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研究成果の概要（和文）：異種移植を可能とする遺伝子改変クローンブタを独自の手法を用いて作製することを目指し
、移植関連遺伝子としてα-GalT、DAFやTMなどがあるが、α-GalTは発現が無い方が望ましく、後者２つは過剰発現が
望ましい。α-GalTについては、α-GalT遺伝子をKOしたブタ細胞株CRISPR-2-1(2-1)の作製に成功した。DAFやTMの過剰
発現系については、独自に考案した選択用薬剤に依存しないpiggyBacを基本とした多遺伝子遺伝子導入系を用い、2-1
に遺伝子導入を進めている。2-1の核移植によるブタ胚盤胞作製に成功しているので、遺伝子改変クローンブタ作製に
は後一歩のところまで来ている。

研究成果の概要（英文）：Our purpose of this study is to produce genetically modified piglets that are 
used for xenotransplantation. α-GalT is known to synthesize α-Gal epitope (α-Gal), which is a 
causative for hyperacute rejection of pig grafts. We first disrupted the α-GalT gene in porcine cells 
using a recently developed technology that allows efficient ablation of a target gene, and finally 
obtained a cell line called CRISPR-2-1 (2-1). DAF and TM are also known as key factors suppressing graft 
rejection. In order to deliver genes for these two factors into 2-1, we developed a novel system that 
does not require drug selection and also employed a piggyBac-based system that permits introduction of 
multiple transgenes. We are now constructing 2-1-based new cell lines that are able to express both DAF 
and TM in the absence of α-Gal. The resulting cell line will be used for SCNT as donors to produce 
cloned piglets capable of expressing DAF and TM, but unable to express α-Gal.

研究分野：発生工学、分子生物学分野
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１．研究開始当初の背景 
ブタは生理的にも臓器重量などの面からヒ
トに酷似するため、ブタからヒトへの異種移植
用のブタの開発が世界規模で推進されている。
その多くは、ブタ組織のヒトへの移植直後に起
こる超急性移植拒絶（HAR）を回避するための
遺伝子改変ブタの開発である。即ち、ブタ細胞
表面に発現される糖鎖-Galエピトープ（HAR
を引き起こす原因分子）が除かれた遺伝子改変
ブタの開発である。これは、-Galエピトープ
合成酵素-GalT（-1,3-ガラクトース転移酵
素）遺伝子をKO（ノックアウト）するか、-Gal
エピトープを消化するエンドガラクトシダー
ゼC（EndoGalC）遺伝子を過剰発現させること
により達成される。一旦これら-Galエピトー
プ発現の無い遺伝子改変細胞が得られれば、そ
の細胞をドナーとする体細胞核移植（SCNT）に
より、異種移植用の遺伝子改変クローンブタ個
体を作製することが出来る。しかしながら、古
典的なgene targeting法に基づくKO法では、そ
の種となるKO細胞取得に相当な労苦（長期間の
培養、クローンの採取・拡大、細胞の特性解析
など）が求められ、且つ、選択用薬剤使用によ
る副作用（具体的な機構は不明）も懸念される。 
我々はEndoGalCを過剰発現する細胞から
SCNTを通じ、異種移植対応の遺伝子改変クロー
ンブタを作成しようと試みたが、薬剤で選別さ
れた遺伝子導入細胞は親株に較べ、増殖性が悪
く、SCNT後の胚の発生率も低い。選択用薬剤の
細胞のポテンシャル（細胞がSCNT後に個体まで
の発生を支える能力）に関してはまだ不明点が
あるが、長期間の薬剤処理による悪影響は十分
考えられる。「できれば、選択用薬剤を用いず、
遺伝子高発現細胞を取得すること」が望ましい。
こにより、SCNT胚の生存率があがり、結果とし
て、クローンブタの効率的生産が期待される。 
 
