
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４２０２

挑戦的萌芽研究

2016～2014

早老症候群霊長類モデルの開発

Development of a premature aging syndrome non-human primate model

９０３２４５６６研究者番号：

伊藤　靖（Itoh, Yasushi）

滋賀医科大学・医学部・准教授

研究期間：

２６６４００５３

平成 年 月 日現在２９   ６   ６

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：早期老化症候群の病態解明と治療法開発のために、早期老化症候群霊長類モデルの作
製を行なった。レンチウイルスベクターを用いた遺伝子改変ではGFPを全身に発現するカニクイザルの作出に成
功した。CRISPR/Cas9ゲノム編集法と顕微受精により、ウェルナー症候群の原因遺伝子に変異のあるカニクイザ
ルが誕生した。今後、出生したサルの症状の観察と病態の解明を継続する。

研究成果の概要（英文）：We established genetically modified cynomolgus monkeys to reveal 
pathogenicity of a premature aging syndrome. Using a lentivirus vector, we obtained cynomolgus 
macaques that express GFP in the whole body. Next, we made plasmid vectors to examine gene 
modification in the cultured cells of cynomolgus macaques using CRISPR/Cas9 genome editing 
technology. We confirmed the high efficiency of genome editing in the Werner DNA helicase gene with 
the CRISPR/Cas9 system in vitro. Thereafter, using the CRISPR/Cas9 system and in vitro 
microfertilization, we have obtained a cynomolgus macaque that carries gene mutation in the Werner 
DNA helices gene. We continue observation of this macaque and examination of disease pathogenesis.

研究分野：病理学
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１．研究開始当初の背景 
ウェルナー症候群は日本に多い早老症候群
の１つで、RecQ 型 DNA ヘリカーゼ	(WRN ヘリ
カーゼ)の変異により白内障、動脈硬化、悪
性腫瘍等が早期に発生する疾患である。WRN
ヘリカーゼ機能の解析のために、WRN ヘリカ
ーゼ遺伝子ノックアウトマウスが作製され
たが、マウスに異常は見られなかった。これ
はマウスと人では WRN ヘリカーゼの構造、機
能が異なるため、あるいは他の遺伝子変異の
蓄積が寿命の短いマウスでは発症閾値に達
しないためと考えられる。従って、より人に
近い実験動物が WRN ヘリカーゼの機能とウェ
ルナー症候群の病因の解明に必要である。そ
こで本計画では、人に代謝等と WRN ヘリカー
ゼ遺伝子の類似するカニクイザルを用いて、
モデルを開発することを着想した。	 	
 
２．研究の目的 
マウスでは機能解析の困難な DNA ヘリカーゼ
遺伝子の解析を、カニクイザルを用いて行う
ことが本研究の目的である。ウェルナー症候
群は DNA ヘリカーゼの異常による疾患で、早
期に老化に伴う疾患が生じる。この遺伝子の
ノックアウトマウスは症状を呈さず、ウェル
ナー症候群の病態解明、治療法開発には利用
できない。そこで、本計画ではヒトにより近
い DNA ヘリカーゼを持つカニクイザルを用い
て、ウェルナー症候群型変異を持つ DNA ヘリ
カーゼを有する霊長類モデルを樹立する。顕
微授精を用いた人工繁殖法にレンチウイル
スあるいはゲノム編集を組み合わせて、カニ
クイザル胚にウェルナー症候群型変異 DNA ヘ
リカーゼを導入する。このサルは従来長期間
飼育しないと検出できないような老化現象、
遺伝子異常が早期に生ずることが予測され
る。そのため、変性疾患、悪性腫瘍の霊長類
モデルにもなると考えられ、再生医療、抗癌
剤の開発に有用である。	
 
３．研究の方法 
（１）変異 WRN ヘリカーゼ導入ベクター作製
と試験管内での機能の解析	
①レンチウイルスベクター用プラスミドに
WRN ヘリカーゼ遺伝子 miRNA をクローニング
し、ウイルスパッケージ細胞にトランスフェ
クトし、レンチウイルスを得る。	
②CRISPR/Cas9 ベクターにカニクイザル WRN
ヘリカーゼ遺伝子のガイド RNA 配列をクロー
ニングする。In	vitro	translation によりガ
イド RNA と Cas9	mRNA を作製する。	
カニクイザル培養細胞に上記のベクターを
トランスフェクトし、作製したベクターが機
能することを確認する。すなわち、蛍光顕微
鏡及びフローサイトメーターを用いて蛍光
タンパク質の発現を、PCR を用いて遺伝子導
入部位を確認する。	
（２）カニクイザル受精卵の WRN ヘリカーゼ
遺伝子の CRISPR/Cas9 によるゲノム編集	
カニクイザルメスにホルモン剤（GnRH アン

