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研究成果の概要（和文）：本研究ではどんなタイプの遺伝子でもその遺伝子発現をノックアウト

できるブタ細胞における汎用性の高い double KO 細胞を作成する方法を開発することを目指し

た。具体的には、ヘテロ KO 細胞 targeting vector （TV）を再度導入し、薬剤濃度を数倍高め

た条件で選別する方法（repeated delivery of TV, RDTV）を用い、特定の遺伝子の発現を抑え

ることに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：This study aims to develop a general method for obtaining double 

KO swine cels in which the target gene expression is completely blocked. This was 

successfully performed by selection of heterogenous KO cels under higher concentrations 

of selective drugs after repeated delivery of a targeting vector (RDTV). These resulting 

double KO cells will be used for somatic cell nuclear transfer-mediated production of 

cloned pigs.  
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１．研究開始当初の背景 

本研究は、ブタ細胞における特定遺伝子
の機能が完全に破壊された汎用性の高い遺
伝子標的破壊法（gene targeting, GT）の
開発を目的としたものである。 
GTは特定の遺伝子の一部（多くはintron

やexonを含む）と薬剤選択マーカー遺伝子
を内蔵するベクター（targeting vector, 
TV）をES細胞に遺伝子導入することにより、
TVが内在性の特定遺伝子と相同する箇所で
組み換えを起こす（これを相同組換えと呼
ぶ）ことにより達成される。その率はTVの
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タイプや細胞により異なるが、105-107の1の
頻度で起こり、多くは片方の対立遺伝子
（allele）がGTされたいわゆる’ヘテロ’KO細
胞となる。ヘテロKO細胞はマウスの場合、
胚盤胞注入法によるキメラマウス作製過程
で生殖系の細胞に変貌し、最終的にヘテロ
KOマウス、それらの交配によって生じる’ホ
モ’KOマウス（両方のalleleがtargetingされ
たマウス；double KO [DKO]マウスとも呼ば
れる）が得られる。 
ブタでGTを行おうとする場合、マウスの

系と異なり、ブタのES細胞は現在確立され
ていないので、ヘテロあるいはホモKO細胞
の体細胞核移植（SCNT）を経由した個体作
製が主流を占める（Lai et al., Science 295, 
1089-1092, 2002; Dai et al., Nat 
Biotechnol 20, 251-255, 2002; Phelps et 
al., Science 299, 411-414, 2003; Sharma 
et al., Transplantation 75, 430-436, 
2003; Ramsoondar et al., Biol Reprod 69, 
437-445, 2003; Harrison et al., Cloning 
Stem Cells 6, 327-331, 2004; Baumann et 
al., J Immunol 172, 6460-6467, 2004; 
Kolber-Simonds et al., Proc Natl Acad Sci 
USA 101, 7335-7340, 2004）。DKO細胞を起
点にした場合、生まれる個体は全てDKO細胞
で占められるので（従って、特定の遺伝子
機能破壊による生理的影響の結果を探索出
来る）、望む解析を短期間で済ませられる
大きな利点がある（因みにヘテロKO細胞の
SCNTから発した場合、ホモKO個体を得るに
は2年ほどかかるという試算がある）。 

DKO細胞はマウスの場合、ヘテロKO細胞に
TVを再度導入し、薬剤濃度を数倍高めた条
件 で 選 別 す る と い う 方 法 （ repeated 
delivery of TV, RDTV）が採用されている
[te Riele et al., Methods Mol Biol 158, 
251-262, 2001. (review)]。この方法では、
TVを繰り返し細胞に遺伝子導入し、細胞を
高濃度の薬剤で選別するだけなので、手法
としては簡単である。しかし、ブタの場合、
RDTV は 何 故 か 採 用 さ れ ず 、 loss of 
heterozygocity (LOH) 原理に基づいた方法
（LOH）が採用されている（Lai et al., 
Science 295, 1089-1092, 2002; Sharma et 
al., Transplantation 75, 430-436, 2003; 
Baumann et al., J Immunol 172, 6460-6467, 
2004; Kolber-Simonds et al., Proc Natl 
Acad Sci USA 101, 7335-7340, 2004）。LOH
は片方のalleleに導入された外来性遺伝子
の存在によりもう一つのalleleに乗る遺伝
子が欠損するという現象（メカニズムは未
だ不明）で、104-105に1個の割合で起こる
（Shao et al., Proc Natl Acad Sci USA 96, 
9230-9235, 1999）。LOHは偶然に起こる現
象であり（故に、不確定要素が常につきま
とう）、DKO細胞をどのような指標、手段に