２．研究の目的 
我々は過去の実験から、EndoGalC 遺伝子を
ブタ細胞内で過剰発現させると、非遺伝子導
入細胞、遺伝子発現の低い細胞は、-Gal エ
ピトープを特異的に識別するレクチン
BS-I-B4 (IB4)で染色されるが、遺伝子発現の
強い細胞（遺伝子高発現細胞）は IB4 による
染色では非染であることを知った。即ち、
EndoGalC の発現と-Gal エピトープ発現は逆
相 関 を 示 し た (Akasaka et al., 
Xenotransplantation 17, 81-89, 2010)。そ
こで、-Gal エピトープ発現のない EndoGalC
高発現細胞のみを濃縮すべく、IB4 に毒素を結
合させた市販の IB4SAP を EndoGalC 遺伝子導
入後の細胞群に作用させた。-Gal エピトー
プ発現細胞は IB4 と結合するため、毒素を細
胞内に取り込み、細胞は死滅したが、EndoGalC
発現の強い細胞（-Gal エピトープ陰性）は
IB4-SAP と結合せず、生存した。即ち、「IB4SAP
を用いれば、選択用薬剤は用いずに外来遺伝
子（EndoGalC）を高発現する細胞を得ること
が出来る」ことが判った。 
この系（targeted toxin-based negative 

selection）をさらに延長し、多種遺伝子の同
時導入、同時高発現を可能ならしめる新規の
系を考えた。ブタ組織のヒトへの異種移植に
は、HAR 回避以外にも様々な移植関連遺伝子の
発現が必要とされるからである。 
今回、① targeted toxin-based negative 
selection を用いた目的遺伝子高発現ブタ細
胞の取得法の開発、② 次世代型 KO システム
で あ る CRISPR/Cas9 系 と targeted 
toxin-based negative selection との組み合
わせによる選択用薬剤を用いない簡便な
-GalT 遺伝子 KO ブタ細胞取得法の開発、③ 
トランスポゾンの一つ piggyBac 系 と
targeted toxin-based negative selection
との組み合わせによる選択用薬剤を用いない
簡便な多遺伝子導入ブタ細胞取得法の開発を
目指した。 
 
３．研究の方法 
① targeted toxin-based negative selection
を用いた目的遺伝子高発現ブタ細胞の取得法の
開発 
先ず、systemic で強力な遺伝子発現を可
能とする鶏-actin promoter-base の CAG 
promoter の下流に EGFP cDNA（高発現させた
い目的遺伝子） -IRES-EndoGalC 遺伝子
-poly(A)付加部位を有するpCEIEndと名付け
たベクターを作製する。IRES の存在により、
このベクターからは、EGFP と EndoGalC の 2
種のタンパクが同時発現される。このベクタ
ーをブタ胎仔性繊維芽細胞（PEF）に電気穿
孔法を用いて遺伝子導入し、4-5 日目に細胞
を回収。これを IB4SAP 液に懸濁し、短時間
反応させる。その後、新鮮培地を含む培養皿
に直接投じ、10 日間ほど培養する。この過程
で、IB4SAP 結合細胞は死滅し、結合しなかっ
た細胞は生存し、コロニーとなって増殖する。
EndoGalC 高発現の結果、-Gal エピトープが
細胞表面から消え、IB4SAP の存在下でも増え、
且つ、EndoGalC 高発現であれば、EGFP も高
発現になると期待される。 
 
② 次世代型KOシステムであるCRISPR/Cas9系
と targeted toxin-based negative selection
との組み合わせによる選択用薬剤を用いない簡
便な-GalT遺伝子KOブタ細胞取得法の開発 
CRISPR/Cas9 系は、目的遺伝子（この場合、

-GalT 遺伝子）の標的部位に Cas9 を誘導す
る guide RNA（この場合、-GalT 遺伝子の ATG
近傍の 20 bp 部分を標的部位として設定）、
標的部位を切断する endonuclease Cas9 を発
現するベクターphCas9 が必要となる。PEF に
guide RNA + phCas9 + pmaxGFP（遺伝子導入
の成否を確認するモニター用ベクター）を電
気穿孔法を用いて遺伝子導入し、導入後 4-5
日目に細胞を回収。これを IB4SAP 液に懸濁
し、短時間反応。その後、新鮮培地を含む培
養皿に直接投じ、10 日間ほど培養する。生じ
たコロニーを拡大し、-Gal エピトープ発現
の不在、-GalT 遺伝子の変異の有無などを調