タゴニスト、卵胞刺激ホルモン、性腺刺激ホ
ルモン、絨毛性ゴナドトロピン）を投与し、
排卵を誘発する。腹腔鏡を用いて、卵胞の発
育を確認後、卵胞を吸引、回収する。オスよ
り採取した精子を顕微鏡下にマイクロマニ
ピュレーターを用いて、卵細胞に導入する。
発生を確認後、（１）により変異が導入可能
であることを確認した CRISPR/Cas9 ガイド
RNA と Cas9mRNA を、カニクイザル受精卵へ導
入する。	
顕微授精、遺伝子導入後、桑実胚期まで培
養を行う。一部の胚を回収、全ゲノムを増幅
後、PCR にて標的配列の塩基配列を決定する。	
（３）変異 WRN ヘリカーゼ遺伝子の導入胚の
仮親への移植	
顕微授精、桑実胚期まで発生が確認された
胚を仮親へ移植する。仮親の性周期に合わせ
て、腹腔鏡を用いて、卵胞の発育を確認する。
排卵から１ないし６日後に腹腔鏡を用いて、
卵管釆に遺伝子導入胚を移植する。妊娠の成
立は腹部超音波エコー検査で確認する。その
後、妊娠中は適時腹部エコー検査で、胎児の
発育を計測する。	
出産予定日までに自然分娩が見られない場
合は、帝王切開により娩出する。出生後、症
状を観察する。	
	 	 	
４．研究成果	
（１）CRISPR/Cas9 ベクターを用いたカニク
イザル WRN ヘリカーゼ遺伝子の編集	
	 WRN ヘリカーゼ遺伝子 miRNA 発現用レンチ
ウイルスベクターと WRN ヘリカーゼ遺伝子編
集 CRISPR/Cas9 ベクターを作製した。	
①レンチウイルスベクターに WRN ヘリカーゼ
遺伝子配列から miRNA に適した配列を３か所
選び、プラスミドベクターを作製した。他の
レンチウイルス作製用プラスミドとともに
293T 細胞にトランンスフェクトし、レンチウ
イルスを回収した。	
②ウェルナー症候群の患者に多く見られる
変異部分を含む WRN ヘリカーゼゲノム遺伝子
の一部をオリゴ DNA と PCR で増幅し、EGxxFP
ベクターと大腸菌を用いてクローニングし
た。CRISPR/Cas9 系のガイド配列を推測する
Web サイトを参照し、WRN ヘリカーゼ遺伝子
を編集するための配列を選択し、オリゴ DNA	
合成した。このオリゴ DNA	を px330 プラスミ
ドベクターと大腸菌を用いてクローニング
した。	
	 WRNヘリカーゼ遺伝子を含むEGxxFP及び標
的配列を含む	px330 ベクターを 293T 細胞に
トランンスフェクトし、EGFP の発現を元にフ
ローサイトメーターを用いて CRISPR/Cas9 系
による WRN ヘリカーゼ遺伝子の切断、編集効
率を測定した。この中から編集効率の高い２
か所の標的配列を決定した（下図）。	
	
図	 ゲノム編集に伴う EGFP の発現	
左：WRN ヘリカーゼ遺伝子の切断の起きない
場合の細胞、右：WRN ヘリカーゼ遺伝子が切



断され、EGFP が発現した細胞	
	
（２）カニクイザル胚における WRN ヘリカー
ゼ遺伝子編集	
	 カニクイザル胚における CRISPR/Cas9 によ
りゲノム編集効率を確認した。	
	 上記の編集効率の高い標的配列を含む
px330 ベクターを鋳型として、ガイド RNA と
Cas9 の mRNA を作製した。	
	 カニクイザルメスにホルモン剤を投与し、
排卵を誘発した。腹腔鏡を用いて、卵胞の発
育を確認後、卵胞を吸引、回収した。オスよ
り採取した精子を顕微鏡下にマイクロマニ
ピュレーターを用いて、卵細胞に導入し培養
した。発生が確認された受精卵に WRN ヘリカ
ーゼ遺伝子ガイド RNA と Cas9mRNA を顕微鏡
下にマイクロマニピュレーターを用いて注
入した。	
	 受精卵の培養を継続し、桑実胚になった時
点で、胚を回収、全ゲノムを増幅した。PCR
を用いて、標的配列周辺のゲノムを増幅、プ
ラスミドと大腸菌を用いてクローニング後、
塩基配列を決定した。その結果、高率に変異
が生じていることが判明した。	
	
（３）カニクイザル胚移植と出産	
	 上記の同様の排卵誘発、顕微授精を行った。
遺伝子導入、胚移植の試験として、GFP 遺伝
子をもつレンチウイルスをマイクロマニピ
ュレーターを用いて受精卵に注入、仮親への
胚移植を行った。その結果、GFP を全身に発
現するカニクイザルが誕生した（下図）。	
	

	 WRN ヘリカーゼ遺伝子ガイド RNA と
Cas9mRNA を顕微鏡下に注入した受精卵を桑
実胚まで培養後、仮親への胚移植を行った。
移植から１か月後に超音波診断により妊娠
を確認した。その後、数頭が原因不明の流産、
１頭が胎盤早期剥離により流産した。これら
の胎児組織からゲノム DNA を採取した。PCR
後 WRN ヘリカーゼ遺伝子の塩基配列を決定し、
変異の導入を確認した。	
	 現時点で、１頭のサルが自然分娩により誕

生し、飼育中で
ある。胎盤組織
を回収、ゲノム
DNA を精製し、
PCR により標的
遺伝子を増幅し、
塩基配列を調べ
た。その結果、
２種類の変異配
列が確認され、
両染色体とも変
異が導入された
と考えられた
（右図）。現在、
他に十数頭の仮
親が妊娠中であ
る。	
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