より選別するかが課題で、LHOを起こした細
胞をどのように検索するか、遺伝子の種類
によっては適用が難しい場合もある。 
今回、ブタを対象としたGTに関する研究

を行なうにあたり、標的とする遺伝子を
α-Gal epitopeを合成する酵素α-1,3-GalT
をコードする遺伝子に定めた。α-1,3-GalT
はブタ臓器のヒトへの異種移植の際に重要
な機能をする遺伝子で、その遺伝子から作
られるα-Gal epitopeがブタ細胞表面に発現
されると、超急性移植拒絶が起こり、移植
片が数１０分内に脱落するからである。こ
のような産業上重要な遺伝子でもある他、
α-Gal epitopeが完全に消失したDKO細胞を
識別するマーカー（α-Gal epitopeを特異的
に認識するレクチンBS-I-B4）があることも
この系の強みとなっている。加えて、我々
はすでにBS-I-B4をうまく利用し、BS-I-B4

と反応しない細胞= DKO細胞のみを濃縮する
新規な方法を編み出した（Akasaka et al., 
Xenotransplantation 17, 81-89, 2010）。
従って、我々独自の方法でブタのDKO細胞を
樹立するに当たり、その周辺の基盤技術は
良好に整備されていると言える。 更に、先
行実験として、我々はα-1,3-GalTに対する
TV（neomycin耐性遺伝子発現ユニット=neo
を内蔵）を構築し、幾つかヘテロKO細胞を
得た。たが、この細胞を用いてRDTVを行な
ったが、DKO細胞取得に失敗した。即ち、ヘ
テロKO細胞に10倍以上の濃度でneomycinの
アナログであるG418を処理させても細胞は
死ななかった（未公表）。この点は、マウ
スの場合と大いに異なる点である。おそら
く、このような背景がブタDKO細胞をLOHで
取得するという方向に皆が走った理由かも
しれない。 
こうした動向に対し、本研究はどんなタ

イプの遺伝子（細胞内に蛋白発現が局在す
るものや繊維芽細胞では発現しないものな
ど）に対しても対応できる、いわゆる汎用
性の高い系を開発することを目指した。具
体的には、基本的にどの系よりも簡便と目
されるRDTVを改良する方向を選んだ。ブタ
におけるGT系ではDKO細胞を得るためのど
んなタイプの遺伝子にも対応出来るような
基本的・標準的な系はまだ確立されておら
ず、その意味で本研究はブタGT系の基盤整
備と位置付けられるかもしれない。 

