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研究成果の概要（和文）：当農研機構では遺伝子組換えとクローン技術によって、血液凝固第Ⅷ因子（F8）遺伝
子をノックアウトした血友病モデルブタを開発した。しかし、初代のクローン雌がヘテロ欠損型（F8+/-）であ
りながら、ヘミ型（F8-/Y）のクローン雄と同様に幼若期に失血死したために、成体を用いる従来の繁殖法では
後代を得ることができない。そこで、クローン胎子精巣をヌードマウスに移植し、発生した精子を用いて顕微授
精卵を作製した。その結果、2頭のヘテロ欠損型雌ブタの作出に成功した。これらのブタは血友病症状を示さ
ず、交配によって後代を継続的に生産できるため、血友病の治療法開発のモデル動物としてヘミ雄ブタの供給が
可能となった。

研究成果の概要（英文）：Our institute has developed a porcine model of hemophilia-A (hemophilia-A 
pig) by nuclear transfer cloning of fetal fibroblasts after disruption of the X-linked coagulation 
factor VIII (F8) gene. As a recessive disease, heterozygous female clones were expected to be 
asymptomatic, but died of severe bleeding as well as hemizygous male clones, thus making it 
impossible to obtain progeny of the hemophilia-A pigs. In this study, we tried to establish a strain
 of hemophilia-A pigs utilizing sperm recovered from testicular tissue of fetal hemizygous clones 
that had been grafted into nude mice. Two heterozygous pigs were generated: the pigs were 
asymptomatic and then delivered 5 hemizygous and 4 heterozygous piglets. Thus, testicular 
xenografting provides an opportunity to generate offspring from fetal hemizygous clones. Such 
heterozygous pigs avoid the discrepancy between genotype and phenotype in terms of F8, and will 
distribute progeny for the development of new therapeutics. 

研究分野： 家畜繁殖学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 雄の最も未成熟な生殖細胞である精祖
細胞（前精祖細胞を含む）は、あらゆる年齢
の精巣に存在し自己増殖能を持つが、反面、
減数分裂を経ておらず個体へと発生する能
力は有してはいない。精祖細胞を長期保存し
精子にまで発生させることができれば、生殖
活動期にない動物からも遺伝情報を保存し、
さらに精子を用いた個体の再生が可能とな
る。精巣の異種間移植は、他種の動物の精巣
組織をヌードマウスなどの免疫不全マウス
に移植しマウス体内で他種動物の精子を発
生させる手法である[1]。これまで、我々の
グループは幼若ブタの精巣組織を採取後直
ちにヌードマウスに移植し、精祖細胞からブ
タ精子を発生させた。次いでこの精子を用い
て作製した顕微授精卵をレシピエントブタ
に移植することで、正常な繁殖能を持つブタ
を誕生させた[2, 3]。さらに次のステップと
して、ガラス化冷却によって超低温保存した
幼若ブタの精巣をヌードマウスに移植し精
子を発生させ、これを用いて顕微授精卵を作
製することで、超低温保存した幼若期精巣か
ら正常な繁殖能を持った産子を生産するこ
とに初めて成功した[4,5]。これらの知見は、
超低温保存、異種間移植および顕微授精を組
み合わせた新しいシステムによって、本来精
子を作れない幼若動物からでも、長期保存し
た精巣から成体を経ずに次世代を生産でき
ることを示している。 
 
(2) 血友病はＸ染色体上の凝固第Ⅷ因子遺
伝子(F8 と略)の変異によって起こる血液の
凝固不全である。劣性伴性遺伝病であるため、
男性（F8−/Y）において出血症状が現れ、女性
（F8+/−）は一般に無症状である。これまで、
血友病モデルマウスで得られた知見をヒト
の治療に外挿してきたが、マウスの血液凝固
系がヒトとの類似性が低いため、有効性には
限界がある。一方、ブタは血液凝固系がヒト
に類似しており、かつ寿命が長く長期にわた
り治療法の評価が可能であるため、モデル動
物としての重要性が高い。当研究グループで
は、Ｘ染色体上の F8 をノックアウトした雄
胎子の線維芽細胞から体細胞クローンブタ
を作製することで、血友病モデルブタの開発
に世界で初めて成功した[6]。この雄クロー
ンブタ(F8−/Y)は F8 生産能を欠くため出生後
短期間で死亡した。一方、雌胎子の線維芽細
胞から作製した雌のノックアウトクローン
ブタは、ヘテロ（F8+/−）でありながら、予想
に反して血友病で同様に早期に死亡した。こ
のように、血友病モデルブタでは、初代のク
ローンブタが雌雄いずれも性成熟に達する
前に死亡するため、成熟した精子および卵を
使用する従来の繁殖法では後代を生産でき
ず、モデル動物として供給できないという重
大な問題が生じていた。 
 
