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カニクイザル生殖工学における基盤技術と応用 

 

  

中家 雅隆 

滋賀医科大学 動物生命科学研究センター 

 

 

医学・生物学の基礎研究には、繁殖管理と遺伝子改変の容易さから小型げっ歯類が頻用されて

きた。しかしながら、アルツハイマー病などの神経難病、インフルエンザなどの感染症、循環器

疾患などについて、げっ歯類モデルではヒト病態を再現できない例が多数あった。さらに新型感

染症パンデミックの教訓から「ワクチン開発・生産体制強化戦略」が閣議決定されたことも相ま

って、ヒトに最も近いモデル動物として非ヒト霊長類実験動物であるカニクイザルの需要が急速

に高まっている。一方で、国際情勢の悪化など社会的要因に起因し、カニクイザル輸入コストが

大幅に増加している。このため、研究資源であるカニクイザルの「供給数の減少ならびに個体価

格の急激な上昇」が生じており、我が国の前臨床研究活動が圧迫されている。 

滋賀医科大学動物生命科学研究センターではこれらの社会的要求に答えるために、カニクイザ

ルの人工繁殖及び、遺伝子改変による病態研究モデルザルの作出に力を注いできた。カニクイザ

ルは高度な社会性を持ち、性周期が約 30日、排卵痕が黄体として機能する完全周期である。その

生物学的特性のため、家畜やマウスを中心として発展してきた生殖工学技術をそのままカニクイ

ザル人工繁殖、モデルザル作出に応用することは難しい。今回、当センターで実施しているカニ

クイザル人工繁殖及び遺伝子改変モデルザル作出について、「成熟卵子を安定して得るための卵巣

周期の制御」、「腹腔鏡を用いた低侵襲的な採卵技術」、「受精卵・胚の体外培養と胚移植」、「産仔

獲得と人工保育、成獣までの育成」について、一連の流れを概説する貴重な機会を頂いた。本邦

の前臨床研究を支えるカニクイザル研究資源の維持、開発についての理解への助けに繋がれば幸

いである。 

滋賀医科大学動物生命科学研究センターにおけるカニクイザル生殖工学技術は、これまでの地

道なカニクイザル生殖生理についての知見の蓄積をもとに、支えられた技術体系である。その技

術体系を基幹とし、最新の分子生物学手法を取り入れることで、近年報告したノックアウトモデ

ルカニクイザル(Tsukiyama, T., Kobayashi, K., Nakaya, M. et al., Nat Commun. 2019)や非ウイ

ルス性トランスジェニックカニクイザル(Nakaya, M. et al., Nat Commun. 2025)の作出が可能と

なった。カニクイザルにおける生殖工学は発展の途上にある。我々は現行技術を見直し更に発展

させることで、国内の限られたサル研究資源を最大限活用できるように、より効率的なカニクイ

ザル室内繁殖技術の確立を目指しております。 
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発生工学技術を用いて見直す胎盤の役目と母子間相互作用 
 

 

磯谷 綾子 

奈良先端科学技術大学院大学 

 

 

胎盤は、母体の体内で育つ哺乳類において、誕生後には、その役割を終えます。しかし、受精

胚が子宮内膜に着床した後、胚から胎児へと個体が発生していく過程で、胎児へ栄養供給したり、

ガスを交換したりなど、なくてはならない器官でもあります。この胎盤は、着床前の胚盤胞期胚

に、最外層を取り囲む栄養芽細胞へと、分化の運命が決定されます。一方、胚盤胞の内腔に局在

する内部細胞塊は、胎児組織へと分化しますが、特定の培養条件下では、胚性幹細胞 (ES細胞)と

して、多能性を維持したまま増殖することができます。この ES 細胞は、単独では、個体として

誕生することできませんが、胎盤機能を補完してやることで、個体として誕生する事が可能とな

ります。 

 本稿では、発生工学技術を用いて、① 胎盤機能を補完する方法とその応用例、② 異種間にお

ける母子間相互作用の研究について紹介いたします。 

 

① 胎盤機能を補完する方法とその応用例 

発生工学技術を用いた胎盤機能を補完する方法として、1990年代に開発された 2細胞期胚の 2

つの割球を融合させ 4 倍体にした受精胚を用いる 4 倍体胚補完法が挙げられます。4 倍体胚は、

胎盤系列細胞としては、機能を持って分化しますが、着床後に胎児組織になる細胞 (エピブラス

ト) に分化した細胞はアポトーシスが誘導されます。このため、4倍体胚は単独では発生を進める

ことはありませんが、ES細胞を注入すると、ES細胞由来の仔を誕生させることができます。こ

の手法を 4倍体胚補完法といい、遺伝子改変を行った ES細胞を用いることで、F0解析が可能と

なります（図 1）。 

 

図 1 4倍体胚補完法の概説 
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応用例 1： Y染色体上に全身性発現 RFPトランスジーンを持つマウスモデルの作製 

蛍光蛋白質による着床前の雌雄判別モデルは、性決定や性分化、性染色体の役割などを解明する

のに有用なモデルです。これまでに緑色蛍光タンパク質 (GFP) を性染色体に挿入されたモデル

はいくつか報告されていましたが、赤色蛍光タンパク質 (RFP) を性染色体に挿入したモデルは

報告されていませんでした。そこで、蛍光の輝度が高く、全身性発現のマウスモデルも報告され

ていた RFPの tdTomatoに注目し、tdTomatoを全身で発現するトランスジーンを Y染色体上に

挿入したマウスモデル（Y-RFP マウス）を作製するために、Y-RFP ES 細胞を樹立し、4 倍体胚

に注入して、Y-RFPマウスモデルを作製しました。しかし、残念ながら、この F0の Y-RFPマウ

スは、誕生後 4週齢までに致死となりました。これは、DsRedなどのイソギンチャク由来の RFP

は高発現すると細胞毒性をもつことが知られており、tdTomato でも同様の事が起こったと考察

しました。続いて、細胞毒性を低減する目的で、ミトコンドリア以降シグナルをつけた tdTomato

のトランスジーン(Y-mtRFP)をノックインした ES 細胞を用い、4 倍体胚補完法を行いました。

F0の Y-mtRFPマウスは、誕生後致死になることなく、野生型の雌マウスと交配させると、得ら

れた受精卵は、着床前のステージで RFP のシグナルを持つ XY 型の雄の胚と、シグナルの無い

XX型の雌の胚を見分ける事ができるようになりました (参考文献 1, 図 2)。受精卵にゲノム編集

を用いたノックインでは、Y-RFPマウスの誕生後致死の可能性を予測することは難しく、細胞株

として確立された遺伝子改変 ES細胞で F0解析ならではの成果となりました。 

 

図 2 4倍体胚補完法を用いた Y-mtRFPマウスの F0解析と着床前の性判定 

 

 

応用例 2‐胎盤形成異常モデルの作製と表現型解析 

胎盤の機能のみが欠損しているマウスモデルは、胎盤機能欠損の細胞治療モデルとして有用なモ

デルになります。Ets2遺伝子のエキソン 9とエキソン 10を欠失したEts2 db1ホモ変異マウスは、

自然交配では、胎生致死となりますが、4倍体胚補完法により、胎盤機能をレスキューすると、産

仔が誕生し、縮毛の表現型を持つことが知られています。 

私たちは、新たにゲノム編集によってエキソン 8 をターゲットにフレームシフト変異を持った

Ets2Δマウスの系統を樹立しました。この Ets2Δホモ変異マウスは、自然交配では誕生せず、胎生
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8.5 日頃から発育不全による胎生致死となることが分かりました。そこで、Ets2Δホモ変異の ES

細胞を樹立し、4倍体胚補完法を行ったところ、Ets2 db1ホモ変異と異なり縮毛の表現型が認めら

れず、直毛であることが分かりました。一方、Ets2の ORFの全領域を欠損した ESを樹立し、4

倍体胚補完法を行ったところ、Ets2 db1ホモ変異と同様の縮毛の表現型が認められ、直毛の表現型

は、エキソン 8 のフレームシフト変異特異的であることが分かりました。そこで、皮膚における

Ets2のmRNAと蛋白質を調べたところ、エキソン 8のフレームシフト変異では、エキソン 8が

スキップされたコドンフレームが通る mRNA と蛋白質が発現している事が分かり、この変異蛋

白質が皮膚においての Ets2 の機能を代償している事が分かりました (参考文献 2、図 3)。 

 

図 3 新規 Ets2フレームシフト変異モデルの表現型解析 

A. 4倍体胚補完法で胎盤機能をレスキューした新規 Ets2フレームシフト変異マウス 

B. エキソン 8スキップが起こっているmRNAの検出 

C. エキソン 8スキップが起こったmRNAより翻訳されたタンパク質の検出 

 

 

応用例 3-異種間キメラ動物を用いた胚盤胞補完法による臓器の作製 

ES細胞は、胎盤以外のどのような細胞にも分化する能力があります。この事から ES細胞は、分

化した細胞や組織、臓器を作る再生医療研究の発展、さらには、分化細胞を脱分化させた iPS細

胞の誕生に貢献してきました。一方、この再生医療研究において、ドナー臓器不足の解消は、大

きな課題の 1 つであります。近年、多能性幹細胞由来の臓器を動物の体内で作る胚盤胞補完法と

いう方法が注目されています。胚盤胞補完法は、任意の臓器を欠損する遺伝型を持つ受精卵に多

能性幹細胞を注入することで、キメラ胚が発生していく過程で、任意の臓器を多能性幹細胞から

分化して作らせるという方法です。この方法では、臓器を欠損する遺伝型を持つ受精卵が必要不

可欠ですが、臓器を欠損する遺伝型であれば、なんでもいいという訳ではありません。どのよう

な遺伝子変異が胚盤胞補完法に適している臓器欠損かを調べる必要があります。しかし、受精卵

を用いる方法では、多くの動物を準備する必要があり、維持コストや労力を伴います。そこで、
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遺伝子改変した ES 細胞を野生型の受精卵に注入する逆胚盤胞補完法を用いれば、野生型マウス

の維持のみでよく、かつ蛍光蛋白質などで標識された ES 細胞を用いれば、遺伝子変異細胞の局

在も追跡することが可能となります。Fgfr2b-KO マウス ES細胞を野生型マウスの受精卵に注入

したところ、Fgfr2b-KO マウス ES細胞由来の細胞は、肺上皮細胞には寄与しない肺欠損モデル

であることが分かりました。次に、4倍体胚に Fgfr2b-KO マウス ES細胞を注入し、さらにラッ

トのES細胞を注入することで、マウスとラットの異種間キメラを作製することに成功しました。

この異種間キメラでは、肺上皮細胞は、すべてラット ES 細胞に由来することが明らかになりま

した。すなわち、4倍体胚補完法を用いれば、遺伝子変異受精卵を用いなくても異種間キメラによ

る胚盤胞補完法ができる事が示されました (参考文献 3、図 4)。 

 

図 4 4倍体胚補完法を用いて作出した胚盤胞補完法により肺上皮細胞を補完した異種間キメラ 

 

 

② 異種間における母子間相互作用の研究 

胎盤が正常に発生し、機能するためには、母体の子宮内膜との相互作用が重要な鍵になります。

一般的に、同種間であれば、代理母が成立しますが、異種間になると、発生ステージの早い段階

で胎生致死になり、種間差バリアの存在が示唆されています。 

 

4倍体胚補完法を用いた異種胚妊娠モデル 

マウスとラットの異種間キメラ動物では、それぞれの細胞から胎盤系列細胞が発生する 8 細胞期

胚を混ぜ合せた集合キメラ法では、誕生しなかった事に対し、胎盤に分化しない ES 細胞を用い

受精胚と代理母を同種にすれば、誕生します。また、先述してきましたように 4倍体胚補完法は、

胎盤の機能を完全に補完し、ES細胞から仔を誕生させることができます。これらのことは、マウ

スの 4 倍体胚にラット ES 細胞を注入した胚をマウスの代理母に移植すれば、ラット ES 細胞由

来の産仔が得られることを予想させました。しかしながら実際は、臍帯の融合が起こらず、胎生
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致死になることが分かり、着床期だけでなく発生の途中にも胎盤と胎児の間に種間差のバリアが

あることがわかりました (図 5)。  

 

図 5 4倍体胚補完法を用いマウスの母体内で発生した ES細胞由来の胎生 10.5日胚 

右側上段：マウス ES細胞由来胚、右側下段：ラット ES細胞由来胚。絨毛膜に結合しなかった臍

帯（矢印）。 

 

 

免疫不全代理母を用いた異種胚妊娠モデル 

妊娠初期の種間差バリアの要因として、これまで母体の免疫応答による異種胚の拒絶と考えられ

てきました。このことが事実なら、免疫不全マウスを代理母に異種胚 (ラット胚) を移植すれば、

着床が成立し、個体発生が進むのではないかという考えに至ります。そこで、妊娠初期の脱落膜

に豊富に存在する uNK細胞とキラーT細胞を欠失し、ラットの細胞を拒絶しない Il2rg-KOマウ

スの代理母の子宮にラットの受精卵を移植しました。Il2rg-KOマウスの子宮へのラット胚の着床

は脱落膜形成と胎生 5.5 日目の胚の存在より確かめられましたが、ラット胚は、同時期のマウス

胚よりもサイズが小さく、胎生 6.5 日目までに発生遅延が起こり、胎生致死になることが明らか

になりました。このことは、妊娠初期の種間差バリアは、免疫拒絶以外にも存在していることを

示唆しました。また、Il2rg-KOマウスの代理母の子宮に移植された胎生 5.5日目のラット胚では、

将来胎盤になる栄養芽細胞に由来する細胞が少ない傾向も認められました。このことは、異種胚

の妊娠が継続できない要因として、栄養芽細胞の増殖不全が起こっている可能性が考えられまし

た。そこで、異種の栄養芽細胞の増殖力を調べるために、集合法によって作製した異種間キメラ

胚をラット細胞が免疫拒絶されないように Il2rg-KO マウスの代理母の子宮に移植し、胎盤への

ラット細胞の寄与を調べました。その結果、ラットの細胞は内部細胞塊由来の細胞にのみ寄与が

認められ、胎盤組織の細胞に分化したラット細胞は認められませんでした （図 6）。このことか

ら、代理母の脱落膜から動物種特異的に栄養芽細胞を増殖させる因子が分泌されている可能性が

示唆されました。栄養芽細胞の増殖制御が、妊娠初期の種間差バリアの鍵になると思われ、今後

さらに研究を進めていきたいと思います。 
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図 6 免疫不全代理母マウスに移植した集合法で作製した異種間キメラ胎児とその胎盤 

 

 

参考文献： 

1. Hirata W, et al. Generation of the Y-chromosome linked red fluorescent protein transgenic 

mouse model and sexing at the preimplantation stage. Exp Anim. 2022 Feb 9;71(1):82-89. 