 
２． 研究の目的 
(1) どのタイプの遺伝子に対してもGTが可能

な汎用性の高いブタにおけるDKO細胞作
製法を開発する。具体的には、アプロー
チが単純なRDTV法をベースにしたブタ
DKO細胞作製の可能性を追求する。 

(2) 得られたDKO細胞からSCNT経由で、妊娠中
期DKO胎仔、最終的にはブタDKO個体が作



製出来ることを示す。 
 
３．研究の方法 
(1)各種の薬剤耐性遺伝子のブタ細胞への導
入と薬剤感受性についての検討 

先にも述べたように、neo 内蔵の TV をブ
タ細胞に導入し、得られたヘテロ KO 細胞は、
高濃度の G418 下でも死ぬことはなかった。
ヘテロ KO 細胞のゲノムには、導入された
TV は片方の allele に存在する。neo で言え
ば、1 copy 分の neo が存在することになる。
RDTVによりヘテロKO細胞に再度TVを投じ
て得られたホモ KO（DKO）細胞の場合、両
方の allele に TV が存在するので、neo に
ついては 2 copies 分存在することになる。
従って、理論的には、DKO 細胞を G418 で死
滅させるには、ヘテロ KO 細胞で死滅させる
濃度の最低 2 倍以上の濃度が必要となる。
しかしながら、ブタ細胞の場合、何故か判
らないが、微量な neo の発現でも高濃度の
G418 存在下で生存出来るようである。 
ブタの TV 系では、これまで報告される TV

は全て neo 内蔵のもので、それ以外の薬剤
耐性遺伝子の使用は報告されていない。そ
こで、本研究では、neo 以外の薬剤耐性遺伝
子（zeo, hygro, bsr, puro）をブタ細胞内
で発現させた場合の薬剤耐性度を検討した。
具体的には、zeo, hygro, bsr, puro を各々
内蔵する発現プラスミドを作製した。遺伝
子導入後、通常の薬剤濃度（主にマウスの
系で確立された濃度）で選別し、得られた
形質転換体に対し薬剤の濃度を上げて、ど
の濃度まで耐えうるかを検討した。この結
果、zeo, hygro, bsr, puro に対応する薬剤
（各 zeocin, hygromycin B, blasticidin S, 
puromycin）の至適濃度が得られた（Sato et 
al., Reprod Dom Anim, in press）。更に、
薬剤感受性を検討すべく、各発現プラスミ
ドを導入された形質転換体に対し、順次濃
度を高めた薬剤濃度で細胞を培養し、細胞
毒性程度を検討した。その結果、zeo の場合
を除き、hygromycin B, blasticidin S, 
puromycin 処理群では、比較的低い濃度（例
えば、通常濃度の 2-4 倍程度の濃度）でも
形質転換体を死に至らしめることが分かっ
た（未公表）。これは、neo の場合と異なり、
hygro, bsr, puro などの遺伝子を TV に内蔵
させれば、RDTV 後、通常の 2-4 倍程度の濃
度でヘテロ細胞を処理すれば、DKO 細胞を得
ることが出来ることを示唆する。 
(2)TV の構築 
1.項で判明した RDTV に適用出来る薬剤耐

性遺伝子を用い、それを内蔵する TV を構築
する。 
TV の構造としては、標準的なもので、

α-1,3-GalT 遺伝子の 5' arm, 3' arm の中に
puroあるいはbsr発現ユニットを挿入したも

のを作成した（puro を挿入された TV は、
pPGalT、bsr を挿入された TV は、pBGalT と
名付けた）。TV のブタ細胞（胎仔性繊維芽細
胞 ） へ の 遺 伝 子 導 入 は 、 Amaxa 社 の
nucleofection 法を用いた。この系では、
50-70%の比較的高い遺伝子導入効率が達成
されることを我々の手で既に報じている
（Nakayama et al., Cloning Stem Cells 9, 
523-534, 2007）。通常の薬剤濃度で安定的な
形質転換体を得、そのゲノム DNA に対し PCR
法によりヘテロ KO 細胞の有無を検索した。
その結果、10７個の細胞の内、5-10 個がヘテ
ロ KO 細胞であったので、ブタ細胞では比較
的 gene targeting の効率は良いと思われる。 
(3)ヘテロ KO 細胞からの RDTV による DKO 細
胞の取得 
得られたヘテロ KO 細胞に対し、薬剤の濃

度を上げることにより、細胞の死滅が観察
されるかどうかを先ず検討した。高濃度の
薬剤で細胞が死滅することが確認された場
合、直ちに TV を再度前述の方法にて遺伝子
導入する。遺伝子導入後、細胞を高濃度の
薬剤で選別し、生存する細胞クローンを得
た後、ゲノム DNA に対する PCR 解析、細胞
の BS-I-B4 レクチンによる染色で DKO 細胞
の有無を決定した。 
(4)DKO 細胞の SCNT 
DKO 細胞を産業ブタ卵巣から採取した卵