べる。また、当該細胞を SCNT に付し、発生
した胚盤胞における-Gal エピトープ発現の
不在、-GalT 遺伝子の変異の有無なども検討
する。 
 
③ トランスポゾンの一つ piggyBac 系と
targeted toxin-based negative selection
との組み合わせによる選択用薬剤を用いない
簡便な多遺伝子導入ブタ細胞取得法の開発 
piggyBac 系のベクターとして pT-EGFP（緑
蛍光発現ベクター）、pT-tdTomato（赤蛍光発
現ベクター）を用い、これらが同時に PEF に
導入された場合、IB4SAP による細胞選別後、
両遺伝子を高発現する細胞株が取得できる
かどうかを検討する。先ず、上記 piggyBac
系のベクターを宿主染色体に挿入するため
の transposase 遺伝子と EndoGalC を同時に
発現できるベクターpTransIEnd を構築する。
即ち、CAG promoter + transposase 遺伝子 + 
IRES + EndoGalC 遺伝子 + poly(A)付加部位
から成る。PEF に pTransIEnd + pT-EGFP + 
pT-tdTomato を co-transfection させ、導入
後 2日目（pTransIEnd がまだ「浮遊状態」に
ある時期）に細胞を回収。これを IB4SAP 液
に懸濁し、短時間反応。その後、新鮮培地を
含む培養皿に直接投じ、10日間ほど培養する。
生じたコロニーを拡大し、-Gal エピトープ
発現、緑、赤蛍光の発現を確認する。この場
合、pTransIEnd は宿主染色体に挿入されては
ならず（従って、細胞は-Gal エピトープを
発現する）、目的遺伝子である赤、緑蛍光遺
伝子のみが宿主染色体に挿入されているこ
とが望ましい。 
 
４．研究成果 
① pCEIEnd を PEF に遺伝子導入し、その後、
細胞を IB4SAP で処理し、選択用薬剤、薬剤
耐性遺伝子不在下でも遺伝子高発現ブタ細
胞の単離が可能かどうか、生じたコロニーの
特性を評価したところ、得られたコロニーの
多くは、目的遺伝子である EGFP を強力に発
現していた。いわゆる、遺伝子高発現細胞株
の高率取得に成功した。EGFP から目的遺伝子
を lacZ 遺伝子に代えても、同様の結果が得
られた。この結果、targeted toxin-based 
negative selectionを用いた目的遺伝子高発
現ブタ細胞の取得という新規な方法の妥当
性が証明された（Sato et al., Biology 2, 
341-355, 2013）。 

 
② CRISPR/Cas9 系成分を PEF に導入後、細胞
を IB4SAP で処理して得られたコロニーの大
半（80%以上）は IB4 染色に対し陰性であり、
-GalT 遺伝子に関して双方の allele が KO
されたいわゆる biallelic KO であることが
推定された。幾つかのコロニーからゲノム
DNA を精製し、PCR で増幅された断片を
sequencing に付すと、-GalT 遺伝子の
deletion mutation が見られ、アミノ酸のフ
レームシフトが起こっていた。次いで、この

ような-Gal epitope陰性細胞をSCNTに付し、
発生した胚盤胞について-Gal epitope 発現
の有無を蛍光標識 IB4 染色で検討すると、予
想通り、陰性であった（Sato et al., 
Xenotransplantation 21, 291-300, 2014）。
以 上 か ら 、 CRISPR/Cas9 と targeted 
toxin-based negative selection とを絡めた
選択用薬剤を用いない細胞選別法は、ブタ細
胞で標的遺伝子の biallelic KO を誘導する
のに非常に有効であることが判明した。 
 
③ 外来性遺伝子の導入効率が頗る高いとさ
れる piggyBac を targeted toxin-based 
negative selection系に絡め、効率性が高く、
且つ選択用薬剤に依存しない多遺伝子同時
高発現細胞の取得法を考案し、その有効性を
検討した結果、期待通り、効率良く、多遺伝
子同時高発現細胞株取得に成功した（Sato et 
al., Biotechnology Journal 10, 143-153, 
2015）。これにより、ブタ細胞のゲノムに異
種移植拒絶を抑える多種の遺伝子を同時に
挿入でき、しかも多種の遺伝子を内蔵する細
胞を薬剤選択用遺伝子の導入なくして調製
できる見通しがついた。現在、3 種類の異種
移植拒絶関連遺伝子をこの系を用いて導入
しようと研究を進めている。 
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