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研究成果の概要（和文）：人工染色体技術とゲノム編集技術を活用した異種移植用ブタの作製を試みた。その結
果、ゲノム編集により胚移植後第一世代でGalTホモ欠損ブタ作製に成功し、異種抗原となるαGalの消失が組織
染色により確認できた。一方、人工染色体については、ヒト人工染色体ベクター挿入細胞株を確立し、FISH解析
によりヒトHLA導入が確認できた。今後、体細胞クローン技術を活用し、両技術による異種移植用ブタの作製が
可能となった。

研究成果の概要（英文）：Xenoantigens are a major concern with respect to the success of 
interspecific xenografts. We tried to generate gene-modified pigs for xenotransplantation by 
artificial chromosome and genome editing techniques. We established GALT-modified pigs with high 
efficiency by introducing a CRISPR/Cas9 system to zygotes by electroporation. Moreover, the 
histological analysis indicated a deficiency in GALT in the biallelic mutant piglet. On the other 
hand, regarding the artificial chromosome, a human artificial chromosome vector-inserted cell line 
was established, and human HLA introduction could be confirmed by FISH analysis. In the future, 
using somatic cell cloning technology, it has become possible to produce pigs for 
xenotransplantation by both techniques.

研究分野： 生殖工学

キーワード： ゲノム編集　人工染色体　ブタ　異種移植

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、ドナー不足を解消する手段としてブタの臓器・組織を用いる異種移植に関心が高まっているが、移植後１
週目以降の急性・慢性拒絶反応による臓器機能不全を克服しなければならない大きな課題がある。本研究は、巨
大遺伝子クラスターを導入できる人工染色体技術と幅広い遺伝子改変を可能とするゲノム編集技術の組み合わせ
により、今後の異種移植用ブタの開発に大きく寄与する技術の開発を目指した。この両技術の融合は、ヒト化モ
デル動物の作製、遺伝子再生医療、遺伝子機能解析などに有用な次世代遺伝子改変技術として期待されており、
技術の確立により、幅広い研究分野に貢献できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
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。しかし、移植後の拒絶反応による臓器機能不全の克服が課題である。 
（1）ブタ臓器の異種移植の現状：近年、ブタが持つ galactose-α-1，3-galactose 転移酵素（GalT）
遺伝子をノックアウトしたGalT-KO ブタの誕生と免疫抑制剤療法との組み合わせにより超急性拒絶反
応は一部の臓器においては克服されつつある。GalT-KO ブタにヒト CD46(補体活性制御)およびヒト
thrombomodulin（凝固制御)を遺伝子導入したブタ心臓を霊長類の腹部へ異所移植した例では500日以
上の臓器生着が得られ、移植時の血液中の自然抗体による拒絶反応回避の道筋が一部見えてきた。し
かし、肝臓、肺の異種移植においては、ブタ肝臓移植で最大9日、肺はわずか 109 時間程度と芳しい
成績が得られていない。 
（2）異種間T細胞反応の克服：超急性拒絶反応を乗り越えた移植後1週間から3か月の間におこる急
性拒絶反応は、主としてリンパ球のうち細胞障害性 T 細胞が主因であり、免疫抑制剤療法にて制御さ
れているのが現状である。しかし、拒絶反応が激しければ移植された臓器が破壊され機能不全となる。
この自然抗体以外の異種移植による細胞障害性 T 細胞の誘導は、マクロファージにより分解した抗原
ペプチドとMHC（主要組織適合遺伝子複合体)クラスＩもしくはMHCクラスⅡが結合した結果、キラー
Ｔ細胞およびヘルパーＴ細胞を活性化させ、移植臓器への抗体依存性もしくは非依存性の障害を誘起
する。これら異種間でのＴ細胞応答を制御する方法として、抗体依存性の障害についてはGalT-KO ブ
タの使用で一部克服できることが示唆されているが、非依存性の障害についてはその対応策はなく、
免疫寛容の誘導が唯一の方法として考えられている。この免疫寛容の誘導として、ヒトの白血球抗原
（HLA）を挿入した遺伝子改変ブタの作出が必須と考えられる。 
（3）人工染色体技術の進展：染色体工学技術の最大のメリットは、従来のベクター（ウイルス、YAC, 
BAC, plasmid）には搭載できない大きな遺伝子サイズも挿入できる点である。薬物代謝に重要な代謝
酵素群の1つであるヒトCYP3A遺伝子クラスター全長を含む約700kbをヒト人工染色体(human 
artificial chromosome:HAC)ベクター上に搭載し、そのHACベクターをマウスに導入した「ヒト化CYP3A
マウス」の作出に成功例がある。 
（４）高効率なゲノム編集手法（GEEP法）の開発：遺伝子改変動物作製手段として、胚性幹細胞（ES細
胞）やiPS細胞を利用せずに、幅広いゲノムの改変を可能とするゲノム編集技術が急速に発展してきた。
我々は、ゲノム編集技術を用いてブタの遺伝情報を簡便かつ高効率に書き換える手法（GEEP法）でマ
イオスタチン（Mstn）遺伝子ノックアウト豚を作出した。 
そこで、染色体工学技術とゲノム編集技術の融合により、日本人に多いヒトHLA A24遺伝子を搭載した

体細胞からクローン胚を作製し、GEEP法を用いてクローン胚からGal転移酵素（GalT）遺伝子をノックア
ウトすることにより、拒絶反応の少ない異種移植用のHLA 挿入GalT-KO ブタを作出すれば、異種移植後
の拒絶反応による機能不全を克服できる代替臓器ができると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、染色体工学技術とゲノム編集技術の融合により、日本人に多いヒトHLA A24遺伝子を搭載

