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研究成果の概要（和文）：活性化後にバルプロ酸で処理することにより、標的遺伝子を破壊した体細胞に由来す
るマイクロミニピッグクローン胚の胚盤胞形成率が改善された。また、エレクトロポレーション法を用いてマイ
クロミニピッグ体細胞クローン胚へCRISPR/Cas9関連成分を導入することにより、標的遺伝子を破壊した胚盤胞
が得られることを明らかにした。以上の結果から、標的遺伝子を破壊したマイクロミニピッグ胚を効率的に作出
し得る方法が確立された。

研究成果の概要（英文）：Treatment with valproic acid after activation enhanced the blastocyst 
formation rate of microminipig cloned embryos derived from somatic cells in which specific genes 
were disrupted. In addition, specific gene-disrupted microminipig blastocysts were obtained by 
electroporation of CRISPR/Cas9 genome editing components into somatic cell nuclear transfer embryos.
 On the basis of these results, an efficient protocol for the production of specific gene-disrupted 
microminipig embryos was established.

研究分野： 発生工学
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  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ブタは、解剖学的・生理学的にヒトとの類似点が多いので、目的に応じて遺伝子を改変すればヒト疾患モデル動
物として有用である。しかし、食用ブタやミニブタの飼育管理には広いスペースや多大な労力・コストが必要と
なるので、利用できる施設は限られてしまう。一方、マイクロミニピッグであれば、成体重が10kg以下なので多
くの施設で利用できる。本研究の成果は、標的遺伝子を破壊したマイクロミニピッグの作出につながる。その結
果、多くの施設で利用可能なヒト疾患モデル動物を作出できるようになり、それを用いて医薬品の開発や病気治
療法の確立が進むと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ブタは、解剖学的・生理学的にヒトとの類似点が多いことから、医薬品の開発や病気治療法

の確立における実験動物として有用であると考えられている。しかし、これらの分野で有効活
用するためには、ブタの遺伝子を目的に応じて改変する技術が不可欠となる。現時点で遺伝子
改変ブタを得る最も現実的な方法は、遺伝子改変した体細胞の核を除核未受精卵に移植してク
ローン動物を作出することである。そこで研究代表者らは、鹿児島大学で開発・維持されてい
るクラウン系ミニブタにおいて体細胞核移植技術を確立することを目指して研究を行った結果、
近交系ミニブタの体細胞クローン作出に我が国で初めて成功した。また、確立された体細胞核
移植技術を応用することにより、ヒト動脈硬化症の疾患モデル動物となり得るヒトアポリポプ
ロテイン（a）遺伝子導入ミニブタを世界で初めて作出した。これらの成果は、クラウン系ミニ
ブタの遺伝子を目的に応じて改変し、実験動物として利用し得ることを示している。しかし、
クラウン系ミニブタは、比較的小型のブタではあるものの成体重が 50～80kg に達するので、そ
の飼育管理には広いスペースや多大な労力・コストが必要となり、利用できる施設は限られて
しまう。 
近年、富士マイクラ社によって、成体重が 10kg 以下の世界最小サイズのブタ（商標：マイク

ロミニピッグ）が開発された。このサイズであれば、マウスやラット用の飼育室で飼うことも
可能である。研究分担者の川口らはマイクロミニピッグの実験動物としての可能性に注目し、
鹿児島大学が長年培ってきた国内屈指の畜産（養豚）技術をもとに、マイクロミニピッグに最
適な飼育管理法を確立した。そこで、クラウン系ミニブタを用いた研究によって蓄積された知
見をもとにマイクロミニピッグにおける体細胞核移植技術の確立を目指した結果、同系統の体
細胞クローンを作出することに世界で初めて成功した。 
一方、体細胞核移植技術を応用して遺伝子改変動物を作出するには、ドナーとして使用する

体細胞の遺伝子を効率的に改変する技術が必須となる。特に標的遺伝子を破壊（ノックアウト: 
KO）する操作は極めて困難であったが、最近になって次世代型 KO 系と称される CRISPR/Cas9
系が開発され、様々な細胞株において従来の gene targeting 法より簡単にホモ KO 細胞を作製
できることが証明された。研究分担者の佐藤らも、CRISPR/Cas9 系を用いてクラウン系ミニブ
タ胎児線維芽細胞のゲノム内におけるα-1,3-galactosyltransferase（α-GalT）遺伝子の KO
に成功し、得られたホモ KO 細胞を用いて作出したクローン胚から発生した胚盤胞が、α-Gal 
epitope（α-GalT によって合成される細胞表面糖鎖）を持たないことを確認した。 
このような背景から、研究代表者および研究分担者らの技術を集約すれば、目的に応じて標