母細胞（予め、除核）に SCNT を施す。SCNT
の方法は共同研究者の吉田、三好らが確立し
た方法（Miyoshi et al. J Reprod Dev 51, 
699-707, 2005; Sato et al., Mol Reprod Dev 
72, 396-403, 2005）で行う。SCNT 由来 2-cell
胚あるいは胚盤胞を仮親メスブタ生殖道へ
移植する。移植後、そのまま生ませないで、
1ヶ月ほどで胎仔を摘出する。 
ブタ DKO 細胞を得るには数ヵ月間も in 

vitroで培養されており、その細胞内ではSCNT
によって個体に復元されるまでのポテンシャ
ル（科学的には未だ説明がつかないが）がか
なり低下しているからと思われるからである。
摘出された胎仔から繊維芽細胞を初代培養し、
それを再 SCNT に付す。この細胞は一方で PCR
解析による DKO 状態の確認、レクチンへの非
反応性についての確認にも付される。 
(5)再 SCNT 
4 項で試行された実験を繰り返す。この時

点は最終的に個体まで発生させる。うまく出
生した場合、その個体の一部（皮膚組織）を
採取し、前述の分子生物学的、生化学的、組
織化学的解析を行い、細胞が DKO であること
を確認する。また、異種移植関連の解析も行
う。出生個体は成長度、繁殖性等、クローン
動物に付随する様々な生理的解析に付される。 
 
４．研究成果 
特定の遺伝子機能が破壊されたいわゆる



KO ブタ個体を作成するには、マウスの場合と
異なり、in vitro でのホモ KO体細胞の作成、
その体細胞核移植という経路を辿る。ブタの
場合、ホモ KO 細胞の作成は、その後の実験
のスピードを左右する重要な問題である。ヘ
テロ KO 細胞由来の個体に比べ、2年ほど実験
時間が短縮されるからである。ホモ KO 体細
胞の作成に至る種々の条件（薬剤耐性性等）
が不明故、基本的な問題を検討した。その結
果、ミニブタ胎仔性繊維芽細胞（PEF）は、
blasticidine S, hygromycin B, zeocin 等の
様々な薬剤に感受性があった（Sato et al., 
Reprod Dom Anim, in press）。なお、予備的
な検討では、puromycin 等の薬剤では、濃度
を高めることで、組換え細胞の死滅が誘導さ
れた。 
通常の KO システムでは、内在性の標的遺伝

子を破壊するために、いわゆる TV の構築が
必要となる。今回細胞表面糖鎖であるα-Gal 
epitopeを合成する酵素α-1,3-GalTをコード
する遺伝子を標的とした。GT vector として
puromycin耐性遺伝子（puro）を有する vector 
pPGalT を構築した。これを腎臓上皮由来細胞
に遺伝子導入した（以前は、胎仔性繊維芽細
胞をドナー細胞に用いていたが、重複の遺伝
子導入には耐えられず、不適と判断）。得ら
れたヘテロ KO 細胞に更に pPGalT を導入し、
細胞を高濃度の puromycinで選別することで、
ホモ KO細胞を得た（論文作成中）。この場合、
ホモKO細胞は、α-Gal epitopeを無くすので、
それを識別する BS-I-B4 レクチンに毒素
(saporin)を結合させた IB4-SAP で遺伝子導
入後の細胞を処理すると、簡単にホモ KO
（DKO）細胞を濃縮出来るが、今回、この方
法を用い、効率的にホモ KO（DKO）細胞を得
ることが出来た。後は、体細胞核移植経由で
ブタ個体を作成するのみであるが、与えられ
た補助金の期限内ではまだ時間が足らなか
った。現在、更なる実験を継続中である。 
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