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研究成果の概要：鹿児島大学で開発されたクラウン系ミニブタ（近交系）の遺伝子改変(ジーン・

ターゲティング)を行うために、ゲノム DNA より候補遺伝子を単離し、ターゲティング・コンス

トラクトを作製、ミニブタ胎児細胞に導入して検討した。遺伝子導入後、PCR 産物のサザンブ

ロットでは候補細胞が存在したが、ジェノミックサザンでさらに確認したところ目的とする細

胞はないと判断された。この結果に基づいて、コンストラクトおよびターゲティングアリル検

出方法の再検討をおこなった。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００４年度  

２００５年度  

２００６年度  

２００７年度 2,400,000 720,000 3,120,000 

 ２００８年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・外科学一般 
キーワード：医用ミニブタ 大型実験動物 移植外科学 
 
１．研究開始当初の背景 
移植を含めた外科領域や医療器具の開発

においては、げっ歯類とヒトを結ぶ中大型実
験動物の必要性が強調されている。鹿児島大
学で開発されたクラウン系ミニブタは、近交
系であり、新たな実験動物として高い可能性
を秘めているが、遺伝子改変などによってよ
り付加価値の高いものとする必要性が高ま
っている。 
２．研究の目的 
本研究課題ではミニブタモデル動物作出

のため、新しいタイプの遺伝子改変核ドナー
細胞作製をめざして研究を開始し、そのため
に必要な基礎的研究を、主に細胞レベルでお
こなう。 

３．研究の方法 
1) targeting コンストラクトの作製 
糖転移酵素GalT ノックアウト細胞作出

のために targetingコンストラクトを作製し
た。作製に必要なミニブタの遺伝子領域(ホ
モロジーアーム)はクラウン系ミニブタゲノ
ムより PCR によって単離し、塩基配列を確認
した。 
 
表 1. クラウン系ミニブタと産業用ブタ遺伝 
    子の一次構造の比較                 

遺伝子領域     エクソン（翻訳領域）イントロン      

相同性 塩基配列      100%          98.6% 

    アミノ酸配列      100%          -    
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今回解析した領域(エクソン 8-エクソン 9)
において、アミノ酸をコードする部分(翻訳
領域)については Koike ら(2000)によって報
告された産業用ブタの配列に完全に一致し
たが、イントロン部分については 1.5%程度の
違いが認められた。 

糖転移酵素の活性中心(エクソン9の5’側
にコードされている)が破壊されるように基
本設計をおこない、同じホモロジーアームを
もつ 2種類の targeting コンストラクトの作
製を進めた。ひとつは薬剤耐性マーカー
(neo)をもつプロモータートラップ型で、い
まひとつは 2種の蛍光マーカーをもつポジテ
ィブ・ネガティブ選択型のコンストラクトで
ある(図 1)。 

 
 
 
 
 
 
 

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1.糖転移酵素(αGalT) ジーンターゲティ
ング用コンストラクト (上)プロモータート
ラップ型 (下)2 種の蛍光マーカーをもつポ
ジティブ・ネガティブ選択型と確認用 PCR プ
ライマー(黒矢印)の位置 
 

Hatada ら(2005)は、マウス ES 細胞の gene 
targeting を行う際に、蛍光マーカーを利用
しセルソーターにかけることによって、効率
よく candidate cells を分離する方法を考案
している。彼らはポジティブ選択マーカーお
よびネガティブ選択マーカーの両方に蛍光
マーカーを用い、ポジティブ選択マーカー
(+)かつネガティブ選択マーカー(-)の細胞
を集めることによって candidate細胞を得て
いる。この方法が使えれば手作業で細胞のク
ローニングをする手間がおおいに軽減され
る可能性がある。同様の方法をミニブタの細
胞に利用することを考えて 2種類の蛍光マー

カーをもった targeting コンストラクト(図
1)を作製した。このコンストラクトはポジテ
ィブ選択マーカーとして赤色蛍光タンパク
(HcRed1)発現カセットを、また、ネガティブ
選択マーカーとして緑色蛍光タンパク
(EGFP)発現カセットを持っており、targeted
細胞(相同組み換え細胞)では赤色蛍光のみ
を発現する。いっぽう、ランダムインテグレ
ーションによって遺伝子導入された細胞で
は EGFP 発現カセットが残り、緑色および赤
色蛍光の両方を発現する。 
 

(2) 新しい遺伝子導入法としての Nucleo- 
fection 法の検討 

遺伝子導入に用いるミニブタ繊維芽細胞は
line 化されていない細胞で、遺伝子導入の効
率の低いことが予想された。このため、効率
のよい新たな遺伝子導入法が必要と考えら
れたので、最近開発された Nucleofection 法
に注目した。この方法では電気穿孔法によっ
て細胞内に遺伝子が導入された後、各細胞に
適した導入試薬によって DNAは核内に運び込
まれる。初代培養繊維芽細胞用の試薬(Basic 
kit for primary fibloblast ) を用いたと
ころ、生存細胞の 75%がマーカー遺伝子(GFP)
を 発 現 し て お り 、 electroporation 法
(40-50％)や lipofection法(3-5％)と較べて
高い効率で遺伝子導入が可能であることが
わかった。 
 