的遺伝子を KOしたマイクロミニピッグを作出し、実験動物として広く利用できるようになると
考えられた。 
 
２．研究の目的 
近年の日本における死因第 1位は癌であり、死亡者全体の約 30％を占めている。よって、癌

の治療法を確立することは、我が国の医学における重要な課題である。これまでに、癌抑制遺
伝子である p53 や phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10（PTEN）を欠
損させることにより、高率に癌を発症する疾患モデルマウスが作出されてきた。また、一度に
複数の遺伝子を KO することも容易な CRISPR/Cas9 系の特徴を生かして、生体内の肝臓に導入し
たゲノム編集用の核酸で両遺伝子を KO することにより、高頻度で肝癌を発症するマウスも作出
されている。これらは癌発生メカニズムの解明には有効であるが、マウスとヒトは解剖学的・
生理学的に違いが大きいため、治療法の確立を目指した研究への利用には限界がある。もしマ
イクロミニピッグにおいて同様の疾患モデル動物を作出することができれば、癌の発生環境、
サイズ、発生時期あるいは薬剤への反応性や抵抗性がヒトに近くなることが期待される。この
ようなヒトにおけるものと類似した癌に対して手術、化学療法および放射線療法などを試行す
れば、治療法の確立は大きく進展するだろう。そこで本研究では、p53 および PTEN 遺伝子を欠
損した遺伝子改変マイクロミニピッグを作出し、それらにおける繁殖性および癌発生状況を確
認することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
食肉センター由来の食用ブタ卵巣から卵丘卵子複合体を吸引採取し、振動（X 軸方向に±

0.33G、Y 軸方向に±0.11G の加速度および 20Hz の周波数、60 分毎に 10 秒間）を与えながら 40
～41 時間成熟培養した。成熟培養後、ヒアルロニダーゼ溶液中で卵丘細胞を除去し、第 1極体
の放出が確認された形態的に正常な卵子のみを選抜した。これらの卵子を吸引除去法により除
核後、囲卵腔にドナー細胞を挿入し、電気刺激による融合処理を行った。融合処理 2時間後に、
ソルビトール溶液を満たしたチャンバー内の電極間に融合胚を並べ、直流パルスを印加するこ
とによる活性化処理を行った。活性化処理後のクローン胚を各処理区の培地中に移して培養し
た。いずれの区においても、最初の 2時間は 2.2μg/ml のサイトカラシン Bを培地に添加する
ことにより、第 2 極体様構造物の放出を抑制した。培養 2 日後に卵割状況、7 日後に胚盤胞形
成状況を観察した。また一部のクローン胚は、体内発生能について調べるために、発情を同期
化したマイクロミニピッグ仮親の卵管に外科的移植した。 
 
（1）実験１：科学研究費助成事業（基盤研究（C））「世界最小サイズのミニブタであるマイク



ロミニピッグにおける体細胞核移植技術の確立」（平成 25～27 年度）において、体細胞クロー
ン作出のドナー細胞として用いた胎児線維芽細胞由来株（FFs 1、2および 3）における p53 お
よび PTEN 遺伝子の KOを試みた。各細胞株に Cas9 endonuclease 発現ベクターおよび p53 ある
いは PTEN guide RNA 発現ベクターをエレクトロポレーション法により共遺伝子導入した後、選
択培養によって遺伝子 KO細胞株を樹立した。得られた細胞株をドナーとしてクローン胚を作出
し、0 および 8mM のバルプロ酸を添加した mPZM-3 中で 24 時間培養した。その後、バルプロ酸
無添加の同培地中に移して培養を継続し、体外発生状況を比較した。また、培養 7日後に得ら
れた胚盤胞のゲノム DNA 内における p53 および PTEN 遺伝子の変異状況について解析した。さら
に、作出したクローン胚を仮親に移植し、妊娠状況を観察した。 
 
（2）実験２：前述した科学研究費助成事業において体細胞クローンマイクロミニピッグを作出
できたが、p53 および PTEN 遺伝子 KO 株は樹立できなかった FFs 1 を用いてクローン胚を作出
し、その細胞質に CRISPR/Cas9 関連成分をエレクトロポレーションで導入する遺伝子改変法の
有用性について検討した。なお、p53 および PTEN 遺伝子の KO がブタ胚の胎生致死を誘発して
いるかもしれないので、KOブタの作出が確認されている低比重リポタンパク質受容体（LDLR）
遺伝子を標的とした。最初に、種々のエレクトロポレーション条件下で LDLR 遺伝子に対応する
crRNA/tracrRNA complex および Cas9 protein を導入したクローン胚の体外発生および遺伝子
改変状況について検討した。次に、最適条件下でエレクトロポレーションを行ったクローン胚
を仮親に移植し、妊娠状況を観察した。なお、実験１の結果から、クローン胚にはバルプロ酸
処理を施した。 
 
