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研究成果の概要（和文）：TALEN並びにCRISPR-Cas9法を用いて遺伝子欠損ウサギの作製を試みた。脂質代謝において重
要なアポリポ蛋白であるアポEの欠損ウサギとアポAIIのノックインウサギの作製に成功した。アポE欠損ウサギでは通
常食下でも血漿総コレステロールと中性脂肪値が正常ウサギより上昇しており、軽度な高脂血症を呈している。高コレ
ステロール食を負荷してから2週間、アポE欠損ウサギの血漿脂質値が著しく上昇し、高度な高脂血症を示した。アポE
欠損ウサギはヒトのIII型高脂血症モデルになりうることが示唆された。また、野生型ウサギHDLには存在しないアポ蛋
白であるアポAIIノックインウサギ作製にも成功した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we attempted to create knock-out and knock-in rabbit models 
using TALEN and CRISPR-Cas9 methods. We first generated apoE KO rabbits using CRISPR-Cas9 and obtained 
two founders. After several breeding, we were able to get both heterozygous and homozygous apoE KO 
rabbits. Compared with wild-type rabbits, chow-fed apoE KO rabbits exhibited high levels of plasma total 
cholesterol and triglycerides with no changes in HDL-C levels. When these rabbits were fed with a diet 
containing a 0.3% cholesterol for 2 weeks, apoE KO showed more prominent hyperlipidemia than wild-type 
rabbits with increased plasma remnant lipoproteins and apoB48 contents. These rabbits also showed more 
aortic atherosclerosis than wild-type rabbits. These apoE KO rabbits should become a useful model for the 
study of human type III hyperlipidemia. We also created apoAII knock-in rabbits and are in the process of 
breeding and characterization.

研究分野： 分子病理学
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１． 研究開始当初の背景 
我々は脂質代謝異常及び動脈硬化の発症

メカニズムを解明するために、本邦で初めて
遺伝子を導入した遺伝子改変(Tg)ウサギモデ
ルの開発と応用を推進してきた。しかし、現
在までに遺伝子を挿入することはできるも
のの、遺伝子を欠損させたノックアウト
（KO）や欠損遺伝子に更に遺伝子を導入し
たノックイン（KI）ウサギ作製には至ってい
ない。その理由はウサギの ES 細胞が現時点
では樹立されておらず、マウス ES 細胞のよ
うなターゲティングベクターによる相同組
み換え法が不可能であることによるもので
ある。本研究では、TATEN や CRISPR-Cas9
技術による画期的な KO ウサギと KI ウサギ
の作製を試み、脂質代謝と動脈硬化発生にお
けるアポ蛋白 AI、AII、E の生理機能および
病理学的意義を解明することを目指した。 
 
２．研究の目的 
遺伝子欠損ウサギモデルの確立とリポ蛋

白代謝および動脈硬化の発生におけるアポ
蛋白 AI、AII、E の役割解析を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)ウサギのアポAIを欠損させると同時にヒ
トアポAII遺伝子をウサギにノックインする
ことが今回の研究目的であり、我々はまず、
ウサギアポ AI 遺伝子をターゲットとする
TALEN ベクターの作製を行った。TALEN の構
造（図 1 上）と TALEN 結合部位とアポ AI タ
ーゲット遺伝子座(図 1下)を示している。  

 

図１． 
図１に示すように設計したベクターの特徴
は一対のウサギアポ AI 遺伝子翻訳始点を結
合でき、且つ 2 重鎖切断（double-strand 
breaks）できることである。このベクターを
用いて、TALEN mRNA を合成し、その後、ウサ
ギ受精卵に導入して、3 日後、受精卵の DNA
を採取し、アポ AI 遺伝子の切断効率（DNA 
cleavage efficiency）を比較し、ウサギア
ポ AI DNA 切断効率の高い TALEN ベクターを
選定した。 
更に TALEN により切断されたアポ AI 遺伝子
に相同組み換えできるヒトアポAIIドナーベ

クター（アポ AII が発現できるベクター）も
作製した。この発現コンストラクトには肝臓
で特異的に発現するヒトアポAII遺伝子が含
まれており、アポ AII の肝臓特異発現が予想
される。ウサギのアポ AI を欠損させると同
時にヒトアポAII遺伝子をウサギにノックイ
ンするストラテジーは以下の図２に示す通
りである。 

図２． 
(2)アポ AI・KO 及びアポ AII・ノックイン

ウサギの作製TALENベクターを用いてウサギ
の受精卵へのマイクロインジェクションを
行った。アポ AI・KO ウサギの作製には、TALEN 
mRNA（25ng/l）を使い、アポ AII ノックイ
ンウサギの作製には、TALEN mRNA（25ng/l）
とアポ AII コンストラクタ DNA（2ng/l）を
用いて（図３）、同時にウサギ受精卵への導 
入を行った後、受精卵を偽妊娠ウサギ（仮親）
の子宮に移植した。 

図３． 
４．研究成果 
(1)アポ AI ノックアウトの効率が高かった。 
設計したアポ AI ベクターを用いて受精卵へ
マイクロインジェクションし、アポ AI DNA
切断効率が 82％であり、非常に高いことが判
明した(Table 1)。また、二つの対立遺伝子
の切断も認められており、マイクロインジェ
クションによりホモ結合体Founderが作製可
能なことが示唆される。 



Table 1. ApoA I knockout efficiency in rabbit embryos by 

newly designed vector (upper). Both apoAI alleles were 

knock-outed in some embryos (bottom). 

(2)アポ AII ノックインウサギの解析 
仮親ウサギに 5回移植を行ったところ、20 羽
の子ウサギが生まれた。そのうち、2 羽がア
ポ AIIノックインであることが PCR解析にて
判明した（図４）。現在では、人工授精によ
り繁殖を行い、脂質代謝および動脈硬化の実
験に必要な数を増やしている。 

図４．M：marker 
（１と４はアポ AII ノックイン 
２，３，５，６，７野生型ウサギ） 

 
(3)Cas９を用いて、アポ Eノックアウトウサ
ギも作製し、系統確立できた。アポ Eノック
アウト（KO）ウサギ（ホモとヘテロ）の血漿
脂質（総コレステロール、中性脂肪、HDL-C）
やリポ蛋白分画、アポ蛋白の変化を正常野生
ウサギと比較したところ、KO ウサギ（特にホ
モ KO）の血漿総コレステロール値と中性脂肪
値は正常ウサギより著明に増加しているこ
とが認められた(図 5)。 

 
 
 
 
 
 
 

図 5． 
超遠心法並びに HPLC 法により、リポ蛋白プ
ロフィールを検討したところ、アポ E・KO ウ
サギには著しくレムナントリポ蛋白の量が
上昇しており、またレムナントリポ蛋白にア
ポ B48 が多く含まれる。従って、アポ Eの欠
損がレムナントの蓄積に関与していること
が判明した。高コレステロール食を与えて血
漿脂質の変化を検討したところ、アポ E・KO
ウサギは正常ウサギと比べ、著しく高脂血症
を呈しており、コレステロール代謝において
アポ Eの重要性が示された。12 週間のコレス
テロール食負荷で大動脈硬化病変面積が、KO
ウサギ群が多いということも認められた。 
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