2. Kishimoto Y, et al.  A novel tissue specific alternative splicing variant mitigates 

phenotypes in Ets2 frame-shift mutant models. Sci Rep. 2021 Apr 15;11(1):8297. 

3. Yuri S, et al. Generation of rat-derived lung epithelial cells in Fgfr2b-deficient mice retains 

species-specific development. Development. 2024 Jan 1;151(1):dev202081. 
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遺伝子組換え動物を用いた受精メカニズム解析と発生工学研究支援 

 

 

藤原 祥高 

国立循環器病研究センター研究所  

 

 

2024年度から関西実験動物研究会へ入会させていただきました。本稿では、入会のご挨拶

と私の研究内容についてご紹介させていただきます。以後、お見知りおきのほどよろしくお

願いいたします。 

まずは研究経歴についてご紹介します。私は、2004年に神戸大学農学部（指導教官：三宅

正史 教授）を卒業し、2010年に大阪大学大学院（指導教官：岡部勝 教授）で学位を取得し

ました。その後三年間、大阪大学微生物病研究所（阪大微研）の岡部先生の研究室に所属し、

遺伝子組換え動物作製に関するイロハを学びました。2013年からは阪大微研の伊川正人教授

（本研究会幹事長）の研究室で助教として、ゲノム編集技術 CRISPR-Cas9 を用いた遺伝子

組換え動物開発法の確立に携わりました。2019 年には、JR 岸辺駅直結の好立地に移転した

国立循環器病研究センター（国循）に異動しました。独立して間もない頃は、塩谷恭子先生

（本研究会幹事）に全面的なサポートをしていただき、現在まで教室員や共同研究の先生方

のおかげで研究を続けられています。この場を借りて、御礼申し上げます。 

私のライフワークになりつつある哺乳類の受精研究へ進んだきっかけは、岡部先生と大学

院生の頃にご指導いただいた柳町隆造先生（ハワイ大学名誉教授、2023年ご逝去）の薫陶を

受けたことです。生命誕生の瞬間である受精には未解明な部分が多く残されていて、遺伝子

組換え動物を武器に分子メカニズムの一端を明らかにしたいと思い、受精研究を開始して十

五年が経ちました（文献#1）。次に、ゲノム編集技術の応用例を交えて最近の研究成果をお話

しします。 

 

哺乳類の受精メカニズム解析 

2013年に、ゲノム編集技術 CRISPR-Cas9が哺乳類ゲノムを容易に改変できることが報告

（文献#2, 3）されて、これまで年単位で作っていた遺伝子ノックアウト（KO）マウスが月単

位で効率良く作出できるようになりました。その特徴のひとつは、従来の胚性幹（ES）細胞

を介すことなく、受精卵へ直接変異導入できる点です。つまり、ES細胞を樹立できない、も

しくは樹立できても生殖系列へ寄与しない多くの動物種に対しても遺伝子改変の裾野を広げ

た点が最大の功績かもしれません。2020年には、この革新的技術の開発者二名にノーベル化

学賞が与えられたことは記憶に新しいです。 

私たちは KO マウスを月単位で作製できる利点を活かして、ベイラー医科大学の Martin 

M. Matzuk教授と共同で精巣特異的な発現を示しヒトにも保存される遺伝子を抽出して KO

マウスを順次開発しました（文献#4）。雄性不妊の判定方法は非常にシンプルで、KO雄マウ

スを交配させて産仔が得られるか否かです。少し前の結果ですが、299 遺伝子のうち 100 遺
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伝子が雄性不妊であることを見つけました。つまり、KO遺伝子の 2/3が単独では生殖に 重

要な機能を持たないことを示しますが、KOマウスの表現型を隅々まで解析していないので、

私たちは理研 BRCや熊大 CARDへ寄託しています。雄性不妊と判明した KOマウスについ

ては、さらに詳細な表現型解析から分子メカニズム解析へと迫っていきます。 

私たちの経験では、ヒト疾患モデルとして重宝される点変異導入は、欠失や挿入変異によ

る KO に次ぐ作出効率であることが分かりました（文献#5；①点変異導入）。遺伝子の中に

は、同じ染色体上の近傍に位置して同じような発現（局在）パターンを示す遺伝子がありま

す。CMTM2A と CMTM2B は精巣特異的で、かつ精子頭部に局在することから、これらの

機能を調べるために CRISPR-Cas9 を使ってダブル KO マウスを作製しました。それぞれの

遺伝子に対するガイド RNA を同時導入することで、複数の遺伝子へ変異導入できることを

示しました（文献#6；②複数遺伝子破壊）。次に、二つの標的遺伝子間の距離が大きい場合は

どうなるのか、欠失サイズの上限を調べるために遺伝子クラスターに着目しました。似た配

列を持ち、同じ発現パターンを示す遺伝子群が一箇所に集約された遺伝子クラスターの機能

解析はこれまで困難でした。その理由は、遺伝子ひとつを破壊しても他のクラスター遺伝子

が機能補完して解析の妨げになる可能性があるため、研究があまり進んでいませんでした。

そこで、二種類の遺伝子クラスター（CSTs, PATEs）に着目して KOマウスを作出したとこ

ろ、114kb と 841kb の欠失に成功しました（文献#7；③遺伝子クラスター欠失）。さらに、

精緻なゲノム編集にもトライしたところ、細胞膜貫通ドメインをコードするゲノム領域

（0.25kb）のみを欠失させて精子膜タンパク質 FIMPを分泌型に改変したマウスを開発して

生理機能を明らかにできました（文献#8；④機能ドメイン欠失）。これまでは引き算のゲノム

編集を進めてきましたが、次にコンディショナル KO（Floxed）や外来遺伝子をノックイン

（KI）する足し算のゲノム編集マウス開発を試みました。1-2kb の一本鎖オリゴと受精卵へ

のエレクトロポレーション法を組み合わせたワンステップ KI マウス作製法を導入したとこ

ろ、上記のゲノム編集に比べて低効率ですが作出することに成功しました（文献#9；

⑤Floxed/KIアリル導入）。一方で、予想外だったのは CRISPR-Cas9とマウス ES細胞との

相性は非常に良く、7 割以上の導入効率で両アリル変異を持つ KO-ES 細胞を樹立できたた

め、KO キメラマウスを作製して表現型解析を迅速に、かつ交配を介さずに実施できること

を示しました（文献#10；⑥KOキメラ解析）。 

上記のゲノム編集技術を駆使することで、受精に至るまでに必要な関連因子群の同定に成

功しました。引き続き、受精メカニズムの全容解明に向けて精進したいと思います。 

【受精までの各種イベントと関連因子群】 

精子形成：SPATA16, PDCL2（文献#5, 11）、精巣上体での精子成熟：LY6G5B/C, OVCH2（文

献#12, 13）、精子の子宮-卵管移行：CMTM2A/B, CSTs, LYPD4, NELL2, PATEs（文献#6, 7, 

12）、精子の先体反応：FER1L5（文献#14）、精子の透明帯通過：SPACA4, TEX46（文献#9, 

15）、精子の卵子細胞膜融合：DCST1/2, FIMP, SOF1, SPACA6, TMEM95（文献#8, 16, 17） 

 

国循での発生工学研究支援 

阪大微研で岡部先生や伊川先生が続けて来られた発生工学研究支援を踏襲して、国循でも

塩谷先生と私の前任の荒井勇ニ先生にご協力いただいて研究支援システムを立ち上げました。
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弊センターは 2019 年 7 月に完全移転したため、当初半年間は凍結胚や凍結精子から遺伝子

組換え動物の復元に注力しました。2020年からゲノム編集動物作製支援を開始し、現在に至

ります。実験動物技術者を含む技術職員の協力もあって、五年間で 400系統の個体復元、300

系統の凍結保存、そして 250系統を超える動物作製を実施しました。 

しかし、前述の⑤一本鎖オリゴを用いた Floxed/KIアリル導入に関しては、①点変異導入

効率 90%（18/20 遺伝子）に比べて 55%（22/40 遺伝子）と改善の余地がありました。そこ

で、先行論文（文献#18）を参考に、アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターを用いて作出した

ところ、65%（48/74 匹）の個体に 1.1kbの KI アリルを導入できました（未発表データ）。

AAV 作製に少しコストは掛かりますが、一本鎖オリゴ導入の代替法として 2024 年より提供

を開始しました。その他に、実験動物種の幅を広げるために、ラット（文献#19）やブタ（文

献#20）のゲノム編集にも取り組んでいます。どちらもマウスのように簡単ではないので、共

同研究の先生方と密に連携して「発生工学研究支援体制の更なる充実」を目指して、「動物実

験施設の管理運営」との両輪で試行錯誤の日々を送っています。今後とも、ご指導ご鞭撻の

ほどよろしくお願いいたします。 
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【第 156 回研究会 令和 6 年 12 月 20 日（金曜日） 於：京都教育文化センター103 会議室】 

 

＜会員の発表＞ 

１．優秀発表賞応募演題 

S-1 「ラット食餌誘発性 NASHの肝線維化病態における CD44の寄与」 

  宇野 絹子（京都大学 大学院農学研究科生体機構学分野） 

S-2 「肺線維症モデルの確立と胎児肺由来細胞の移植の検討」 

  北室 皓平（奈良先端科学技術大学院大学） 

S-3  「ガラクトース転移酵素遺伝子のコンディショナルノックアウトマウスを用いた IgA腎  

症発症機構の解析」 

馬場 智子（京都大学 大学院生命科学研究科） 

S-4 「軸索変性を呈する Hspa8遺伝子変異ラットの病態進行と軸索輸送に着目した中枢神 

経病変の解析」 

  関口 隆寛（大阪公立大学 獣医病理） 

S-5 「異種間キメラの体内で作成したラット肺は呼吸機能を獲得する目前まで成熟している」 

  村田 大和（奈良先端科学技術大学院大学） 

S-6 「肥満糖尿病モデル ZFDMラットの糖尿病発症における性差の解明－膵島の形態およ 

び遺伝子発現に関する検討－」 

  伊藤 佑奈（京都大学 大学院農学研究科） 

S-7 「Study on the role of glycosylation in embryogenesis」 

  Shuang Li（Institute of Laboratory Animals, Graduate School of Medicine, Kyoto  

University） 

S-8 「Optimizing CRISPR Precision in Mouse Embryos via MMEJ-Dominant Targeting」 

 Khanui Lkhagvadorj（Department of Stem Cells and Human Disease Models, 

Research Center for Animal Life Science, Shiga University of Medical Scienc） 

S-9 「アデノ随伴ウイルスを用いた Trophectoderm特異的遺伝子導入法の開発」 

  中川 達哉（大阪大学 微生物病研究所） 

  



２．一般演題 

G-1 「霊長類に特有な胎盤形成機構の解明 

  武藤 真長（滋賀医科大学 動物生命科学研究センター） 

G-2 「ロルラチニブによる ROS1活性阻害は雄マウスの生殖能力を可逆的に抑制する」 

  宮田 治彦（大阪大学 微生物病研究所遺伝子機能解析分野） 

G-3 「希少疾患 NGLY1欠損症モデル動物の樹立と治療方法の開発」  

  朝比奈 誠（Takeda-CiRA  Joint Program (T-CiRA)） 

G-4 「Filobacterium属菌のゲノムはなぜコンパクトなのか？ 肺パスツレラのゲノムとの 

比較から見えること」 

  池 郁生（理化学研究所） 

 