２．研究の目的 

本研究においては、血友病の初代クローンブ
タ胎子の精巣組織を超低温保存した後にヌ
ードマウスに移植し、発生した精子を用いて
後代を作出する。次いでこれらの後代を用い
て血友病モデルブタの系統樹立が可能であ
るかを検証することとした。初代雌クローン
ブタ（F8+/−）における遺伝子型と表現型の不
一致がエピジェネティックな不具合の結果
であれば、受精を経て生産されたヘテロ雌
（F8+/−）はこのような不一致を回避できると
期待された。 
 
３．研究の方法 
(1) 血友病雄クローン胎子（F8−/Y胎子、F0世
代）の作製 
野生型の雄胎子（胎齢 60 日前後）から線維
芽細胞を採取し、ブタ F8遺伝子の第 16 エク
ソンを標的とするノックアウトベクター[6]
を電気穿孔法によって導入した。ノックアウ
トベクターにはポジティブセレクション用
にネオマイシン耐性遺伝子を組み込み、G418
添加培地により、ノックアウト細胞を選択し
た。PCR 解析によってベクターの導入が確認
された細胞の核を除核した体外成熟卵に注
入した。電気パルスによる活性化刺激の後、
発生した核移植胚を、発情を同期化したレシ
ピエントブタの卵管に移植した。 
 
(2) F8−/Y胎子からのサンプル採取と精巣の超
低温保存 
胚移植後 69 から 83 日後に胎子から精巣、肝
臓および耳介を採取した。精巣は約 1mm 角に
細切した後、エチレングリコール、ポリビニ
ルピロリドンおよびトレハロースを含んだ
ガラス化液に 10 分間浸漬させた[4]。精巣小
片を液体窒素上に浮かべたアルミホイルの
上で超急速に冷却し、固化（ガラス化）した
精巣小片を液体窒素内に保存した。耳介およ
び肝臓はそれぞれPCRによる遺伝子型解析お
よび F8mRNA の定量に用いた。 
 
(3) F8−/Y胎子精巣の異種間移植 
PCRによって遺伝子型がF8−/Yであることを確
認した後、超低温保存した精巣小片を加温し
た後、小片を 15 個ずつ去勢したヌードマウ
スの背部皮下に移植した。 
 
(4) 顕微授精卵の作製 
移植後 300 日以降に精巣を採取した。一部を
組織学的検索用に Bouin 氏液で固定した後、
残りの部分を細切して精子を採取した。形態
に異常のない精子を吸引し、別途体外成熟さ
せた野生型の卵に精子全体をピエゾマイク
ロマニピュレータを用いて顕微注入した（顕
微授精）。ついで、電気パルスによる卵の活
性化刺激を加え、発生を促した[2, 4]。 
 
(5) F8−/Y胎子由来の産子（F1世代）の生産 
発情を同期化したレシピエントブタの卵管
に顕微授精卵を 50 から 70個移植した。受胎



率を上げるために、30 個前後の単為発生させ
た卵を顕微授精卵と同時に移植した。受精卵
の移植後113日前後にプロスタグランディン
F2αアナログを投与して分娩を誘起した。産
子は通常の飼育条件下で皮下血腫等の出血
症状の有無を観察しつつ、生後 2ケ月で採血
（F8 活性測用）と耳介小片採取（遺伝子型解
析用）を行った。 
 
(6) F2世代の生産 
顕微授精卵の移植の結果、誕生したヘテロ雌
ブタ（F8+/−）を、通常の飼養条件下で飼育し、
性成熟に達した後、野生型の雄（F8+/Y）の精
液を用いた人工授精を行った。生産された子
ブタ（F2世代）のうち、雄は F8−/Yまたは F8+/Y

であることから、失血死を避けるため、生後
当日または翌日に安楽死させ、肝臓、耳介小
片および血液を採取した。雌は F8+/−または
F8+/Y であることから、生後 30 日前後で、採
血と耳介小片の採取を行った。 
 
(7) PCR 解析 
ノックアウトベクターを導入した細胞、およ
び F0世代（F8−/Y胎子）、F1世代および F2世代
のブタから採取した耳介組織からゲノム DNA
を抽出した。下記のプライマーを用いてノッ
クアウトベクターに含まれる配列を増幅し
た。増幅産物の想定されるサイズは 6.0kb で
ある。プライマー：Neo sF 
(5’-CGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTG-3’および 
Exon 22 sR (5’-TAAGGTGCCCGTGGAATTCCCTC- 
3’）[6]。 
 
