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研究成果の概要（和文）： ネコ胎児線維芽細胞に蛍光タンパク質(GFP)遺伝子を搭載した人工染
色体(HAC)ベクターを移入した結果、2つの細胞系が確立できた。この細胞を核として、除核卵
母細胞と融合・再構築した。融合時間（30および 60 μsec）を比較した結果、短時間（30 μsec）
での融合が有意に胚盤胞形成率を増加させた。さらに HAC ベクター細胞由来クローン胚を 13
頭のレシピエントに移植した結果、移植後 62日目に 1頭の子猫（74g）を作出する事に成功し
た。 

研究成果の概要（英文）：We established the two cell lines of cat fibroblasts with a human 
artificial chromosome (HAC) vector containing the green fluorescent protein (GFP). By 
inserting the transgenic cell into an enucleated cat egg, the cloned embryos were produced. 
The ability for cloned embryos to develop to blastocysts was higher in the short-time 
fusion group (30 μsec) than in the long-time fusion group (60 μsec). The embryos were 
transferred to 13 recipients. Only one recipient became pregnant and delivered a live 
kitten (74g). 
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１．研究開始当初の背景 
ヒト人工染色体（HAC）はヒトやマウスの

細胞株中で、細胞染色体と同調して複製・分
配され、細胞あたり 1コピーを保つことから
新規哺乳類ベクターとして期待されている。
ヒト人工染色体ベクターの利点として宿主

染色体に挿入されず独立して維持される（宿
主遺伝子を破壊しない）。一定のコピー数で
安定に保持され、宿主細胞の生理的発現制御
を受ける（過剰発現や発現消失が起きない）。
さらに、導入可能な DNA サイズに制限がない
（発現調節領域を含む遺伝子や複数遺伝子/

機関番号：１５５０１ 

研究種目： 基盤研究(C) 

研究期間： 2010～2012 

課題番号： 22580320 

研究課題名（和文） 人工染色体ベクターを活用した遺伝子改変動物の開発 

研究課題名（英文） Development of transgenic animals using a human artificial chromosome 

(HAC)  vector 

研究代表者 

音井 威重 (OTOI TAKESHIGE) 

山口大学・共同獣医学部・教授 

研究者番号： 30311814 



アイソフォームの導入が可能）等の特徴を持
つ。 

このようにHACは、従来のベクター（ウイ
ルス、YAC, BAC, PAC, cosmid, plasmid）に
は搭載できない大きな遺伝子サイズも挿入
可能であり、新たな機能解析のためのベクタ
ー系として、さらに遺伝子治療用ベクターと
しても有用である。 
 一方、ネコは脳神経科学等の分野でモデル
動物として主に用いられているほか、ヒトと
互いに共通性のある感染症、腫瘍があり、そ
の効果的な治療と予防策の開発のために有
効なモデルとしても利用されている。さらに、
ネコはマウスよりも大きく、サルよりも安価
で中間モデル動物種として扱いやすい動物
である。しかし、搭載遺伝子サイズに制限の
ない人工染色体（HAC）をベクターとしたモ
デルネコは作出されていない。 

２．研究の目的 

 本研究は、遺伝子搭載サイズに制限がない
ヒ ト 人 工 染 色 体 (Human Artificial 
Chromosome: HAC)ベクターを利用して、感染
症、腫瘍の治療・予防および臓器移植や細胞・
組織移植研究のための体細胞クローン由来モ
デル動物を確立することを目標とした。まず、
安定的に蛍光タンパク質（GFP）を発現する遺
伝子改変ネコを作出する。その手法として、
GFP-HACベクターを挿入した体細胞を作製し、
体細胞クローン技術により、遺伝子改変ネコ
を作出する。将来的には HAC 上に目的に応じ
た種々の遺伝子を搭載する。 