＜トピックス＞ 

「ゲノム編集マウス作製技術の開発」 

水野 聖哉（筑波大学 生命科学動物資源センター） 

 

＜特別講演２＞ 

１．「適正な動物実験の実施を目指して」 

佐加良 英治（兵庫医科大学 病態モデル研究センター） 

２．「遺伝子改変マウスが教えてくれたこと」 

浅野 雅秀（京都大学 大学院医学研究科附属動物実験施設） 

 

 

 

 

 

 

  



ラット食餌誘発性 NASHの肝線維化病態における CD44の寄与 
 

〇 宇野 絹子 1、太田 毅 1 

1京都大学大学院農学研究科・生体機構学分野 

 

【背景と目的】非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）は脂肪肝に加え、炎症や線維化を呈する肝

疾患で、メタボリックシンドロームの肝臓表現型の 1 つであり、肝硬変や肝がんを発症するリス

クを有する。NASHにおける肝線維化はその程度に比例して肝関連死を増加させるため、当該病

態の制御が重要となる。CD44 は炎症性細胞やがん幹細胞などにおける発現が報告されている因

子であり、NASHの肝炎症への寄与も報告されている。本発表は、顕著な肝線維化を含む NASH

病態を誘発するコリン欠乏メチオニン低減アミノ酸（CDAA）食モデルラットの肝線維化におけ

る CD44の発現解析をすることを目的とした。また、強い抗酸化性を有するラカンカ果実の抽出

物を CDAA食モデルラットに投与した際の、肝病変及び CD44発現の変動を解析した。 

 

【方法】以下の 2試験を実施した。 

試験 1  雄性 6週齢の Fischer344 （F344）ラットに、CDAA食または通常食を 2週間から 52週

間給餌した。給餌期間中は体重を測定し、解剖時、採血及び肝臓の摘出を行い、血液生化学検査、

分子生物学的解析及び病理組織学的解析を実施した。 

試験 2  雄性 6週齢の F344ラットに、CDAA食または通常食を 13週間給餌し、ラカンカ果実抽

出物（0.06％、0.2％、0.6％）を、飲水にて自由摂取で投与した。試験 1と同様の解析を行った。 

 

【結果と考察】CDAA食は、給餌 2週間より、血中肝障害パラメータ値の上昇、炎症関連遺伝子

や線維化関連遺伝子発現の上昇を呈し、肝細胞の脂肪化や炎症性細胞の浸潤を示した。給餌 4 週

間より微細な肝線維化が観察され、給餌 13週間においては著明な線維化像を示した。給餌 52週

間では、1例肝細胞がんを呈した。CD44は給餌 2週間より顕著な遺伝子発現増加がみられ、給餌

13週間では、一部の肝内細胆管における陽性像が観察された。当該胆管は肝線維化領域と一致し

て分布し、周囲へのヒアルロン酸の沈着も観察された。CD44 陽性胆管は細胞増殖活性が高い状

態にあり、肝線維化の亢進に伴って増生した可能性を示唆した。NASH の肝線維化において、

CD44陽性の肝内細胆管が肝線維化の亢進に寄与したものと考えられた。 

 ラカンカ果実の抽出物は、0.2％以上の飲水投与によって、血中肝障害パラメータ、肝臓病態関

連遺伝子発現、炎症性細胞浸潤、さらに肝線維化も減弱させた。肝内細胆管の CD44陽性率もま

た同様に低下させた。ラカンカ果実抽出物は、CD44を介したNASH肝臓病態の軽減作用を示唆

した。 
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肺線維症モデルの確立と胎児肺由来細胞の移植の検討 
 

〇 北室 皓平 1、磯谷 綾子 1 

1 奈良先端科学技術大学院大学 

 

【背景と目的】特発性肺線維症（IPF）は、肺の間質に細胞外マトリクス（ECM）が過剰に合成

されることで、肺の機能が障害され、最終的に呼吸不全を引き起こす進行性の致死的な慢性肺疾

患である。生存率を改善する唯一の治療法として、肺移植が挙げられるが、移植に適した肺が不

足していることや移植後の死亡リスクが高いことが問題視されている。 

移植の代わりとなる治療法を調べる為、様々な肺線維症の動物モデルが開発されてきた。マウス

を用いたブレオマイシンによって誘発される肺線維症モデルは、線維芽細胞が ECMを合成する

筋線維芽細胞へと分化する為、ヒトの IPFの病理学的特徴を模倣している。 

近年では、ブレオマイシン投与により肺傷害を誘発したマウスモデルで、細胞を移植する治療法 

の開発が検討されている。実際、多能性幹細胞より分化させた肺前駆細胞は、肺線維症モデルに

移植すると、傷害を受けた肺に生着し、肺上皮Ⅰ型細胞と肺上皮Ⅱ型細胞に性質を変化すること

が知られている。しかし、この肺前駆細胞✰生着に、致死性を回避できるほどの治療効果があるか

どうかは分かっていない。 

今回、様々な濃度のブレオマイシンで肺線維症モデルを作製し、致死性について検討した。また、

致死性のあるブレオマイシン濃度で作製した肺線維症モデルに、肺前駆細胞を含んだ胎児期の肺 

の細胞を移植し、肺損傷により誘発される致死を回避できるかどうかを調べた。 

 

【方法】ブレオマイシンによる肺線維症モデルは、6週齢の雄マウス（B6D2F1系統 以下 BDF1）

に、実験開始日を 0日目とし、0, 3, 7, 10日目にブレオマイシン（0, 25, 50, 100 μg/ mouse）を 

経鼻投与することで作製した（以降、それぞれの条件を BLM-0, -25, -50, -100 と表記）。細胞移

植は、14-17日目に、BDF1と BDF1 mix （全 の細胞で GFPを発現しているトランスジェニッ

クマウス）の交配で得られた GFP 陽性の胎生 16.5 日のマウス胎児肺より細胞を調製し、1 匹あ

たり約 1.0 x 106個の細胞を経鼻投与した。70日目に解剖し、GFPの蛍光観察と肺切片の組織学

的解析を行った。 

 

【結果と考察】BLM-0, -25, -50, -100 で作製したマウスモデルの生存率について調べた結果、 

BLM-50, -100で作製したマウスモデルにおいては、28日目までに死亡する個体が認められ、70

日目の生存率は、いずれも 50 %以下であった。 

BLM-50, -100で作製したマウスモデルに、胎児期の肺の細胞を移植した結果、それぞれ 5/6匹、 

4/4匹で、GFPの局在を確認した。また細胞移植を行った集団の生存率は、それぞれ 100 %、67 %

で、細胞移植を行っていない集団よりも高くなった。しかし、BLM-100で作製したマウスモデル

で、細胞移植（14-17日目）以降に死亡する個体も認められた。以上より、移植した胎児期の肺の

細胞には、死亡を回避できる治療効果がある可能性が示された。一方で、高濃度のブレオマイシ

ンでは、細胞移植による治療が難しい可能性も示された。 
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ガラクトース転移酵素遺伝子の 

コンディショナルノックアウトマウスを用いた IgA腎症発症機構の解析 

 

〇 馬場 智子 1, 2, 成瀬 智恵 2, 松﨑 朋子 2, PAN XUCHI2, 浅野 雅秀 2 

1京都大学大学院生命科学研究科、2京都大学大学院医学研究科 動物実験施設 

 

【背景と目的】IgA 腎症は主要な原発性糸球体腎炎のひとつであり、発症から 20 年で約 40％の

患者が末期腎不全まで移行する指定難病である。ヒトの場合、ガラクトースとシアル酸が欠損し

たＯ型糖鎖不全 IgA1 の増加が確認されているが、発症機序はよくわかっておらず確立された治

療法はない。当研究室では、ガラクトース転移酵素ファミリー(β4GalTs)に着目し、その欠損マウ

スを作製して生体内での糖鎖機能解析を行っている。その中の β4GalT-1(GT1)を全 で欠損させ

たマウスは、血中 IgA 濃度の上昇および IgA の凝集が認められ、IgA 腎症様の症状を発症した

(Nishie et al, Am J Pathol, 2007)。そこで責任臓器を特定するため、IgAの産生に関わる組織に

特異的なコンディショナルノックアウトマウスを作製し、病態の解析を行うことにした。 

 

【方法】Cre/loxP システムを用いて腸管上皮特異的 (GT1fl/VillinCre)、Ｂ細胞特異的

(GT1fl/AIDCre)なコンディショナルノックアウトマウスをそれぞれ作製した。その後 6か月齢か

ら 18か月齢までそれぞれの系統のマウスから経時的に尿、血清、糞便を採取し、尿中アルブミン

/クレアチニン比や血清 IgA濃度、糞便 IgA濃度を全 GT1欠損マウスと比較した。FACSを用

いて、末梢血、パイエル板、脾臓における活性化 B細胞と IgA産生細胞の割合を解析した。IgA

腎症の所見の一つに血液中の糖鎖修飾異常を伴う多量体 IgAの増加があることから、採取した血

清を用いてWestern blottingを行い、多量体 IgAの有無を調べた。また、12か月齢および 18か

月齢で脾臓、腎臓、小腸を採取し、IgAや B細胞の免疫組織学的解析や HE染色による組織観察

を行った。 

 

【結果と考察】全 GT1欠損マウスと比較すると穏やかな変化ではあるものの、腸管上皮特異的

欠損マウスでは明らかな尿中アルブミン/クレアチニン比の増加や血清 IgA 濃度の上昇および多

量体 IgAの産生が認められた。一方、Ｂ細胞特異的欠損マウスではコントロール群と比較して血

清 IgA濃度が低下した。また、活性化Ｂ細胞の割合は全ての系統でコントロール群と変わらず、

IgA 産生細胞の割合は両コンディショナルノックアウトマウスでコントロール群と比較してわず

かに増加した。よって血清 IgA濃度の上昇は、主に腸管上皮における GT1欠損が原因と考えられ

た。IgA腎症ではメサンギウム領域を主体とする IgAの沈着や、メサンギウム細胞と基質の増殖

性変化が見られるが、両コンディショナルノックアウトマウスの一部個体でもそれらの変化が観

察された。また、腸管上皮特異的欠損マウスの一部個体の小腸の粘膜固有層で全 GT1欠損マウ

スよりも強い IgAのシグナルが見られた。 
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軸索変性を呈する Hspa8遺伝子変異ラットの病態進行と軸索輸送に 

着目した中枢神経病変の解析 

 

〇 関口 隆寛 1，田中 美有 1，藤川 諒子 1，井澤 武史 1，桑村 充 1 

1大阪公立大学  獣医病理 

 

【背景・目的】神経軸索ジストロフィー（neuroaxonal dystrophy: NAD）は，腫大軸索の形成を

伴う軸索変性を特徴とする遺伝性神経変性疾患である．後肢の歩行異常を呈する KK ラット

（F344-Hspa8 m1Kyo）において，熱ショック蛋白HSPA8/HSC70（Heat shock cognate 71 kDa 

protein）をコードする Hspa8（heat shock protein family A (Hsp70) member 8）のミスセンス

変異（V95E）が新たに原因遺伝子として同定されたが，本変異によるNADの病態発生機序は十

分に解明されていない．我々は，Hspa8V95Eノックイン（KI）ラット（F344-Hspa8 em1Opu）を新

たなNADモデルとして確立し，神経病変の解析を行ってきた．本研究では，Hspa8V95E KIラッ

トが示す NAD の詳細な病態および HSC70 の機能の 1 つである軸索輸送と神経病変の形成との

関連を明らかにすることを目的とし，神経病変の経時的な解析を行った． 

【材料・方法】① 3～13週齢ホモ型ラットの体重測定および歩様観察を行った．② 15週齢ホモ

型ラットの中枢神経系（大脳，小脳，脳幹，脊髄）と末梢神経系（坐骨神経）について，HE染色

および軸索傷害マーカーAPP（amyloid beta precursor protein）に対する免疫染色を行った．③ 

3～13 週齢ホモ型ラットの後部脊髄背索（薄束）における腫大軸索の数を計測し，比較した．④ 

3 および 13 週齢ホモ型ラットの脊髄について，HSC70，APP，シナプス小胞マーカー

Synaptophysin，キネシン蛋白 KLC1 （kinesin light chain 1）および KIF5A （kinesin heavy chain 

isoform 5A），オートファゴソームマーカーLC3Bに対する免疫染色と PAS（過ヨウ素酸シッフ）

反応を行った．⑤ 3～13 週齢野生型・ホモ型ラットの脊髄における HSC70 蛋白発現レベルを，

ウェスタンブロット法により調べた． 

【結果・考察】① Hspa8V95E KIラットは，3週齢から体格が小さく低体重を示し，5～6週齢で

明らかな後肢の歩行異常を発症した．9 週齢以降で後躯を中心とする削痩がみられ始め，体重減

少，歩行異常の急速な進行の後，歩行困難（完全横臥）を呈した．② 腫大軸索や軸索傷害は中枢

および末梢神経系の全域で認められ，延髄背側（薄束核，楔状束核）や脊髄背索（薄束，楔状束）

で特に顕著であった．③ 脊髄背索において，腫大軸索は歩行異常の発症前である 3週齢で少数認

められ，その後週齢が進むとともに増加した．④ 腫大軸索は APP，Synaptophysin，KLC1，KIF5A，

LC3B，PAS 反応に様々な程度で陽性を示した．HSC70 の免疫染色性については検討中である．

⑤ ホモ型ラットの脊髄における HSC70蛋白発現レベルは，いずれの週齢においても野生型ラッ

トと比較して低下していた．以上より，後躯の深部固有感覚の伝導路（薄束）を中心とする軸索

傷害（腫大軸索形成）の進行に伴って後肢の歩行異常が重篤化することが示された．また

Hspa8V95E KIラットでは，ミスセンス変異によって生じうる HSC70蛋白の機能変化に加えて，

若齢時からの中枢神経系における HSC70 蛋白の発現低下によって，軸索内でのシナプス小胞や

オートファゴソームの輸送が進行性に障害されていることが示唆された． 
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異種間キメラの体内で作成したラット肺は 