(8) サザンブロッティング 
F0世代（F8−/Y胎子）、F1世代および F2世代の
ブタからゲノム DNA を抽出した。制限酵素
SacIで処理したゲノムDNAを後電気泳動後メ
ンブレンに転写した。ジゴキシゲニンで標識
した 5’プローブ[6]を反応させた。 
 
（9）F8mRNA の定量 
全 RNA を F0世代（F8−/Y胎子）および F2世代の
ブタの肝臓から抽出し、F8mRNA の発現量を以
下のプライマーを用いて測定した。F8mRNA の
発現量はβ-actin の mRNA 発現で補正した。
F8 プ ラ イ マ ー ： Exon 19F 
(5'-TCAGAGCGGAAGTTGAAGAC-3’) お よ び 
Exon 20R (5’-ACGAAGTTGTGTCGAGGTTC-3’)。 
β -actin プ ラ イ マ ー ： ACTB F 
(5’-AGGTCATCACCATCGGCAAC-3’) お よ び
ACTB R (5’-ATCTCCTTCTGCATCCTGTC-3’)。 
 
(10) 組織学的検索 
マウスから回収し固定した F8−/Y 胎子の移植
精巣片をパラフィンに包埋した後、薄切し、
ヘマトキシリン・エオジン染色を施した。精
細管または精索の断面を、断面に含まれる最
も成熟の進んだ生殖細胞の種類によって分
類した[4]。 
 

(11)マウス末梢血中のインヒビンおよびテ
ストステロン濃度の測定 
去勢した雄マウスの血中インヒビンは、移植
したブタ精巣小片の Sertoli 細胞に由来し、
テストステロンは Leydig 細胞に由来する。
移植組織の機能的な発育を推定する目的で、
インヒビンおよびテストステロン濃度を蛍
光免疫測定法[7]によって定量した。 
 
(12) 末梢血中の F8 活性の測定 
ブタの末梢血中のF8の凝固活性をヒト第 Ⅷ 
因子測定キットを用いて測定した。活性値は、
標準品として用いたヒトの正常血漿に対す
る割合で表示した。 
 
４．研究成果 
(1) F8−/Y胎子精巣のマウス体内での発育と精
子発生 
クローン胚を 25 頭のレシピエントブタに移
植した結果、2頭のブタに受胎が確認された。
胚移植後 69 日に 1頭の胎子、および 83 日に
2 頭の胎子を採取し、それぞれ精巣を採取し
細切した。これらの 3 頭には、PCR の結果ノ
ックアウトアリルが検出され、また F8 の主
要な産生源である肝臓では mRNA の発現は検
出されなかったことから、F8 遺伝子が間違い
なくノックアウトされていることが確認さ
れた。 
 超低温保存後にこれらの移植小片を7匹の
去勢したヌードマウスに移植したが、そのう
ち 4匹のマウスが生存した。移植後 300 日以
降でブタ移植精巣組織を採取した結果、4 匹
のマウスの移植小片から精子が回収された
（図 1）。移植前のブタ精巣では精索に最も未
分化な生殖細胞：前精祖細胞のみが存在した。
回収した精巣組織では精細管の形成が認め
られ、17%の精細管に精子および 30%の精細管
に伸長期精子細胞が存在した（図 2）。マウス
の血中インヒビンおよびテストステロン濃
度は、移植前（インヒビン：0.3 ng/ml およ
びテストステロン 0.1 ng/ml）に比べて、高
値（インヒビン：4  ng/ml およびテストステ
ロン：0.6 ng/ml）を示した。  
 

 
図 1．移植精巣から採取されたブタ精子（矢
印）。 
スケールバー：10μm 
 
 



