pigs using the genome editing by electroporation of Cas9 protein 
(GEEP) system. The present results indicate that the developmental competence of zygotes may have 
been affected by the modification of PERV genes.

研究分野：生殖工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の特色は、クローン技術を用いないで体外受精卵からPERV遺伝子をノックアウトすることである。使用し
たGEEP法は、妊娠率、産子作製率が格段に高いことから、今後の遺伝子改変ブタ作製の手法を一変させる可能性
がある。本研究成果において、PERV遺伝子を含め複数の候補遺伝子をノックアウトできることを明らかにしたこ
とから、移植用代替臓器の提供動物として安全なブタが得られることが期待される。
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１．研究開始当初の背景 
臓器移植は医療として確立しているが、ドナー不足が解消される見込みはない。この解決策として、
臓器の形態、サイズ、生理学的機能がヒトと類似しているブタ臓器を利用する異種移植に期待が寄せ
られている。近年、海外では１型糖尿病患者へのブタの膵島細胞移植が行われており、国内にも数年
以内の臨床実施を目指すグループがある。 
 
（１）人獣共通感染症としてのブタ内在性レトロウイルス（porcine endogenous retrovirus： 
PERV）：ブタは家畜の中で、もっとも微生物学的品質が管理された動物であるが、PERVは染色体に
組み込まれているため、ブタ臓器をヒトに移植した場合、PERVがヒトに感染する可能性が示唆され
ている。また、日本で飼養されている全てのブタにPERVの感染が確認されており、西洋品種で＜35
コピー程度と推定されている。 
 
（２）厚生労働省による異種移植の容認：画期的なこととして、平成 28 年、厚生労働省の研究班は
動物の臓器・細胞を人に移植する「異種移植」で、ブタからの移植を容認する方針を示した。しかし、
本指針では、PERV の組み込みが少ないブタを選ぶことや、移植を受けた患者らの健康状態を生涯に
わたって調べ、新たな感染症が生じた場合に見逃さないようにすることを求めている。 
 
（３）PERVノックアウト細胞での感染性の消滅：2015年ハーバード大学のグループは、62個のPERV
を確認したブタ細胞内のpol遺伝子をゲノム編集技術でノックアウトすることにより、ヒト細胞へ
PERV感染を劇的に減少させることに成功した。 
上記のように、急速に進展が予測される異種移植において、臓器提供動物としてブタを使用する場合、
感染の危険性がある PERV をブタから排除するか、もしくはノックアウトする以外、安全な異種移植
医療は達成できないと思われる。 
 
２．研究の目的 
臓器不足の解決手段として、ブタの臓器・組織を用いる異種移植の研究が進展しているが、全ての
ブタは人への感染が懸念される PERV をゲノム中に保有しており、ヒト細胞への感染が疑われること
から移植用代替臓器の提供動物として最適でない。本研究は、ゲノム編集技術によりブタゲノムに
内在するレトロウイルスをノックアウトし、安全な異種移植用ブタを作製することを目標とした。
特に、申請者らが開発したエレクトロポレーションによる GEEP 法（Genome Editing by 
Electroporation of Cas9 Protein）を用い、PERVの複製に関与する重要遺伝子（pol）をノックア
ウトすることにより、ヒトへの感染能力をなくした安全なブタを作出することを目標とし、ゲノム
編集に用いる pol 遺伝子をターゲットとした最適のガイド RNA(gRNA)を決定することを試みた。
一方、複数のPERV部位でのCRISPR/Cas9システムによるDNA切断が、DNA損傷誘導性の老化または
アポトーシスを引き起こし、変異細胞の増殖に影響を及ぼすことが報告されていることから、胚盤
胞発生率および変異効率を指標にゲノム編集に用いるｇRNAの組み合わせを検討した。 

 
３．研究の方法 
細胞内でPERV自身が複製する際に重要な役割を果たすpol遺伝子を、開発したGEEP法を用い
1細胞期(体外受精胚)の段階でゲノム編集によりノックアウトした。なお、ハーバード大学のグ
ループが使用したｇRNA のほか数種のｇRNA を新規構築し、ゲノム編集後の胚盤胞発生率および
pol 遺伝子の変異効率を指標に、最適のｇRNA を複数選別した。さらに、２種類以上のｇRNA を
用い pol 遺伝子の変異程度を指標に、編集可能なｇRNA の組み合わせを明らかにし、胚の発生
能とゲノム編集による変異効率の関連性について検討した。 
 
４．研究成果 
PERV Pol 遺伝子を標的とする 5種類の gRNA を構築し、胚盤胞発生率から 3種類の gRNA を選
別し、変異効率との関連性について検討した。 
 
（１）PERV Pol 遺伝子を標的とする gRNA を
用いたエレクトロポレーション処理は、1 細
胞期胚の編集率に影響を及ぼさなかった。し
かしながら、gRNA の種類および組み合わせに
かかわらず、対照と比較して、エレクトロポ
レーション処理した胚の胚盤胞形成率は減
少した（図 1）。各 gRNA でゲノム編集した胚
において、gRNA 3 をエレクトロポレーション
した胚の胚盤胞形成率は、gRNA 1 をエレクト
ロポレーションした胚の胚盤胞形成率よりも有
意に低値を示した（p <0.05）。同様に、gRNA3

図 1．PERV Pol 遺伝子を標的にゲノム編集し
た胚の胚盤胞発生率 



と他の gRNA を組み合わせると、gRNA1 と gRNA2 の組
み合わせと比較して、胚盤胞形成率が有意に減少し
た（p <0.05）。個々の胚盤胞における PERV pol 遺伝
子の標的部位の変異率を評価した結果、gRNA の種類
または組み合わせにかかわらず、3 グループ間で変
異率は同様であった。さらに、変異をもつ胚盤胞に
おける indel 変異の頻度（変異効率）を TIDE で調べ
たところ、群間に有意差は認められなかった（図２）。 
 
（２）次に、gRNA3 を単独もしくは他との組み合わ
せによりエレクトロポレーションした 1 細胞期胚か
ら十分な数の胚盤胞を得ることができなかったので、
分割胚（２〜８細胞期）における胚の変異率および
変異効率を調べた。分割胚の変異率は 80.0％から
100％の範囲であり、gRNA の種類や組み合わせに関
係なく、すべてのグループで差がなかった。 一方、
gRNA3 単独群における変異効率は gRNA2 単独群の変
異効率より有意に高かったが（p <0.05）、gRNA1 群
における変異効率と同様であった（図３）。 しかし
ながら、gRNA3 と他の gRNA との組み合わせは、gRNA1
と gRNA2 との組み合わせと比較して、変異効率を有
意に増加させた（p <0.05）。 
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図 2．変異効率の比較 

 

 

図 3．分割胚での変異効率の比較 
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