呼吸機能を獲得する目前まで成熟している 

 

〇 村田 大和(1)、由利 俊祐(3)、伊川 正人(2)、磯谷 綾子(1) 

1.奈良先端大 バイオ 2.阪大 微研 3.長寿研 

 

【背景と目的】肺は生命維持に必要不可欠な臓器であるが、再生能力が低いため、重篤な損傷か 

らの回復は困難である。そのような患者に対する究極的な治療法は肺移植のみだが、国内におけ 

る移植割合は 20％を下回っており、移植臓器の不足が大きな問題となっている。そこで、動物の 

体内で移植用ヒト臓器を作成する試みがなされている。臓器欠損の表現型を示す胚に多能性幹細 

胞を注入することで、多能性幹細胞由来の臓器を作成することができる胚盤胞補完法は、移植用 

臓器の新たな供給源として期待されている。我々は肺欠損の表現型を示す Fgfr2b欠損マウス胚に

ラット ES 細胞を注入し肺上皮細胞がラット細胞のみで構成される異種間キメラ（以下、肺補完

キメラ）を作出した。しかしながら肺補完キメラは呼吸ができずに死亡した。ラットの発生期間

はマウスより 2 日間長い。種固有の発生時間は細胞レベルで自律的に制御されていることが報告

されており、マウス胚に注入したラット細胞もラットの発生時間を維持している可能性がある。

肺補完キメラの代理母にはマウスを用いたため、発生期間が不足し肺が未熟な状態で誕生したと

考えられる。そこで本研究では肺補完キメラにおける肺上皮細胞の成熟状態を遺伝子発現及び組

織学的解析から評価した。 

 

【方法】遺伝子発現解析 野生型ラットの出生 2日前（rE19.5）と出生直後（rE21.5）の肺にお

いてシングル RNA シークエンス解析を行い、それぞれの時期の肺上皮細胞で高発現している遺

伝子を抽出した。さらに、マウス新生仔の肺上皮細胞において成熟時に高発現することが報告さ

れている遺伝子を加えた、合計 12 個の遺伝子についてリアルタイム qPCR にて発現量を解析し

主成分分析を行った。組織学的解析 野生型ラットの rE19.5から rE21.5まで 1日ごとの肺と肺

補完キメラの肺の組織切片の HE 染色を行い肺胞が占める面積の割合について、画像解析ソフト

を用いて定量化した。rE21.5の野生型ラットに関しては呼吸の有無により肺胞が膨らむため蘇生

前と蘇生後の 2条件を行った。 

 

【結果と考察】遺伝子発現解析 肺補完キメラは野生型ラットの出生前日（rE20.5）と類似した

発現を示した。組織学的解析 肺補完キメラは rE19.5-20.5の間の値を示した。 

以上の結果を踏まえ肺補完キメラの肺上皮細胞は野生型ラットの rE19.5 よりも成熟している可

能性が示唆された。 
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肥満糖尿病モデル ZFDMラットの糖尿病発症における性差の解明 

－膵島の形態および遺伝子発現に関する検討－ 

 

○ 伊藤 佑奈 1、肖 玉婷 1、重中 咲希 1、中田 千陽 1、水野 智花 1、星野 貴一 2、横井 伯英 1 

1京都大学大学院農学研究科 動物遺伝育種学分野、2（株）星野試験動物飼育所 

 

【背景と目的】Zucker fatty diabetes mellitus （ZFDM）ラットは、レプチン受容体遺伝子（Lepr）

のミスセンス変異（fatty, fa）を有する肥満モデル Zucker fatty （ZF）ラットを起源として確立さ

れた肥満糖尿病モデルである。オスの fa/faホモ型個体（以下 fa/fa個体）は全例が重度の糖尿病

を発症するのに対して、メスの fa/fa 個体は肥満を呈するものの生涯糖尿病を発症しない。今回、

ZFDMラットの糖尿病発症における性差の解明を最終目標として、膵島の形態および遺伝子発現

における性差について検討した。 

 

【方法】実験 1）雌雄の fa/fa個体および非肥満対照の fa/+個体（各 n=3）について 5週齢から毎

週 1 回体重および血糖値を測定した。fa/+個体は 7 週齢で、fa/fa 個体は 9週齢で膵島を単離し、

48時間培養後に膵島長径を測定した。糖尿病発症基準は、随時血糖値が 300 mg/dL以上とした。

実験 2）上記の膵島から Total RNA を抽出し、RNA-seq による網羅的遺伝子発現解析を実施し

た。膵島で発現が認められたすべての遺伝子の発現量のデータを用いて主成分分析を行なった。

また、遺伝子型ごとに雌雄間で発現差のある遺伝子群 （DEG）を抽出し、KEGG pathway解析お

よび GO （Gene Ontology）解析を実施した。さらに、一部の遺伝子の発現量については定量 PCR

（qPCR）により確認した。 

 

【結果】実験 1）オスの fa/fa個体は 9週齢で全個体が糖尿病発症と診断された。雌雄それぞれに

おいて、fa/+個体と比較して fa/fa個体の膵島の肥大化が顕著であった。遺伝子型ごとに雌雄間で

比較すると、メスの fa/fa個体と比較してオスの fa/fa個体の方が肥大化した膵島の割合が高かっ

た。実験 2）遺伝子発現データを用いた主成分分析の結果、遺伝子型および性別ごとにクラスター

が形成され、遺伝子発現プロファイルが異なることが示唆された。また、遺伝子型ごとに DEGを

抽出した結果、メスの fa/+個体と比較してオスの fa/+個体において発現上昇が 200個および発現

低下が 22個みられ、特に膵外分泌に関連する遺伝子群がオスで発現上昇していた。一方、メスの

fa/fa 個体と比較してオスの fa/fa 個体において発現上昇が 176 個および発現低下が 202 個みら

れ、特に IL17シグナル経路などの炎症に関わる遺伝子群がオスで発現上昇していた。さらに、遺

伝子型にかかわらず雌雄間で顕著な発現差がみられた遺伝子は 24個あり、その中には Kdm5dや

Uty などの Y 染色体上の遺伝子が含まれていた。以上のことから、オスの fa/fa 個体では膵島の

肥大化が顕著に認められ、オスに特異的な Y染色体上の遺伝子群およびオス特異的に発現が変化

する遺伝子群の影響により炎症が惹起され、インスリン分泌不全をきたし糖尿病発症に至ると考

えられた。 
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Study on the role of glycosylation in embryogenesis 
 

◯ Shuang Li, Chie Naruse, Heng Wei, Kazushi Sugihara, Masahide Asano 

Institute of Laboratory Animals, Graduate School of Medicine, Kyoto University 

 

【背景と目的】The Beta-1,4-galactosyltransferase (B4GALT) family have seven members in 

mice and humans, and are enzymes mainly involved in transferring UDP-galactose to terminal 

N-acetylglucosamine, playing a pivotal role in various biological processes. However, the 

specific impact and underlying mechanisms of B4GALTs on placental and fetal development 

remain underexplored. This study marks the first discovery of embryonic lethality in double- 

knockout (DKO) mice of B4galt1 and B4galt3, although each single KO mice were not 

embryonic lethal. 

 

【方法】We performed comprehensive dissections and analyses conducted at diverse embryonic 

stages (from E7.5 to E18.5). Tetraploid rescue experiments helped us to identify the potential 

causes of embryonic death. Through RNA-Seq experiments, we analyzed the genes that were 

significantly changed in the placenta on the DKO fetal side. 

 

【結果と考察】The DKO embryos began showing apoptosis at E9.5, ceased development around 

E10.5, and eventually died by E11.5. Compared to control counterparts, these embryos were 

smaller in size with abnormal heart morphology. Crucially, the DKO placentas on the fetal 

side was significantly thinner and had poorly developed capillaries. The tetraploid rescue 

experiments indicated that embryonic lethality originates from placentation defects. 

Immunostaining experiments demonstrated that DKO placental trophoblast cells (TCs) had 

early differentiation disorders. This research uncovers the essential role of B4GALTs in early 

placental development, offers novel insights into the biological mechanisms underlying 

placental abnormalities and spontaneous abortions. 
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Optimizing CRISPR Precision in Mouse Embryos  

via MMEJ-Dominant Targeting 

 

〇 Khanui Lkhagvadorj1, Eiichi Okamura1, Yasushi Itoh2, Knut Woltjen3, Masatsugu Ema1 

1Department of Stem Cells and Human Disease Models, Research Center for Animal Life Science, Shiga 

University of Medical Science, Otsu, Shiga, Japan 
2Division of Pathogenesis and Disease Regulation, Shiga University of Medical Science, Otsu, 

Shiga, Japan 
3Department of Life Science Frontiers, Center for iPS Cell Research and Application (CiRA), Kyoto 

University, Sakyo-ku, Kyoto, Japan 

 

[Background and Purpose] CRISPR/Cas9 has become a powerful tool for gene editing due to 

its ability to cleave DNA with high efficiency. However, subsequent DNA repair, particularly 

via non-homologous end joining (NHEJ), often leads to uncontrolled mutation patterns, 

including in-frame mutations and diverse allelic outcomes. In recent years, in silico programs 

have emerged to predict the genotypic outcomes of CRISPR editing. By leveraging these 

predictive tools, it may be possible to prioritize targets that favor microhomology-mediated 

end-joining (MMEJ) pathways, which tend to produce more predictable and homogeneous 

mutation patterns. The aim of this study is to use MMEJ-dominant target sequences in 

mammalian embryos to produce animals with homogenous genotypes, thereby reducing the 

number of animals required for genetic studies. 

 

[Methods] The tyr gene in mice, which affects albino phenotype, was initially targeted. Using 

InDelphi, we randomly selected 14 gRNAs. To validate the efficacy of genotype prediction, we 

also used a competing method in mouse ESCs. Edited ESCs and C57BL/6Jms embryos at the 

blastocyst stage were analyzed by next-generation sequencing and compared with InDelphi 

predictions. Edited embryos were then transplanted and dissected at E11.5 for retinal 

pigmentation. In a follow-up, the fgf10 gene was targeted and analyzed at E15.5 for the 

limbless phenotype. Next, we targeted the WRN gene in monkey embryos and used T-vector 

cloning to check the mutation pattern.  

 

[Results] The Pearson correlation between InDelphi predictions and blastocyst results was 

moderate (r = 0.57), while the correlation between mESC and blastocyst was higher (r = 0.81), 

indicating greater reliability of mESC-based predictions. At E11.5, seven gRNA3 embryos 

achieved nearly 100% editing efficiency, resulting in a complete loss of pigmentation. In the 

offspring, all eight gRNA3 pups showed albinism. Targeting FGF10 resulted in all six embryos 

exhibiting the expected limbless phenotype. In monkey embryos, 10 out of 23 alleles have the 

desired mutation pattern consistent with InDelphi expectations. 