 
図２．移植後 300 日でマウスから回収したブ
タ精巣小片の組織像。 
精細管（中央）には精子形成が認められる。
スケールバー：100μm 
 
これらの結果から、血友病モデルブタの胎

子精巣は、野生型の胎子精巣[8]と同様に、
ヌードマウス体内で精子生産能と内分泌機
能を獲得し得ることが明らかとなった。 
 
(2) F8−/Y胎子（F0世代）由来の F1世代の生産 
4 匹のマウスから採取した精子を野生型雌ブ
タ（F8+/+）の成熟卵に顕微注入して受精卵を
作製し、それぞれ 4頭のレシピエントブタの
卵管に移植した。約 120 日経過後、2 頭のレ
シピエントブタがそれぞれ、雌１頭と雄1頭、
および雌 1頭を分娩した（図 3）。PCRの結果、
雌 2 頭はノックアウトアリルを持ち（図 4）、
さらにサザンブロッティングの結果（図 5）
から野生型の F8 遺伝子とノックアウトされ
た F8 遺伝子の双方を持つヘテロ（F8+/-）であ
ることが明らかとなった。一方、雄はノック
アウトアリルが検出されず、野生型（F8+/Y）
であることが判明した（図 4および 5）。2頭
のヘテロ雌の末梢血中の F8 活性はそれぞれ
387% および 354% であり、野生型の雄子ブ
タの活性値の 50％程度であった。臨床的には、
血腫などの出血を示唆する症状はヘテロ雌
には認められなかった。 

 
図３．顕微授精により生まれた F1世代（雌）。 
 
 
 
 
 
 

 
図４．顕微授精により生まれた F1世代の PCR
解析。 
レーン 1:雄子ブタ、レーン 2および 3：雌子
ブタ。レーン 4：ネガティブコントロール（野
生型ブタ、F8+/Y）およびレーン 5：ポジティ
ブコントロール：既報[6]で作出した初代雄
クローンブタ（F8−/Y）。 

 
図５．顕微授精により生まれた F1世代のサザ
ンブロッティング解析 
レーン 1:雄子ブタ、レーン 2および 3：雌子
ブタ。レーン 4：ネガティブコントロール（野
生型ブタ、F8+/Y）およびレーン 5：ポジティ
ブコントロール：既報[6]で作出した初代雄
クローンブタ（F8−/Y）。 
 
以上の結果から、①胎子精巣からも、新生

子精巣と同じく、異種間移植を利用して後代
を得ることが可能であること、②受精によっ
て得られたヘテロ雌は、一定レベル以上の F8
を生産し出血症状を示さないことが明らか
となった。 
 
(3) F2世代の生産 
別途準備した野生型雄ブタの精液を用いた
人工授精によって、2 頭のヘテロ雌ブタは 3
回の分娩で合計 17 頭（雄 9頭および雌 8頭）
の子ブタを分娩した。PCR の結果、雄 9 頭の
うち 5頭が、F8 遺伝子がノックアウトされた
Ｘ染色体を持つヘミ個体（F8-/Y）、4頭が野生
型（F8+/Y）であることが判明した。一方、雌
では、4頭が、F8 遺伝子がノックアウトされ
たＸ染色体を一つ持つヘテロ個体（F8+/-）で
あり、4 頭が野生型（F8+/+）であった。ヘミ
個体には分娩後翌日までに後肢および臀部
の皮下に血腫が出現したが（図 6）、ヘテロ個
体には異常が認められなかった。 
ヘミ雄ブタ(F8-/Y)の肝臓では F8mRNA は検

出されず、また血中の F8 活性は 3%以下であ
った。一方、野生型の雄ブタ（F8+/Y）の肝臓
では、ヘミ雄ブタよりも著しく高い F8mRNA
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が検出され（0.5～1.2）、血中の F8 活性も 820
～1810％の高値を示した。野生型の雌ブタ
（F8+/+）も高い血中 F8 活性（1220～2230%）
を示した。ヘテロ雌ブタ（F8+/-）の F8活性は
521～1370%であり、雌雄の野生型ブタの値と
有意な差は示さなかった：この結果は、ヒト
において、無症状なヘテロ個体の F8 濃度は
個体差が大きく、野生型個体と同等のレベル
を示す個体が存在する既報[9]と一致する。 

 
図６．生後 0日のヘミ雄ブタ（F8−/Y） 
矢印：後肢の血腫 
 
以上の結果から、①F2 世代においても F8

遺伝子の破壊は保存されており、②ヘテロ雌
と野生雄との交配によって、継続的にヘミ個
体とヘテロ個体が生産できることから、血友
病モデルの系統が樹立できたものと判断さ
れた。 
 
(4) まとめ 
 本研究の最も重要な知見は、①異種間移植
よって発生させた精子を用いることによっ
て、胎子からも次世代を生産できること、お
よび②F8−/Y胎子精巣由来の精子を用いて、受
精を経て生まれたヘテロ雌は、おそらくエピ
ジェネティックな不具合を回避することに
よって、初代クローン雌ブタとは異なり、血
友病の症状を示さなかったことである。本実
験で生産されたヘテロ雌ブタを基礎ブタと
して用いることによって、継続的にヘミ雄ブ
タを供給し、同時に後継のヘテロブタを生産
することが可能となった。 
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