(3) コンストラクトの導入と candidate細胞

の選択 
コンストラクトを作製後、先に完成した 2

種の蛍光マーカーをもつポジティブ・ネガテ
ィブ選択型のコンストラクトを中心に、実際
にミニブタ繊維芽細胞に導入してマーカー
遺伝子の発現などを確認した。Nucleo- 
fection による遺伝子導入後、まず蛍光マー
カーの発現(transient expression)をみたと
ころ、緑色蛍光(EGFP)については相当数の細
胞で発現が確認された。これに対して赤色蛍
光(HcRed1)はごく少数の細胞でのみ確認さ
れた。２つの蛍光タンパクは同一プラスミド
上の遺伝子として導入されており、両者の発
現の差は細胞への導入効率の違いによるも
のではない。 
 
 
 
 

 
図 2. ミニブタ細胞での蛍光マーカーの発現. 
(左) EGFP (中) HcRed1 (右) 位相差. 赤色
蛍光の確認された細胞はごく少数であった。 
 
今回用いた赤色蛍光タンパク発現カセッ

ト(Pol II/HcRed1)がミニブタ細胞での赤色



 

 

蛍光発現には不適であった可能性が考えら
れる。同じ研究室の他の実験でも、赤色蛍光
タンパク(HcRed1および DsRed)のミニブタ細
胞への導入では発現の効率が低く、また、安
定導入(stable transfection)後も蛍光の発
現が不安定であることが認められている。赤
色蛍光検出に必要な量の蛍光タンパクはミ
ニブタ細胞に毒性をもつのかもしれない。 

targeted allele の脱落を防ぐために用い
た薬剤耐性マーカー(pgk/neo)については、
導入細胞を G418 選択にかけた結果十分な数
の耐性コロニーが得られたのでミニブタ細
胞でも機能していることが確認された。 

上記のように赤色蛍光タンパクの発現が
悪く、このコンストラクトを蛍光マーカーに
よるポジティブ・ネガティブ選択に用いるこ
とは困難であると判断された。しかしながら、
薬剤耐性マーカー(pgk/neo)をポジティブ選
択に、また、緑色蛍光タンパク(EGFP)をネガ
ティブ選択マーカーとして利用することに
より gene targeting が可能であると考えら
れたのでこれについて検討した。 

2 x 106 個のミニブタ胎児繊維芽細胞に
Nucreofectionによって遺伝子導入を行い 96 
well dish に播種した。2日後より G418 選択
にかけ、耐性細胞の出現した well のうち緑
色蛍光細胞をもたないものを選択細胞とし
た。これらを 24 well dish に植え継ぎ、増
殖した細胞を凍結保存するとともにゲノム
DNA を調整して PCR による解析を行った。解
析用のプライマーは targetingコンストラク
トの薬剤耐性マーカー(neo 遺伝子)と 3’ア
ームの下流(targeting コンストラクトの含
まれていないゲノム配列)に設定されており、
(理論上) targetingされた細胞でのみ働くよ
うになっている。58 個の candidate 細胞クロ
ーンを調べたが、エチジウムブロマイド染色
で増幅 DNAのバンドが検出されるクローンは
なかった。この段階では、コントロ-ルプラ
イマーによる PCRで増幅バンドの検出されな
い DNA サンプルがあり、すなわち DNA の濃度
や純度に問題がある可能性が残されていた。
そこで、検出感度をあげるために PCR 産物の
Southern blot をおこなったところ、想定さ
れるサイズ(2.5 kb)のシグナルが検出される
クローンが存在した。 

陽性シグナルの検出されたクローンの中
に targeted 細胞が存在することが考えられ
たので、これを確認するために genomic 
Southe1rn blot をおこなった。これらの細胞
を 60 mm dish 1-2 枚まで増殖させ、ゲノム
DNA を抽出した。 

Eco RI 分解産物の blot では 1 クローンで
targeted 細胞である可能性を示す、高分子側
にシフトしたバンドが認められた(図3 (I))。
しかし、この細胞について Eco RV 分解産物
の blotを行ってさらに詳細に検討した結果、 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
  (i) Eco RI 分解産物 (probe 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(ii) Eco RV 分解産物 (probe 2) 

図 3.Candidate 細胞の genomic Southern blot  
 
想定される targeted 細胞の遺伝子構造とは
一致しないことが明らかになった(図3 (ii))。 

 
表 2. ミ ニ ブ タ 胎 児 繊 維 芽 細 胞 へ の
targeting コンストラクト導入実験のまとめ                 

  96 well dish での増殖およびマーカー遺伝子の発現           

(wells) 

G418 耐性細胞                     197                       

EGFP 発現細胞                    88 

EGFP 陰性細胞                   80 (選択細胞) 

EGFP 発現細胞陰性細胞混在       29 

                                                                   

  24 well dish 以降の増殖と遺伝子解析                  

  24 well dish での増殖とゲノム DNA 調整  58 

PCR (エチジウムブロマイド染色)陽性   0 

PCR/Southern blot陽性                  8 

 