[Conclusion] Our approach generates gRNAs through InDelphi based on desired mutation 

outcomes. Testing in cell culture provides editing efficiency and mutation patterns for gRNA 

selection in animal studies. This information allows us to select the most effective gRNAs for 

animal studies, increasing the accuracy of genotypic results and minimizing the number of 

animals required. 
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アデノ随伴ウイルスを用いた Trophectoderm特異的遺伝子導入法の開発 

 

〇 中川 達哉 1, 2、江森 千紘１、伊川 正人 1, 2 

1大阪大学微生物病研究所、2大阪大学薬学研究科 遺伝子機能解析分野 

 

【背景と目的】胚盤胞期胚の栄養膜細胞（Trophectoderm  TE）は、着床時に母体と接する細胞

であり、着床後は胎盤を形成し、母体と胎仔の間で栄養の供給、ガス交換などを担う胎仔の発育

に欠かせない機能を持つ哺乳類特有の臓器である。胎盤の機能不全は胎仔発育不全や早産、流産

を含む胎仔期の様々な異常を引き起こす原因になりうる。TEや胎盤の機能の解析には TE特異的

な遺伝子改変が望ましいが、一般的な遺伝子改変動物は、受精卵で遺伝子改変を施すため TE 以

外のゲノムも改変される問題があった。これまでにレンチウイルスを用いた TE 特異的な遺伝子

改変法が用いられてきたが、透明帯を除去する必要があり、胚同士が接着しやすくなり、一度に

多くの胚を処理することが難しい。そこで我々は、近年透明帯を通過して受精卵に感染すること

が報告され、ヒトの遺伝子治療においても広く応用されているアデノ随伴ウイルス（AAV）を用

いた新たな TE特異的な遺伝子導入法の確立を試みた。 

 

【方法】mTmGマウス（通常は tdTomatoを発現し、Creが発現した細胞は EGFPの発現に切り

替わるレポーターマウス）の 2細胞期胚を回収し 2日間培養した胚盤胞を、1 x 1010 vg/mlに調整

した CAGプロモーターで Creをコードする各セロタイプ（1, 6, 9, DJ, DJ/8, PHP.eB）の AAV

を含む培地で 5時間培養した。実験 1) 胚を洗浄後、E5.5まで培養し蛍光を観察した。実験 2) 実

験 1 で遺伝子導入効率が高かった AAV1 と 6 について、胚を洗浄後、E2.5 の偽妊娠マウスに移

植し、E14.5 で胚を取り出して胎仔と胎盤の蛍光を観察した。さらに胎盤切片の免疫蛍光染色に

より AAV感染細胞の胎盤組織への寄与を確認した。 

 

【結果と考察】実験 1）EGFP蛍光を示す胚が最も多く観察されたのは AAV1と 6感染胚で 99％

の胚でEGFPの蛍光が見られた。AAV9やDJ, DJ/8, PHP.eBのEGFP陽性胚率はそれぞれ 48％, 

95％, 5％, 65％で、EGFP陽性細胞は胚のごく一部の細胞だった。さらに、AAV6を感染させた

一部の胚盤胞では TEだけでなく、将来胎仔に分化する内部細胞塊にも EGFPの蛍光が観察され

た。実験 2）AAV1感染胚の EGFP の蛍光は 86％の胚に観察できた。これらの胚の EGFP蛍光

は全て胎盤のみに観察され、胎仔には観察されなかった。AAV6感染胚の EGFP蛍光は胎盤のみ

が 75％、胎仔と胎盤両方 EGFPの蛍光が確認されたものは 9％であった。また、AAV1と 6のど

ちらも胎盤組織全体に EGFP陽性細胞が確認された。以上より、AAV1を用いれば透明帯を除去

することなく TE特異的に遺伝子導入できることを明らかとした。 
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霊長類に特有な胎盤形成機構の解明 

 

 

〇 武藤 真長 1、松本 翔馬 1、岡村 永一 1、依馬 正次 1, 2 

1滋賀医科大学 動物生命科学研究センター、2京都大学 高等研究院ヒト生物学高等研究拠点 

 

 

【背景と目的】 哺乳動物の妊娠期において最初に形成される臓器である胎盤は栄養供給・ガス

交換を介して妊娠の維持や胎仔の発育を担う。マウスを使った先行研究から、受精卵から発生が

進んだ胚盤胞期胚では外側に位置する栄養芽細胞（Trophectoderm; TE）が胎盤に限局して分化

し、内側にある内部細胞塊（Inner Cell Mass; ICM）は、胎仔の全ての細胞に貢献するエピブラ

スト細胞となり、胎盤には貢献しないことが分かっている。霊長類においても胎盤の細胞は胚盤

胞の TE 層から発生することが推測されているが、実験的な検証はされていない。そこで本研究

では、ヒトに最も近縁な実験動物であるカニクイザルを用いて、霊長類初期胚の細胞運命を明ら

かにすることを目的とした。 

 

【方法】 蛍光タンパク質（Kusabira Orange; KuO）を発現するレンチウイルス（LV）ベクタ

ーをカニクイザル胚盤胞に感染させ、TE 層のみを蛍光標識し共焦点顕微鏡により観察した。また

光シート顕微鏡を用いたライブイメージングによりカニクイザル胚盤胞における TE および ICM

の細胞動態を解析した。さらに LV ベクター感染胚を仮親カニクイザルへ移植し、得られた胎盤

および胎仔組織の KuO 発現パターンを解析した。 

 

【結果と考察】 LV ベクターで標識した胚盤胞を蛍光観察したところ、ICM に接する Polar TE

層の KuO 陽性率が、ICM に接していない Mural TE 層に比べて有意に低いことがわかった。ラ

イブイメージングにより、カニクイザル胚盤胞の ICM において内側に留まる細胞だけでなく、

TE 層へ移動している細胞も存在していた。これらの結果から、カニクイザル胚盤胞における ICM

の一部の細胞は TE へ分化しながら Polar TE 層へ供給されていることが考えられた。また、LV

ベクター感染胚の移植実験で得られた胎仔では KuO の発現は全く見られなかったが、胎盤では

KuO 陽性細胞だけでなく、陰性細胞も多く検出された。これまでのマウス研究により胎盤を形成

する TE と、胎仔を形成する ICM の細胞運命は胚盤胞期の段階で決定されていると考えられてい

たが、本研究から霊長類では胎盤を構成する細胞は胚盤胞期の TE だけでなく ICM にも由来する

ことが示された。今後は、霊長類の ICM に存在することが示唆される TE 前駆細胞の性状を単一

細胞レベルの遺伝子発現解析により取り組んでいく予定である。 
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ロルラチニブによる ROS1 活性阻害は 

雄マウスの生殖能力を可逆的に抑制する 
 

 

〇 宮田 治彦 1、大山 裕貴 1、伊川 正人 1 

1大阪大学微生物病研究所 遺伝子機能解析分野 

 

 

【背景と目的】精巣上体における精子成熟過程は、短期間で効果があり可逆的な男性避妊薬の有

望な標的だと考えられている。受容体チロシンキナーゼである ROS1 は精巣上体上皮の分化や精

子成熟過程に関与し、雄マウスの生殖能力に必須である。しかしながら、ROS1 の阻害が雄マウ

スの生殖能力を可逆的に抑制するのかは不明であった。本研究では、ROS1 阻害剤の投与がマウ

スの精子機能と生殖能力に及ぼす影響について検討した。 

 

【方法】ロルラチニブは ROS1 を標的とする抗がん剤である。10 週齢の野生型雄マウスにロルラ

チニブを 3 週間投与し、交配試験、組織学的解析、体外受精、ウェスタンブロット解析を行った。

また、ロルラチニブの投与を中止して 3 週間後にも同様の解析を行った。 

 

【結果と考察】ロルラチニブを 3 週間投与すると雄マウスの生殖能力が抑制された。ロルラチニ

ブ投与マウスでは精巣に明らかな異常は認められなかったが、精巣上体イニシャルセグメントの

上皮の退縮を認めた。ウェスタンブロット解析を行ったところ、精巣上体で発現している OVCH2、

RNASE10、ADAM28 のタンパク質量が低下していた。また、ロルラチニブ投与マウスの精子は、

卵子の周りにある細胞外マトリックス (透明帯) に結合する能力を失っていた。さらに、精子の

膜タンパク質である ADAM3 のプロセシング異常を認めた。これらの機能不全は、薬剤投与を中

止して 3 週間後には回復した。以上の結果から、ロルラチニブによる ROS1 の阻害は、精巣上体

上皮の分化や精子成熟過程、雄性生殖能力を可逆的に抑制することが分かった。ROS1 や ROS1

シグナル伝達経路を特異的に阻害する分子を探索することで、短期間で効果があり可逆的な男性

避妊薬の開発につながる可能性が示された。 
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希少疾患NGLY1欠損症モデル動物の樹立と治療方法の開発 

 

 

〇 朝比奈 誠1, 2、藤縄 玲子1, 3、平山 弘人1, 3、兎沢 隆一1, 2、鈴木 匡1, 3 

1 Takeda-CiRA Joint Program (T-CiRA)、2 武田薬品工業株式会社リサーチ部門、 

3 理化学研究所開拓糖鎖生化学研究室 

 

【背景と目的】NGLY1欠損症は2012年に発見された世界で100人程度の希少疾患で、発育不全、

四肢の筋力低下、不随意運動、てんかん、脳波異常、無涙症、新生児肝機能障害等を引き起こす

重篤な疾患である。C57BL/6マウスでNgly1を欠損すると胎生致死を示し、モデル動物が樹立でき

ず、発症の詳細なメカニズムの解明や治療法の開発の障害となっている。今回、NGLY1欠損症患

者の症状と類似した表現型を示す動物モデルを開発し、AAVを用いた遺伝子治療の可能性につい

て検討した。 

 

【方法と結果】 

実験1）全身性Ngly1欠損マウス・ラットの樹立 

C57BL/6背景Ngly1ヘテロ欠損マウスとJF1背景Ngly1ヘテロ欠損マウスを交配させ、雑種強勢に

より胎生致死を回避し、JF1B6F1 Ngly1ホモ欠損マウスを取得することに成功した。また、クロ

ーズドコロニーのSDラットからゲノム編集技術によりNgly1ホモ欠損ラットを得ることに成功し

た。これらNgly1欠損マウス・ラットは、発育不全、側彎症、運動機能障害、記憶・学習能力の低

下、脳波異常、てんかん様行動、不随意運動など患者と同様の症状を示した。また病理解析によ

り中枢神経系にユビキチン陽性の沈着物、視床外側核と腹側後核に壊死性病変、鉱化、好酸球小

体、ミクログリオーシスおよび成熟ニューロンの著しい消失、坐骨神経に軸索の萎縮が観察され

た。加えて、NGLY1欠損患者において特異的に観察される血液・尿中Aspartylglycosamineの上

昇もNgly1欠損マウス・ラットにおいて観察された。 

実験2) AAVを用いた遺伝子治療の可能性の検討 

３週齢のNgly1ホモ欠損ラットに1.6E10 vgのAAV9-hNGLY1を脳室内投与した。5, 8, 10週齢に

おいてRota-rodやGait analysisで運動機能を評価したところ、AAV9-hNGLY1投与Ngly1ホモ欠

損ラットは、コントロールAAV9投与Ngly1ホモ欠損ラットと比べ8週齢以降に明確な運動機能の

改善を示した。hNGLY1は主としてニューロンで、脳全体で発現し、NGLY1酵素活性も野生型と

同レベルまで回復した。 

 

【結論】 

⚫ Ngly1では背景系統を雑種にすると胎生致死を回避できることが示された。 

⚫ Ngly1欠損マウス・ラットはヒト患者症状と類似した表現型を示し、NGLY1欠損症モデルと

して樹立された。 

⚫ AAVを用いた遺伝子治療によりNGLY1欠損症への治療の可能性が示された。 
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Filobacterium 属菌のゲノムはなぜコンパクトなのか？ 

肺パスツレラのゲノムとの比較から見えること 

 

 

◯ 池 郁生 1, 梶田 亜矢子 1, 小倉 淳郎 1, 目加田 和之 2, 小久保 年章 3 

1理研 BRC, 2岡山理科大学理学部, 3元 量子科学技術研究開発機構 

 

 

マウスやラットの慢性呼吸器感染症病原体である通称 CAR(カー)バチルスはグラム染色陰性

のフィラメント形状を示し、感染部位である呼吸器上皮細胞の線毛と酷似して銀染色によく染ま

る。本菌は寒天培地で増殖せず正式分類は遅れていたが、我々はラット分離株の単独液体培養に

成功し、本菌を 2016 年に新属 Filobacterium の新種 Filobacterium rodentium として報告した

(基準株 SMR-CT)。F. rodentium のゲノムは全長 1.44 Mb とグラム陰性菌として極めてコンパ

クトであり(大腸菌の 1/3)、ファージやインテグラーゼなどの外来遺伝子挿入の痕跡は見られな

い。 

最近我々は、岡山理科大で飼育維持されている野生由来ギュンターハタネズミ(Microtus 

guentheri)に F. rodentium が自然感染していることを見つけ昨年の本研究会で発表した。本菌は

呼吸器検体の病理検査で肺の線毛上皮細胞上に認められ、周囲に炎症性細胞が集族していた。こ

れらにより、ギュンターハタネズミの F. rodentium 感染は 16S rRNA の PCR およびアンプリコ

ン配列(調べた 1,045 b について 100%一致)、本菌に対する抗体検査、そして病理検査により確定

することができた。ここで強調したいのは、ギュンターハタネズミとマウス、ラットとそれぞれ

宿主が異なるのに感染する Filobacterium 属菌の 16S rRNA 配列はいずれも同じことである。 

マウス・ラットで呼吸器感染症を起こす肺パスツレラ(Rodentibacter 属菌)の場合、感染する

種として genomospecies と呼ばれるものも含め 10 種以上が知られる。それなのになぜ

Filobacterium 属菌では齧歯類に感染する種が F. rodentium に限られるのだろう？ 

Rodentibacter 属菌の各種分離株のゲノムを読むと(ゲノム長 2–2.5 Mb)、本属菌では同種内で

あっても株によってゲノムに多種多様なファージ遺伝子と各種インテグラーゼなど水平遺伝子転

移に関わる可動性遺伝因子が多数挿入されていることがわかった。 

Rodentibacter 属菌は腸管内容物からも検出されるが F. rodentium は呼吸器検体からしか検

出されない。私はいま、Rodentibacter 属菌の生息する腸管のような環境(同居細菌や各種遺伝子

断片がリッチ)とは異なり、F. rodentium は感染環境が呼吸器の特定部位に限られるゆえに遺伝

子圧力が弱く(あるいは水平遺伝子転移を受け入れる機構を持つこともなく)、F. rodentium はコ

ンパクトなゲノム構造を維持できたのではないかと考えている。 
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ゲノム編集マウス作製技術の開発 