（3）実験３：実験２の結果から、無処理の場合でも産子への発生率が極めて低い体細胞クロー
ン胚を利用することは困難であると判断し、受精卵へのエレクトロポレーションに切り替えた。
食用ブタにおいては、食肉センター由来卵巣から採取した卵子を体外成熟・体外受精すること
により、エレクトロポレーションに供する受精卵を多数準備することが可能である。しかしマ
イクロミニピッグにおいては、卵巣が食肉センターに出荷されることはないので同法を用いる
ことはできない。よって、自然交配させた雌から生殖器を摘出後、卵管内を灌流することによ
って体内受精卵の採取を試みた。得られた受精卵にエレクトロポレーションによる LDLR 遺伝子
に対応する crRNA/tracrRNA complex および Cas9 protein の導入処理を行った後、仮親に移植
して妊娠状況を観察した。 
 
４．研究成果 
（1）実験１：前述した科学研究費助成事業において体細胞クローンマイクロミニピッグを作出
できた FFs 1 および 2では細胞株が得られなかったが、体細胞クローンマイクロミニピッグを
作出できなかった FFs 3 では 2個の細胞株が得られた。そのうち 1個の細胞株（p53/PTEN#1）
を分子生物学的に解析した結果、p53 遺伝子に関してはホモ KOであり、PTEN 遺伝子に関しては
ホモ KOとヘテロ KOが共存している状態であることが示された。p53/PTEN#1 を除核卵子に移植
してクローン胚を作出し、体外発生に及ぼすバルプロ酸の影響について調べた結果、活性化後
に 8mM の濃度で 24時間処理することにより胚盤胞形成率を改善し得ることが明らかになった。
得られた胚盤胞を分子生物学的に解析した結果、p53 および PTEN 遺伝子のいずれにおいても、
p53/PTEN#1 で見られた変異がそのまま踏襲されていた。バルプロ酸処理後の p53/PTEN#1 由来
クローン胚を 3 頭の仮親にそれぞれ 160 個、100 個および 162 個移植してみたが、いずれにお
いても妊娠は成立しなかった。 
以上の結果から、p53 および PTEN 遺伝子を欠損したマイクロミニピッグ体細胞クローン胚を

効率的に作出し得る方法が確立された。しかしながら、FFs 3 をドナー細胞として用いた場合
には体細胞クローンマイクロミニピッグが得られなかったので、それに由来する p53/PTEN#1
を用いて作出したクローン胚も産子にまで発生しない可能性が示唆された。よって、FFs 1 や 2
由来クローン胚を作出し、前核形成期の細胞質に CRISPR/Cas9 関連成分を導入する遺伝子改変
法の検討も必要であると考えられた。 
 
（2）実験２：活性化処理 6あるいは 12時間後に 0.5msec ON/99.5msec OFF（0.5msec の間印加
した後に 99.5msec の印加しない時間を設ける）あるいは 1.0 msec ON/99.0msec OFF の条件下
で 30V/mm の電気パルスを 7回印加することにより、LDLR 遺伝子 KO胚盤胞を効率的に作出でき
ることが明らかとなった。次に、CRISPR/Cas9 関連成分を導入したクローン胚の体内発生状況
について検討した。活性化処理 12時間後のクローン胚に 0.5msec ON/99.5msec OFF の条件下で
30V/mm の電気パルスを 7 回印加した後、3 頭の仮親にそれぞれ 107 個、173 個および 199 個移
植した。その結果、いずれの仮親においても妊娠は認められなかった。そこで、活性化処理 6
時間後に 0.5msec ON/99.5msec OFF の条件下で 30V/mm の電気パルスを 4回印加したクローン胚
を 4頭の仮親にそれぞれ 176 個、136 個、218 個および 175 個移植してみたが、やはりいずれも
妊娠しなかった。 
以上の結果から、エレクトロポレーション法を用いて体細胞クローン胚へ CRISPR/Cas9 関連

成分を導入することにより、効率的に遺伝子 KO胚盤胞を得られることが明らかとなった。しか
し、仮親に移植しても妊娠が成立しなかったので、産子への発生率が極めて低い体細胞クロー



ン胚を利用することには限界があるのかもしれない。よって、コストは掛かるが、体内受精卵
を採取してエレクトロポレーションに供する必要があると考えられた。 
 
（3）実験３：最初に 4 頭の雌から 19 個の受精卵を採取し、0.5msec ON/99.5msec OFF の条件
下で 30V/mm の電気パルスを 7回印加した後に 1頭の仮親に移植した。次に 2頭の雌から 5個の
受精卵を採取し、そのうち 4個に対して同条件下でエレクトロポレーションを行った後、無処
理の 1個と共に 1頭の仮親に移植した。しかしながら、いずれの仮親においても妊娠は認めら
れなかった。 
 
本研究では、当初の目的であった遺伝子 KOマイクロミニピッグを作出することはできなかっ

たが、標的遺伝子を破壊したマイクロミニピッグ胚を効率的に作出し得る方法が確立された。
今後、マイクロミニピッグの体内受精卵が安定的に得られるようになれば、それらの遺伝子を
本研究で確立された方法を用いて改変することにより、遺伝子 KOマイクロミニピッグを作出で
きるようになると思われる。 
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