した体細胞からクローン胚を作製し、GEEP法を用いクローン胚からGal転移酵素（GalT）遺伝子をノッ
クアウトすることにより、拒絶反応の少ない異種移植用のHLA 挿入GalT-KO ブタを作出することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
人工染色体技術およびゲノム編集技術を融合する前に、まずGEEP法によるゲノム編集GalT-KO ブタ

を作出および微小核細胞融合法によるヒト HLA 遺伝子群を搭載したヒト人工染色体ベクターのブ
タ線維芽細胞に導入法を検討した。 
（１） ゲノム編集GalT-KO ブタの作出 
抗原関連遺伝子（GalT）を標的とした CRISPR-Cas9 システムの構築（guide RNA の設計）を行

い、設計した guide RNA(gRNA)の遺伝子改変効率をブタの体外受精胚を用いて確認し、高効率な
gRNA を用いて遺伝子改変ブタの作製を試みた。 
（２）複数遺伝子のゲノム編集の検討 
複数のｇRNAを用いたGEEP法によるゲノム編集が可能かどうか検討した。GalT遺伝子のほか、

異種抗原の一つである HD 抗原の生成を担う CMAH 遺伝子、さらに GHR、PDX1 の 4 種類の遺伝子
をターゲットとし、GEEP 法により同時に受精卵へ導入し、発生した胚盤胞におけるゲノム編集
程度を検討した。 
（３）ヒト人工染色体ベクタ－用いたヒト HLA 遺伝子群の導入 
ブタ胎仔由来繊維芽細胞にヒト HLA 遺伝子搭載HACベクターを移入し、その移入効率を検討するこ

とで、最適の細胞株の確立を試みた。なお、GFP 遺伝子を搭載した両ベクターの構造を維持するため
に、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。 
 
 
 
 
 

 



４．研究成果 
（１）ゲノム編集GalT-KO ブタの作出 
個々の胚盤胞のシークエンス解析結果よ

り、今回解析した 7種類の gRNA のうち 4種
の gRNA が高い編集導入率を示すことがわ
かった（図１）。さらにシークエンスデータ
から、変異導入率の高かった 4種類の gRNA
の中でもホモ変異体の作製可能なgRNAを 3
種にしぼり、GalT ノックアウト豚作製を行
った。胚移植の結果、gRNA#4 および gRNA#6
を用いた場合には妊娠豚を得ることができ
なかったが、gRNA#10 を使用した胚を移植
した場合、移植頭数 2 頭中 2 頭が妊娠し、
合計 6 頭の産仔を得ることができた（表
１）。得られた仔豚のシーケンス結果をTIDE
で解析した結果、6 頭中 1 頭は野生型であ
り、 残りの 5 頭は GalT ホモ欠損であることが示された。野生型および鑑定殺した GalT ノッ
クアウト豚の心臓のαGal 染色した結果、野生型の心臓では GS-IB4-Alexa488 によりαGal が染
色されたのに対し、GalT ノックアウト豚ではαGal が検出されなかった。 
 
表１.GalT ノックアウト胚の移植結果 

gRNA 
移植 
頭数 

妊娠 
頭数 

分娩 
産仔数 

変異 
個体数 

変異 
導入率 
(%) 

遺伝子型 

野生型 
モザイ
ク 

ホモ 
欠損 

GalT#4 
/ GalT#6 

4 0 0 0 0 0 0 0 

GalT#10 2 2 6 5 83.3 1/6 0/6 5/6 

 
 
（２）複数遺伝子のゲノム編集の検討 
複数のｇRNA を用いた GEEP 法によるゲノム編集が可能かどうか

検討した。GalT 遺伝子のほか、異種抗原の一つである HD 抗原の生
成を担う CMAH 遺伝子、さらに GHR、PDX1 の 4 種類の遺伝子をター
ゲットとし、GEEP 法により同時に受精卵へ導入し、発生した胚盤
胞におけるゲノム編集程度を検討した。その結果、1遺伝子変異を
持つ受精卵が 65%、2 遺伝子変異を持つ受精卵が 10%と３遺伝子以
上の変異を持つ受精卵は認められなかった（図 2）。 
 
（３）ヒト人工染色体ベクタ－用いたヒト HLA 遺伝子の導入 
ヒト HLA 遺伝子群を搭載したヒト人工染色体ベクターを

ブタ線維芽細胞に微小核細胞融合法を用いて導入したとこ
ろ、38 クローンの薬剤耐性クローンが獲得できた。細胞を
パッセージして増殖性がみられたクローンは 32 クローン
であり、それらから細胞ストック作製と DNA 抽出を行った。その中でも特に増殖能の高い 11 ク
ローンの DNA を鋳型にして、HLA 領域特異的プライマー（9 種類）を用いて、PCR 解析を行った
ところ、11クローン中 9クローンが HLA 領域陽性であった。 
 
Cas9 タンパクを使用した GEEP 法による GalT 遺伝子ノックアウトブタ作製において、移植前

にブタ胚盤胞において gRNA の変異導入率を詳細に解析することで、効率よくホモ欠損胚の作製
可能な gRNA を選択することが可能となった。その結果、胚移植後第一世代で GalT ホモ欠損ブタ
作製に成功し、異種抗原となるαGal の消失が組織染色により確認できた。 
一方、人工染色体については、増殖性がみられたヒト人工染色体ベクター挿入細胞において

FISH解析によりHLA導入が確認できており、今後、ドナー核として使用し除核したブタ卵母細胞
との融合による体細胞クローン胚発育の検討が可能となった。 
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図１．変異導入率の比較 

 

図２．ゲノム編集胚盤胞における 
変異遺伝子数の割合 
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