 

 

水野 聖哉 

筑波大学 医学医療系 トランスボーダー医学研究センター 

生命科学動物資源センター 実験動物学分野 

 

 

我々は筑波大学生命科学動物資源センターでは遺伝子改変マウスの受託作製事業を実施しており、

国内の研究機関や民間製薬企業はもとより海外の研究機関からの依頼を受け、新規の遺伝子改変マウ

スを作製・供給しています。遺伝子改変マウス作製の主流は受精卵ゲノム編集であり、そのゲノム編集マ

ウスの作製は大きく分けると①ゲノム編集戦略のデザイン、②ゲノム編集因子やドナーDNAのマウス受精

卵への導入とその胚移植、③遺伝子操作した胚から発生・誕生したマウスの遺伝型の 3 つの工程があり

ます。我々はその 3つの工程を全て実施することにより、質の高い遺伝子改変マウスの作製を目指してい

ます。 

我々は 2018年から 2024年において、各年で 100～150系統を作出しています。この受託作製事業で

は単純なノックアウトマウスだけでなく、点変異マウス・1 kb を超える DNA フラグメントのノックインマウス・

floxマウスも作出可能ですが、依頼のおよそ 4割はノックインマウス作製です。単純なノックアウトマウスの

依頼が少ない理由は、本邦の研究者が開発した優れた受精卵ゲノム編集法であるTAKE法 1やGONAD

法 2 が広まり、国内の多くの研究機関がインハウスで KO マウスを作製できるようになったためと考えられ

ます。 

エレクトロポレーション法を利用したゲノム編集では作出することが難しいノックインマウスや flox マウス

の作製に関し、我々は SRINT-CRISPR3 をベースとした顕微注入法を採用しています。その詳細につい

ては我々のビデオ論文 4 をご参照ください。この手法を用いることで、C57BL/6J の遺伝背景にてノックイ

ンマウスが約 8~40%の効率で、flox マウスも約 2~20%の効率で作出できています。点変異マウスについ

てはエレクトロポレーション法にて作出しています。出生率は標的遺伝子が胚発生に必須か否かに大きく

左右されますが、変異誘導効率は約 10~80%と高いです。点変異マウスの遺伝型解析においては、モザ

イクや意図しない small indel 変異の中から目的の点変異を検出する必要があります。この課題を解決す

るため、我々は低出力次世代シークエンサーを利用しています。標的サイトを含む 300 塩基対以下の

PCR 産物のアンプリコンシークエンスを行い、そのデータを CRISPResso2 で解析する 5ことで、明確に点

変異アレルを特定することができます。 

講演させていただいた 2024年度においては、先端モデル動物支援プラットフォームや AMED-BINDS

などの公的な遺伝子改変マウス作製支援も展開されており、関西実験動物研究会の会員の皆様におか

れまして、是非この様な支援のご利用を検討いただけると幸いです。また、営利目的で使用するゲノム編

集マウスの作製では CRISPR-Cas9 の知財面についても検討すべきであるため、アカデミア機関でもあっ

ても企業への導出が当初より予定されるゲノム編集マウスを作出される場合には、その CRISPR-Cas9 の

ライセンスを有する実験動物関連企業への依頼を検討することもおすすめします。 

前述の通り、ゲノム編集マウス作製には 3 つの工程がありますが、我々はそれぞれに関する技術開発研
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究を実施しています。まず①ゲノム編集戦略のデザインについて紹介します。ゲノム編集にて遺伝子欠

損(Knock-out、以下、KO)マウスを作出する場合、i)タンパク質コーディング配列に small indel 変異を導

入する方法、ii)イントロンを含む遺伝子全長を染色体から切除する方法、iii)critical exon(s)とよばれるそ

の遺伝子の機能を担保するために必須のエキソンのみを切除する方法があります 6。i)の small indel導入

では、欠失・挿入する配列を予測することができないため、3 の倍数の small indel 変異は数アミノ酸に挿

入か欠失しか誘導せず、また系統化後の遺伝型解析が煩雑であるなどの問題があります。ii)の遺伝子全

長欠損では標的遺伝子のみならず、その近傍遺伝子の発現にも影響を及ぼしてしまうことを我々も報告

しており 7、多数のエキソンから構成される大きな遺伝子を標的する場合には不向きであると言えます。こ

れらの i)と ii)の弱点を補うのが iii)の critical exon(s)を標的にする手法です。しかしながら、各標的遺伝子

における critical exon(s)を正しく選択するためには高度な逆遺伝学的知識が必要となります。そこで、生

命科学動物資源センターの久野博士が遺伝子名を入力すると critical exon(s)を自動で抽出するソフトウ

エアである KOnezumi(https://www.md.tsukuba.ac.jp/LabAnimalResCNT/KOanimals/konezumi.html)を開

発しました 8。KOnezumiは exonの自動抽出だけでなく、sgRNAや遺伝型解析のための primerも自動で

デザインし、表示する機能を持っています。 

続いて、多様な近交系マウス背景での受精卵ゲノム編集法の検証について紹介をします。会員の皆さ

んは既にご承知のことかと存じますが、実験用マウスにはそれぞれ異なる特性をもつ多くの近交系統が存

在しており、その特性に応じた各研究分野で利用されています。我々は入手が容易な 8つの汎用近交系

統(BALB/c, NC, CBA, C3H, SJL, DBA1, DBA2, B6N)について、統一プロトコルで KOマウスが作出可

能であるかを検討しました。TAKE 法 1 をベースとした体外受精胚へのエレクトロポレーション法にて

critical exonの除去による KOマウス作出を実施したところ、検証した全 8系統で意図した KOアレルをも

つファウンダーマウスを作出することができました 9。興味深いことに意図した領域のみを欠失した変異の

出現頻度とそれ以上のゲノム領域が欠失したアレルの出現頻度は系統間にばらつきがありました。更に

我々は受託作製においてこれらの 8系統以外の NZB, PWK, SJL, NODや遺伝子変異系統での受精卵

ゲノム編集にも成功しています。 

 

最後になりましたが、今回はこのような発表機会を頂戴できたこと、関西実験動物研究会会長の横井先

生を初めてとする会員・スタッフの皆様に心から感謝申し上げます。 
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適正な動物実験の実施を目指して 
 

 

佐加良 英治 

兵庫医科大学 病態モデル研究センター 

医学部 西宮病態モデル研究センター 

医学部 医学教育センター 

（講演時の所属） 

（現所属：兵庫医科大学 医学部 医学科） 

はじめに 

2025年 6月 22日に第 217回通常国会が閉幕した。本国会では、動物の愛護及び管理に関する

法律（以下「動物愛護管理法」）の改正が予想されており、2005年以来、20年ぶりとなる動物実

験に関する大幅な規制強化の年になると見られていた。しかしながら、他の重要な政治案件の影

響もあってか、動物愛護管理法の改正は見送られた。6月 10日には、「犬猫の殺処分ゼロをめざ

す動物愛護議員連盟」の第 20 回総会が開催され、同会合において「12 月の臨時国会での成立を

目指す」との方針が報告された¹)。したがって、本稿が関西実験動物研究会の皆さまのお手元に届

く頃には、動物愛護管理法の改正が新たな段階に入っている可能性もある。 

現在の動物実験に関する規制は、2005 年の動物愛護管理法改正に端を発している。改正法は

2006年 6月 1日に施行され、これに伴い多くの指針等が告示された。 

21世紀の初めに動物実験が大きく変わった 

2006年 6月 1日は、日本の動物実験において重要な転換点となった日である。この日に施行さ

れた改正動物愛護管理法では、条文中に 3Rs（Replacement, Reduction, Refinement）の原則が

明記され、文部科学省の「研究機関等における動物実験等の実施に関する基本指針（以下「基本

指針」）」が告示された。加えて、「厚生労働省の所管する実施機関における動物実験等の実施に

関する基本指針」および「農林水産省の所管する研究機関等における動物実験等の実施に関する

基本指針」が通知され、さらに日本学術会議による「動物実験の適正な実施に向けたガイドライ

ン」も公表された。また、同年 4月 28日には、1980年に総理府から告示された「実験動物の飼

養及び保管等に関する基準」が四半世紀ぶりに改正され、「実験動物の飼養及び保管並びに苦痛

の軽減に関する基準（以下「飼養保管基準」）」として新たに告示された。 

これまでの動物実験の規制 

大学等における動物実験の規制は、1987年 5月に文部省学術国際局長より通知された「大学等

における動物実験について」²)を契機として始まった。これを受け、各大学等が自ら動物実験指針

を策定し、動物実験を行う体制が整えられていった。この指針策定の根拠となったのが、学術審
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議会学術情報資料分科会学術資料部会による報告「大学等における動物実験の実施に関する基本

的な考え方について」³)である。同報告では、動物実験が研究活動にとって重要な手段であること、

欧米諸国では動物福祉や動物保護の観点から様々な法律や指針が整備されていること、国際的な

学会や学術雑誌での研究発表の際に、当該国の動物実験基準への適合性が求められていることな

どが指摘された。適切な基準が示されていない場合には、論文掲載が拒否される事例もあり、動

物福祉に配慮した動物実験の実施がますます重要となっている。また、大学等の現場では共通基

準がなかったため、対応に困惑する事例が多く見られたことから、動物実験指針の策定が必要で

あると結論づけられた。このように、日本の動物実験規制は欧米諸国からの影響を受けつつも、

研究者自らが必要と判断し、国に策定を働きかけたものであり、この経緯は基本指針の前文にも

記載されている。しかしながら、一部の研究者においてはこの背景の理解が十分ではないようで

ある。後述するが、環境省のアンケート結果からも、遵守が求められる基準等が十分に守られて

いない実態が明らかになっている。研究者自身が必要と判断して始まった規制であるならば、そ

の遵守は当然のことと思われるが、現実には様々な事情があるのかもしれない。 

1987年の通知では、現在の基本指針で定められている情報公開や自己点検・評価については触

れられていなかった。当時の実験動物の飼養保管基準は 1980 年に総理府から告示された基準⁴）

に基づいており、現行の飼養保管基準と比較すると極めて簡素な内容であった。それ以前には、

国による動物実験に関する通知や告示はなく、実験計画書の承認も不要で、動物実験は自由に行

われていた。 

2006年の基本指針の告示により、動物実験は「機関管理」のもとで実施されることになり、研

究機関等の長（例：学長）が最終責任者とされた。そのため、機関等の長による承認がなければ

動物実験は実施できなくなった。これ以降、3Rs の導入、動物実験規程の整備、動物実験計画の

承認、実験結果の報告、動物実験委員会の設置（3要件を満たす構成）、科学的合理性の確保、安

全管理、飼養保管基準に則った飼養保管、役割別の教育訓練の確保、情報公開、自己点検・評価、

外部検証の実施などが、努力義務も含めて制度化された（図 1参照）。 

このような状況を、あえて例えるならば、かつて首輪もつけず自由に走り回っていた犬が、現

在では首輪に加えリードまでつけられた状態にあるのが、現代の動物実験に対する規制である（図

2）。 
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適正な動物実験の実施とは 

先述のとおり、2006年の法令等の改正により、動物実験は研究機関等の長が最終責任者となる

機関管理体制のもとで実施されるようになった。これらの一連の規制は、「動物実験等の実施に

関する透明性を確保すること」を目的としており、その社会的透明性を担保するために求められ

るのが、以下の 3つのステップである。 

（1） 基本指針への適合性について、自己点検・評価を行うこと 

（2） 自己点検・評価の結果について、第三者による外部検証を受けること 

（3） 自己点検・評価および外部検証の結果を情報公開すること 

この一連のプロセスを通じて、動物実験が基本指針に適合し、飼養保管基準を遵守しているこ

とが明らかになれば、適正な実施と判断される。仮に外部検証において適正ではないと判断され

た場合でも、指摘や助言を踏まえて機関内で改善を進めることで、適正に近づく仕組みとなって

いる。この過程は、PDCA サイクル⁵）と類似しており、Check（評価）を経て Action（改善）を

行い、不十分であれば Plan（計画）を立てて Do（実行）し、再び Checkへと進む。このサイク

ルを継続的に回すことで、適正な動物実験の実施が可能になる。 

なお、自己点検・評価、外部検証、情報公開に関する根拠条文については、図 3〜7に示した。 
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外部検証のための体制作り 