60 mm dishへの増殖とゲノムDNA調製     7 

  Genomic Southern (Eco RI)              1 

    Genomic Southern (Eco RV)              0 

                                                                       

2 x l06個のミニブタ胎児繊維芽細胞に遺伝子
導入を行った。 



 

 

2 種の蛍光マーカーおよび薬剤耐性遺伝子
をもった targetingコンストラクトを作製し、
ミニブタ細胞に導入して検討した。当初考え
ていた蛍光マーカーのみによるポジティ
ブ・ネガティブ選択を行うにはミニブタの細
胞で十分な発現をする新たな蛍光マーカー
(緑色蛍光以外)の検索開発が必要であると
判断された。 

また、ポジティブ・ネガティブ選択後の PCR
による解析については今回 PCR/Southern 
b1ot で陽性と判断されたクローンの中から
最終的に targeted 細胞クローンを得ること
ができなかった。産業用ブタで同様の選択法
をおこなった Dai ら(2002)の論文では、最初
PCRで陽性とされたコロニー90個のうち最終
的に genomic Southern blot で相同組み換え
が確認されたものは 17 コロニーであったと
されている(ただし、Southern b1ot 解析に必
要な細胞数まで増えないコロニーがあり、こ
れを除くと約 30%の比率となる)。マウス ES
細胞では 24 we11 培養 1 we11 分の細胞から
Southern blot 解析が可能であるが、ミニブ
タ繊維芽細胞では 60 ㎜ dish のレベルまで
増やさないと必要な量のゲノム DNAが得られ
ない。したがって、すべてのスクリーニング
を Southern blot でおこなうことは実際上不
可能であり、PCR による選別の精度が重要で
ある。 

この点、今回用いた方法にはさらに検討の
余地があり、ゲノム DNA の抽出法、PCR の条
件、プライマーの配列および位置など再検討
が必要であると判断された。 

文献的のには、(上記の 3’アームを挟む形
の PCRではなく) 5’および 3’両アームに用
いた遺伝子領域のさらに外側にプライマー
を設定し、遺伝子改変領域全体を含んだ PCR
によって選別する方法が報告されている。こ
れらの報告ではこの方法を用いると genomic 
Southern blot に近い確率で選別ができるこ
とが示されている。したがって、この方法を
用いることを想定して、targeted allele 検
出法の再検討をおこない、実験をすすめてい
る。 

４．研究成果 
ブタのジーン・ターゲティングについては、

国内では産業用ブタ(日本動物王学研究所)
の 1例があるのみで、実験用モデル動物に適
すると考えられるミニブタについては試み
られていない。また、海外でも MGH ミニブタ
の 1例のみである。 

鹿児島大学で開発されたクラウン系ミニ
ブタは、近交系であり、また、すでに生産体
制が整っていることもあって、新たな実験動
物として期待されている。しかし、これまで
このブタの遺伝子改変について実際に検討
されたことはなかった。本研究課題ではクラ
ウン系ミニブタの核核移植クローン個体を

作ることによって遺伝子改変モデル動物を
作出することをめざし、遺伝子改変核ドナー
細胞作製をのために必要な一連の操作を実
際におこなった。 
これらの実験をとおして、効率の高い遺伝

子導入法をはじめ、胎児繊維芽細胞の培養法、
必要な遺伝子のクローニング法、ゲノム DNA
の調整から genomic Southen blot 解析など
クラウン系ミニブタ胎児繊維芽細胞の遺伝
子改変に必要な操作の多くについて、標準的
な方法を確立することができた。これらの中
には、マウスなど他の実験動物や産業用ブタ
とは異なるものあるので、今回実際にクラウ
ン系ミニブタについて明らかにできたこと
は本研究の成果である。 
一方で targeted allele の検出法など、ま

だ残され問題もあり、これらについては現在
再検討中である。 
新たな方法として検討した 2種類の蛍光マ

ーカーをポジティブ選択マーカーおよびネ
ガティブ選択マーカーに用いる方法につい
ては赤色蛍光マーカーがこの細胞では発現
せず、新たな蛍光マーカー(緑色蛍光以外)が
必要であると判断された。使用した赤色蛍光
マーカーはマウスやヒトの細胞では発現す
るとされており、これもミニブタにおいてと
くに問題になることなのかもしれない。ミニ
ブタで有効な蛍光マーカーを検索するとと
もに、融合タンパクを用いるなどの方法で解
決できないか検討している。 
今回の研究で作製した遺伝子操作細胞(ジ

ーン・ターゲティングではない)の一部はす
でに核移植による発生の検討をはじめてお
り、上記の問題点が解決すれば、クラウン系
ミニブタの遺伝子改変について技術的な目
処がたつと判断される。 
最近ヒト iPS細胞を用いてブタなどの動物

体内で臓器をつくることが構想されている。
この場合にも遺伝子改変(ジーン・ターゲテ
ィング)は必須である。クラウン系ミニブタ
は国内で唯一遺伝的背景の明確なミニブタ
であることを考えると、このミニブタの遺伝
子操作はさら重要性を増すであろう。今回の
研究結果はその基礎をなすものである。 
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