３．研究の方法 

 21HAC ベクターを用いて蛍光タンパク質
（GFP）を発現する遺伝子改変ネコを作出する。
そのために必要な GFP搭載 21HAC ベクターは
研究協力者（鳥取大学、押村光雄教授）より
供与され、それに係る技術移転を受ける。
様々な臓器由来のネコ体細胞への HACベクタ
ー移入効率について検討するほか、最適の受
容細胞を選定する。次に、GFP 搭載 HAC 保有
細胞を核として、体細胞クローン胚の発育率
を指標に、受容細胞の適正を明らかにする。
さらに、発育したクローン胚をレシピエント
ネコの卵管および子宮に移植し、胚の発育性
を観察し、効率的な遺伝子改変ネコの作製技
術を確立する。 
（１）GFP 搭載 HAC ベクター移入効率の高い
ネコ体細胞（受容細胞）を確定 
ネコ胎児から採取した繊維芽細胞に GFP 搭載
HAC を移入し、その移入効率を検討する。な
お、GFP 遺伝子を搭載した 21HAC ベクターの
構造を維持するために、HAC ベクターを受容
細胞に導入する方法として微小核細胞融合

法を使用する。 
（２）クローン胚の発育率を指標とした最適
受容細胞の選択・解析 
GFP 搭載 HAC を導入した様々な受容細胞を核
として、除核卵母細胞と融合・再構築し、そ
の後の発育率を指標に、受容細胞を比較し、
胚発育にとっての最適の受容細胞および融
合条件を明らかにする。 
（３）クローン胚の子宮内での発育性を解明 
GFP 搭載 HAC を保有するクローン胚（GFP 陽
性）をレシピエントネコの卵管（1-2 細胞期
胚）もしくは子宮（桑実期胚～胚盤胞期胚）
に移植し、子宮内での胚の発育性を解明する

４．研究成果 

（１）GFP 搭載 HAC ベクター移入ネコ体細胞
（受容細胞）の確立
 ネコ胎児の肺組織から採取した繊維芽細
胞に GFP 搭載 HAC を移入し、その移入効率を
検討した。なお、GFP 遺伝子を搭載した 21HAC
ベクターの構造を維持するために、HAC ベク
ターを受容細胞に導入する方法として微小
核細胞融合法を使用した。その結果、移入効
率は細胞の継代により生存性が低下し、その
効率は数％であり、さらに、遊離した培養細
胞において正常な形態を示した細胞は少な
かったが、２系統の培養株由来受容細胞（GFP
搭載 HAC 導入）が確立できた（図 1）。 

（２）クローン胚の発育率を指標とした最適
受容細胞の選択と融合時間の検討 

 体細胞クローン胚の発育は、移植される体
細胞の種類により、その後の胚発育が異なる
ことから、GFP 搭載 HAC を導入した受容細胞
を核として、除核卵母細胞と融合・再構築し、
受容細胞由来の体細胞クローン胚の発育を
比較検討した。GFP 搭載 HAC ベクター受容細
胞を核として、除核卵母細胞と融合・再構築
した。融合時間（30 および 60 μsec）を比

図 1．2系統の GFP 搭載 HAC 導入ネコ細胞
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較した結果、HAC ベクター受容細胞を核とし
た場合、短時間（30 μsec）が有意に胚盤胞
形成率を増加させた。一方、対照として用い
た胎児線維芽細胞を核とした場合、長時間
（60 μsec）の融合時間がクローン胚の胚盤
胞への発育率を増加させた（図２, ３）。 

図 2．融合時間が HAC 受容細胞由来クローン
胚の発育に及ぼす影響 

図 3．HAC 受容細胞由来クローン胚(A)と細胞
数(B) 

（３）クローン胚の子宮内での発育性 
 372 個の 2～４細胞に分割したクローン胚
（GFP 陽性）を 13頭のレシピエントネコの卵
管（2-4 細胞期胚）に移植した結果、移植後
62 日目に 1 頭の子猫（74g）を作出する事に
成功した（図４）。 

図 4．レシピエントネコと産子 
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