2006年当時、国内ではまだ「第三者による評価」の体制が整備されていなかった。先述のとお

り、厚生労働省および農林水産省でも、文部科学省と同様の動物実験に関する基本指針が通知さ

れ、これら 3省で「第三者による評価」の受け皿づくりが検討された。 

文部科学省関係では、国立大学法人動物実験施設協議会と公私立大学実験動物施設協議会が共

同事業として、大学等における外部検証体制の検討を開始した（図 8）。筆者はその立ち上げメン

バーの一人であったが、前例のないゼロからのシステム構築は非常に困難であった。また、外部

検証を実際に担う専門委員の育成も同時に必要であり、その方法も確立されておらず、試行錯誤

の連続であった。 

当時、国立大学法人動物実験施設協議会側の委員であった八神先生が中心となり、この体制の

構築を主導された。各委員が異なる背景を持ち、意見が対立する場面も少なくなかったが、八神

先生の手腕により意見はまとめられ、2009年には文部科学省関係の外部検証事業として「相互検

証プログラム」が始動した（図 9）。 
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その後、この相互検証は 2014年に外部評価（メタ評価）を受け、外部の意見を参考にして第 2

期検証プログラムが策定され、2015 年から実施された。2016 年には、国立大学法人動物実験施

設協議会と公私立大学実験動物施設協議会による共同事業から、公益社団法人日本実験動物学会

の事業へと移管された。移管に伴い、同学会では外部検証の専門員（※相互検証時代は「専門委

員」と称していた）の育成を、人材育成委員会が開始した（図 10）。筆者は、2006年から相互検

証の立ち上げに参画し、2009年からは専門委員として外部検証を実施していた。また、運営に携

わる検証委員会にも所属し、専門委員の育成にも関わった。このような経歴から、人材育成委員

会の立ち上げにも関与し、教材やプログラムの作成を担当し、これまでに 100名を超える専門員

の育成に関わっている。 

 

 

 

 

 

 

 

体制はできたけれど…… 

現在では、「第三者による評価」は検証と認証に分類されており、国内 3 団体と海外 1 団体が

主要な実施団体として第三者評価を行っている（図 11参照）。受け入れ体制は十分に整っており、

研究機関等が希望すれば第三者評価を受けることが可能な状況にある。では、全国の研究機関等

のうち、どの程度が実際に「第三者による評価」を受けているのだろうか。 
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環境省は 2023年度、2019年改正の動物愛護管理法附則に基づき、実験動物の適正な取扱い推

進に向けた検討を開始するため、全国の実験動物飼養施設における取扱状況の網羅的把握を目的

とした統一的調査を実施した。その結果⁶）によると、第三者による検証（または認証）を既に実

施している機関は 62.7%、実施を予定している機関は 17.2%であった。さらに、実施を予定して

いる機関のうち、2025年度までに実施予定と回答した機関は 47%にとどまり、過半数に達してい

なかった。一方、約 30%の機関は、2025年度までに実施予定がないと回答している（図 12）。 

 

 

 

 

 

 

業種別に見ると、公的研究機関（国立・地方公立団体系）の実施率は 31.2%と、著しく低かっ

た（図 13）。佐藤⁷）によれば、公的研究機関は「業界として 2番目に多い回答数であったが、3Rs

に関する事項の実施や、飼養保管基準の遵守状況について、全体平均よりも低い傾向が見られた」

とされており、適正な動物実験の実施という観点からは憂慮すべき結果である。 

外部検証の訪問調査を通じて筆者が毎回感じるのは、外部検証の根拠である基本指針の制定経

緯に対する理解が不十分な機関が少なくないということだ。これまで述べてきたように、これら

の指針は、研究者自らが必要と判断し、策定を国に求めた経緯がある。自らが望んだ制度であれ

ば、その遵守は当然であり、遵守することこそが自身の動物実験の環境を守り、将来的にも動物

実験の継続を可能にする基盤を築くはずである。しかし、その理解が浸透していない現状は、非

常に残念である。 
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早ければ、2025年末には動物愛護管理法の改正が本格的に議論される見込みである。もし動物

実験に関する条項が法改正に盛り込まれることになれば、基本指針や飼養保管基準も改正され、

2006年以来の大幅な制度変更が行われる可能性がある。指針やガイドラインによる規制は、研究

者自身を守るためのものである。一方、法律による規制は、研究者のみならず広く国民全体を対

象とする枠組みとなり得る。したがって、今後はより一層厳格で包括的な規制となる可能性が高

い（図 14参照）。 

それゆえ、法改正される前に、まずは研究者自らが率先して適正な動物実験を実施し、自身の

所属機関の体制を整えていくべきである。この考え方が広く理解・共有されることを、筆者は強

く願っている。 

 

 

 

 

 

 

 

さいごに 

筆者は、適正な動物実験の実施に不可欠な外部検証事業および人材育成事業の立ち上げに関与

し、現在も中心メンバーとして活動している。もともと積極的にこの分野に関わるつもりはなか

ったが、前任校にて適正な動物実験体制の構築に尽力していた結果、いつの間にかこの分野に深

く関わるようになり、抜け出せない状態となってしまった。 

関西実験動物研究会では評議員・幹事として運営に携わらせていただき、また関西で開催され

た日本実験動物学会総会の運営にも複数回関与してきた。特に、筆者が世話役を務める予定であ

った第 146回関西実験動物研究会（2020年 6月 19日開催予定）が、新型コロナウイルス感染症

の影響により中止となったことは、今でも大きな心残りである。準備万端整っていたにもかかわ

らず、開催直前での中止は非常に堪えた。また、その直前には、大阪府立国際会議場で開催予定

だった第 67回日本実験動物学会総会（大会長：塩谷先生）も、同様にコロナ禍により誌上開催と

なった。筆者は、この学会の情報交換会において一生の思い出になるような企画を準備しており、

その準備のために大丸百貨店の外商ともやり取りを重ね、大丸のゴールドカードまで作らされた

が、結局一度も使用する機会がなかった。 

   よ 一      的な   な   性   

        管理        
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兵庫医科大学を定年退職後、故郷・九州に戻り、静かな老後を過ごすつもりでいたが、現在も

日本実験動物学会の外部検証委員会や人材育成委員会、日本実験動物環境研究会などの活動が続

いており、楽隠居とはほど遠い日々が続いている。 

今後も、これまでに蓄積してきた知見と経験を活かし、適正な動物実験の実施を支援していく

所存である。こうした取り組みが、会員の皆さまのお役にたてれば、これに勝る喜びはない。 
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【第 157回研究会 令和 6 年 3月 14 日（金曜日）於：京都教育文化センター302会議室】 

 

＜特別講演＞ 

１．「実験動物から脳の進化と生成 AIを考える」 

坪田 裕司（大阪河﨑リハビリテーション大学 リハビリテーション学部） 

２．「遺伝子改変マウスの解析から紐解く病原体センサーを介したサイトカイン産生誘導機構」 

佐々木 泉（和歌山県立医科大学 先端医学研究所） 

３．「三毛猫遺伝子探索プロジェクト～60年間の謎に挑む～」 

  佐々木 裕之（九州大学 高等研究院） 
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遺伝子改変マウスの解析から紐解く病原体センサーを介した 

サイトカイン産生誘導機構 

 

 

佐々木 泉 

和歌山県立医科大学 先端医学研究所 生体調節機構研究部 

 

 

はじめに 

樹状細胞やマクロファージは自然免疫担当細胞であり、病原体センサーを介して外来微生

物の構成成分を認識し、インターフェロン（interferon: IFN）や炎症性サイトカインの産生

を誘導する。この応答は、T 細胞や B 細胞の活性化すなわち獲得免疫応答の誘導に必要であ

り、感染微生物の排除や癌に対する防御免疫応答の誘導に必須の役割を果たす。一方で、病

原体センサーは自己由来の成分にも応答し、過剰に産生されたサイトカインは、全身性エリ

テマトーデスに代表される自己免疫疾患や、糖尿病などの慢性炎症性疾患の病態に密接に関

与する。さらに近年、病原体センサー自身の遺伝子変異（バリアント）により、リガンドが無

くても自発的にサイトカインが産生され炎症病態を呈する、いわゆる自己炎症性疾患が生じ

ることもわかってきた。このように病原体センサーを介したサイトカイン産生誘導は功の側

面と罪の側面があり、その誘導機構に関与する分子細胞基盤を明らかにすることは非常に重

要であるが、依然として不明な部分が多い。我々はこれまで、種々の遺伝子改変マウスを用

いて、樹状細胞やマクロファージにおける病原体センサーを介したサイトカイン産生誘導機

構を明らかにしてきた。本稿では、その研究内容について紹介する。 

 

核酸センサーを介した形質細胞様樹状細胞からの I型 IFN産生誘導機構 

 形質細胞様樹状細胞（plasmacytoid dendritic cells: pDC）は、ヒトとマウスに共通して存

在する樹状細胞サブセットであり、核酸センサーTLR7/9 を介して大量の I 型 IFN を産生す

るという機能特性がある。こ

の機能特性は、ウイルス由来

の核酸を認識した場合はウ

イルス感染防御に、宿主由来

の核酸を認識した場合は自

己免疫疾患の病態形成に関

与する。我々は、pDCにおい

て ETS ファミリー転写因子

SPIB が高発現していること

に着目し、SPIBが IRFファ

ミリー転写因子 IRF7と相互

作用し協調して I 型 IFN の
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プロモーターを活性化すること、SPIB欠損マウスにおいて TLR7/9リガンドによる pDCか

らの I 型 IFN 産生誘導や血中 I 型 IFN レベル上昇が著しく障害されていることを見出した

（図 1）。すなわち、SPIB は pDC からの I 型 IFN 産生誘導に必須の役割を果たしているこ

とが明らかとなった 1)。 

 

細胞内病原体センサーを介した組織常在マクロファージからの炎症性サイトカインインター

ロイキン-1β産生誘導機構 

マクロファージは病原体を貪食すると共に、様々な炎症性サイトカインを産生し炎症反応

を引き起こす。インターロイキン-1β（interleukin-1β: IL-1）は、マクロファージが産生す

る代表的な炎症性サイトカインであり、まず、病原体センサーである Toll 様受容体などの刺

激により IL-1β前駆体遺伝子の発現が亢進し、IL-1β前駆体タンパクとして産生される。しか

し、この IL-1β 前駆体タンパクは炎症誘導活性を持っていない不活性型であり、インフラマ

ソームにより切断されてはじめて活性型の IL-1として炎症誘導活性を発揮できるようにな

る。インフラマソームは、病原体センサー、タンパク質切断酵素（Pro-caspase-1）、およびそ

の両者を連結させるアダプター分子 ASC から構成され、病原体センサーの名を冠して

NLRP3 インフラマソームや Pyrin インフラマソームなどと呼称され、そのセンサーが認識

する刺激に応答し機能する。インフラマソームは、病原体由来の構成成分や毒素ばかりでな

く、生体内の代謝産物である尿酸、コレステロール、膵島由来ペプチドにも応答することに

より、微生物感染への防御反応や、痛風・動脈硬化・糖尿病などの炎症性疾患の病態形成に

も関与する。また、インフラマソームの構成因子の遺伝子変異（バリアント）により、クリオ

ピリン関連周期熱症候群や家族性地中海熱などの自己炎症性疾患が生じることもわかってき

ている。さらに、コレステロール経路の代謝酵素（メバロン酸キナーゼ）や細胞内タンパク

質輸送を制御する機能分子（Cdc42）などインフラマソーム以外の機能分子の遺伝子バリアン

トによっても、インフラマソームが活性化され、自己炎症性疾患を来すことがわかってきて

おり、新規のインフラマソーム制御機構が明らかになりつつある。このように、インフラマ

ソームの活性化は様々な病態に密接に関与しているが、その分子細胞基盤に関しては不明な

部分が多い。 

我々はこれまで、コレラ菌由来の毒素、コレラ毒素（Cholera toxin: CT）の免疫増強（免

疫アジュバント）機能に着目し、その作用機構にインフラマソームが関与することを明らか

にしてきた 2), 3)。コレラ毒素は、腸管上皮細胞に作用し下痢を引き起こす A サブユニット

（CTA）と、細胞膜上の糖脂質ガングリオシド GM1（（以下、GM1）に結合し CTを細胞内に

導入させる B サブユニット（CTB）から構成されている。CT は、マウスの腹腔に常在する

マクロファージ（以下、腹腔常在マクロファージ）に作用し、リポ多糖（lipopolysaccharides: 

LPS）と協調して IL-1の産生を誘導する。この IL-1の産生誘導に、NLRP3、Pyrinを病原

体センサーとして含む 2つのインフラマソームが関与することを明らかにした。しかし、CT

がどのようにインフラマソームを活性化するのかは不明なままであった。 

今回、この点を明らかにするため、LPSで刺激した腹腔常在マクロファージにおいて、

CTにより誘導される遺伝子群の網羅的解析（RNAシークエンス）を行った。その結果、
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CTの刺激で 2倍以上発現が上昇する遺伝子が 853個得られ、その中には小胞体ストレス応

答により誘導される遺伝子が数多く含まれていた。この結果から、CTは腹腔常在マクロフ

ァージに作用し、小胞体ストレス応答を誘導することが明らかになった。タンパク質は合成

された後、小胞体で正しく折りたたまれ、機能する。正しく折りたたまれず異常な構造を取

ったタンパク質や、細胞に取り込まれた毒素が小胞体内で蓄積すると、Protein kinase R 

(PKR)-like endoplasmic reticulum kinase (PERK)  や inositol-requiring enzyme 1-alpha 

(IRE1α)などの小胞体ストレスセンサーが活性化され、タンパク質の分解処理や合成停止に

関与する機能分子群の遺伝子発現が亢進するなど、小胞体ストレス応答と呼ばれる経路が活

性化される。そこで、CTによる小胞体ストレス応答の誘導に、糖脂質 GM1を介した小胞

体内への侵入が必要かどうか、GM1欠損マウスを用いて解析した。その結果、野生型腹腔

常在マクロファージでは、CTが小胞体内へ侵入し、小胞体ストレス応答遺伝子群の発現が

顕著に誘導されたが、GM1欠損腹腔常在マクロファージでは、CTは小胞体内には検出され

ず、小胞体ストレス応答遺伝子群の発現も全く認められなかった。以上の結果から、CTは

糖脂質 GM1を介して小胞体内へ侵入、蓄積し、小胞体ストレス応答を誘導していることが

明らかとなった。 

次に、小胞体ストレスセンサーPERK と IRE1αのどちらが CTによる IL-1産生誘導に

関与するかを明らかにするため、それぞれのセンサーの阻害剤を用いて検討した。その結

果、PERK阻害剤ではなく IRE1α阻害剤の添加により、CTによる IL-1産生誘導が顕著に

阻害された。このことから PERKではなく IRE1αが CTによる IL-1産生誘導に関与する

ことが示唆された。さらに、生体内での IRE1αの役割を明らかにするために、マクロファ

ージ特異的に IRE1αを欠損するマウスを作製し、腹腔常在マクロファージを解析したとこ

ろ、CTによる IL-1産生誘導が有意に障害されていた。以上の結果から、CTで刺激された

腹腔常在マクロファージにおける小胞体ストレス応答の誘導には IRE1αが必須であるこ

と、この IRE1αの活性化が CTによる IL-1産生誘導に必要であることが明らかとなった。 

CTは、NLRP3、Pyrin両方のインフラマソームを活性化する。そこで最後に、IRE1αが

どちらのインフラマソーム活性に関与しているのかを明らかにするために、IRE1α欠損腹腔

常在マクロファージを用い

て、NLRP3インフラマソ

ームの活性化因子アデノシ

ン三リン酸（adenosine 

triphosphate: ATP）、

Pyrinインフラマソームの

活性化因子クロストリジウ

ム毒素（Clostridium 

difficile toxin B: TcdB）そ

れぞれの IL-1産生誘導能

を解析した。その結果、

ATP、TcdBいずれの IL-
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1産生誘導能も有意に障害されることが明らかになった。これらの結果から、小胞体ストレ

スセンサーIRE1αは、NLRP3、Pyrin両方のインフラマソームの活性化に必要であること

がわかった（図 2）4)。 

小胞体ストレス応答は、生体にとって有害な構造異常タンパク質を探知し排除することに

よりタンパク質の品質を管理する機構であり、IRE1αはこの応答に必須の膜貫通分子である。

本研究により、生体内マクロファージにおいてタンパク質品質管理機構と IL-1β 産生誘導機

構がクロストークしている可能性が示唆された。本研究で着目したマウス腹腔常在マクロフ

ァージは、生物種を超えて保存されており、ヒトの腹腔にも対応するマクロファージが常在

している 5)。今回、このマクロファージにおいて、炎症性サイトカインの産生における小胞体

ストレスセンサーの役割が明らかになったことから、今後、ヒトの種々の慢性炎症性疾患や

自己炎症性疾患の病態解明が進み、新規炎症制御薬の開発に繋がることが期待される。 

 

おわりに 

 遺伝子改変マウスを用いた解析により、病原体センサーを介したサイトカイン産生誘導機

構に関与する機能分子が次々と明らかになっていった。近年では CRISPR/Cas9システムに

より遺伝子変異（バリアント）導入マウスの作製も可能となり、種々の自己炎症性疾患モデ

ルマウスが作製・解析されるようになり、病原体センサーの病理的意義も明らかになりつつ

ある。iPS細胞やオルガノイド技術も進展し、様々なヒト由来の自然免疫担当細胞が作製さ

れている。しかし、これらの技術で腹腔常在マクロファージのような組織常在マクロファー

ジを作製することは依然として難しい。この現状を鑑みると、生体内のマクロファージや樹

状細胞の生理的意義にアプローチすることができる遺伝子改変マウスの研究は依然として重

要であり、様々な難治性疾患の新規治療薬を開発する上で大変有用であると思われる。我々

も引き続き、病原体センサーを介したサイトカイン産生誘導機構に関与する分子細胞基盤を

明らかにし、ヒト疾患の治療に貢献していきたいと考えている。 

 本稿を終えるにあたり、このような発表の機会を頂きました磯野協一先生、横井伯英先生

および関西実験動物研究会の諸先生方に心より感謝申し上げます。本研究にご協力いただい

た多くの先生方、学生に深く御礼申し上げます。 
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1. はじめに 

 三毛猫とサビ猫はほぼ全て雌である。これはイエネコの黒/オレンジの毛色を決める「オレンジ

遺伝子」が X染色体上に存在することに起因する（文献 1-3）。すなわち、雄は X染色体を一本し

か持たないため黒又はオレンジの一方の対立遺伝子しか持ちえないが、ヘテロ接合体の雌は両方

の毛色を発現することができる。1961 年、Mary Lyon は、雌の細胞では発生の初期に一方の X

染色体がランダムに選ばれて不活性化されるとする「ランダム X不活性化説」を提唱し、この原

理に基づけばサビ猫における黒/オレンジの斑状の毛色パターンが説明できるとした（文献 4）。し

かし、オレンジ遺伝子の発見から約 120 年、ランダム X 不活性化の提唱から 60 年を経ても、オ

レンジ遺伝子（及びコードするタンパク質）の分子的な実体は明らかでなかった。そこで我々は

イエネコのオレンジ遺伝子を特定するためのプロジェクトを開始した。なお、本項の内容は最近

発表した原著論文に詳しいので、詳細についてはそちらを参照していただければ幸いである（文

献 5）。 

 

2. 結果 

 イエネコ X染色体上のオレンジ遺伝子は、何らかのメカニズムで被毛中のユウメラニン（黒色

の色素）とフェオメラニン（オレンジの色素）の比率を変える働きをすると考えられる。過去の

研究により、オレンジ遺伝子は X 染色体上の 1.5 Mb ほどの領域内にあることが示されているが

（文献 6,7）、その領域に色素の合成や代謝に関連する既知の遺伝子は存在していなかった。我々

は福岡市内の動物病院の協力を得て、様々な毛色のネコ 18 個体のゲノムをシーケンシングした。

その結果、オレンジ毛をもつ猫（三毛猫 8個体、サビ猫 1個体、オレンジ 1個体）において特異

的に、X染色体上の ARHGAP36遺伝子のイントロン内の DNA配列が 5.1 kbに渡り欠失してい

ることを見つけた。興味深いことに、Lyonが予測した通り三毛猫とサビ猫は全てこの欠失に関す

るヘテロ接合体であった。データベース上の海外の猫のデータでも同一の欠失が見られた。さら

に、40個体以上を対象にした PCR法による追加解析においても、この欠失の有無がオレンジ/黒

の毛色と例外なく一致することが示された。興味深いことに、稀な雄の三毛猫の１例では、野生

型の配列とこの欠失を両方とも持っており（ヘテロ接合体）、X 染色体の異数性が裏付けられた。

欠失領域には動物種を超えて高度に保存された配列（ultra-conserved element として知られる）

が含まれており、この配列が遺伝子の転写制御領域として機能することが示唆された。 

 次に亡くなった三毛猫の皮膚組織の提供を受けることができたので、異なる毛色の領域をそれ

ぞれ複数箇所用いて RNA シーケンシング解析を行った。その結果、黒毛の領域において
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ARHGAP36 遺伝子は発生段階或いは毛周期に応じた発現変化を呈するのに対し、オレンジ毛の

領域ではより恒常的な発現を示すことが分かった。さらにこれらの皮膚組織において、

ARHGAP36 の発現と逆相関してメラニン合成遺伝子群が抑制されていた。この結果から、

ARHGAP36と色素合成との関連が初めて明らかになった。すなわちオレンジ毛の皮膚領域では、

制御配列の欠失によって ARHGAP36 の異常な発現が生じ、これがユウメラニン合成関連遺伝子

群の発現低下を招き、合成される色素がフェオメラニンへとシフトするというシナリオが推測さ

れた。ARHGAP36 タンパク質はプロテインキナーゼ A を抑制する作用を持つと報告されている

が（文献 8）、プロテインキナーゼ Aはメラニン合成細胞刺激ホルモン受容体の下流のシグナル伝

達因子であることから、ARHGAP36 タンパク質の恒常的な存在がユウメラニン合成関連遺伝子

群の抑制に繋がる可能性が推測された。なお、ヒトの赤毛（フェオメラニン優位）の家系におい

てはメラニン合成細胞刺激ホルモン受容体の配列多型が報告されており、色素タイプの決定にお

けるこのシグナル伝達経路の重要性は疑いのないところである。 

 最後に、X 染色体上にあるイエネコ ARHGAP36 遺伝子が雌に特異的な不活性化を受けるのか

解析を試みた。まず、イエネコより分子レベルの研究が進んでいるヒト及びマウスでもこの遺伝

子は X 染色体上にあるため、すでに公開されているヒト及びマウスの RNA シーケンシングデー

タを再解析することにより、これらの種でこの遺伝子の片方が雌に特異的な不活性化を受けるこ

とを確認した。この解析には、雌の一対の ARHGAP36 遺伝子の間に存在する一塩基多型を利用

した。しかし、残念なことに、我々のイエネコのサンプルにはメッセンジャーRNAの由来を区別

できる一塩基多型は存在しなかった。 

 そこで、全ゲノムレベルで DNA メチル化を解析するバイサルファイトシーケンシング解析を

行った。CpGアイランドの DNAメチル化は、不活性化された X染色体上の遺伝子を検出できる

よいマーカーである。解析の結果、ARHGAP36遺伝子の CpGアイランドが、X染色体の不活性

化に伴って高度にメチル化を受けることが明らかになった。すなわち、この遺伝子のメチル化は

雄には見られず、雌だけに生じること、また雌においてのメチル化率は最大 50%程度であること

（片方の X 染色体のメチル化と合致）、さらに不活性化を免れることが知られている X 染色体上

の遺伝子は同じ雌のサンプルでメチル化を受けないこと、などから ARHGAP36遺伝子は X染色

体の不活性化に依存的なメチル化を受けることが示された。 

 以上により、長年の謎であったオレンジ遺伝子の正体は ARHGAP36 遺伝子であると結論づけ

た。なお、米国 Stanford 大学の Barsh 教授らの研究チームが、我々とは独立にオレンジ遺伝子

が ARHGAP36遺伝子であること、5.1 kbの欠失がオレンジ毛の原因であることを特定し、我々

と同じ号の Current Biology誌に発表した（文献 9）。 

 

3. 考察 

 本研究の結果から、長年にわたり謎であったイエネコのオレンジ遺伝子の正体が ARHGAP36

遺伝子であること、またオレンジ毛の原因となる変異は 5.1 kbの欠失であることが分かった。ま

た、X染色体不活性化に伴う ARHGAP36遺伝子の DNAメチル化のパターンは、60年前に Lyon

により提唱されたランダム X不活性化説から想定されるパターンと一致していた。すなわち、同

定された欠失のヘテロ接合体である雌において、発生の初期に一方の X染色体上の ARHGAP36d

遺伝子がランダムに選ばれて不活性化され、それらの細胞が不活性化パターンを維持したまま増
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殖して一定範囲を占めることで、三毛猫やサビ猫の斑状の黒/オレンジのパターンを説明できる

（図）。 

 一方、同定された欠失がユーメラニン合成をフェオメラニンの合成へと切り替える機構の全貌

は明らかでない。最近高品質な猫の iPS 細胞が報告されたが（文献 10）、そのような培養細胞を

用いる研究が、この謎を解き明かす手がかりを与える可能性がある。また、日米をはじめとして

世界中のオレンジ毛を持つ猫の多くが同じ欠失を持つことから、この変異の歴史的な起源も興味

深い問題である。古代の猫の絵画や動物のミイラなどを調べると、この欠失がいつどこで生じた

のかを特定する手がかりを掴めるかも知れない。 

 最後に、ARHGAP36 遺伝子はヒトにも存在するが、ヒトでは肌の色や毛色に関わるという報

告はなく、先天性の減毛症、母斑、皮膚の基底細胞癌、異所性骨化症などの病気と関わることが

報告されている（（文献 11,12）。つまり、この遺伝子の研究がヒト疾患の解明に役立つ可能性があ

ることを述べて筆をおく。 

 

 

図：今回の結果をもとに推測されたオレンジ/黒の斑形成の模式図 
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