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研究成果報告書（研究要旨） 

研究課題名 
プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の特性に関する研究 

（研究期間：平成２０年度～平成２２年度） 

 

主任研究者名 
所属：東京大学 農学生命科学研究科  

氏名：眞鍋 昇 （研究課題番号：０８０４） 

 

 経口的に感染するのみならず孤発性も確認されている牛海綿状脳症（bovine spongiform encephalop

athy：ＢＳＥ）の統御には病原体であるプリオンタンパクを発現しないようにプリオン遺伝子をホモノ

ックアウト（ＫＯ）した牛の作出しか方策がない。プリオン遺伝子ＫＯ牛作出とその特性解明を目的と

する本研究開発事業は、食品の安全の担保、牛生体材料を利用した様々な医薬・医療品などの安全確保

にとって必須である。プリオン遺伝子ＫＯ牛では体細胞核移植の効率が悪いので、大幅に改善する手法

を開発した。またプラスミド由来の外来性の塩基配列がプリオン遺伝子欠損部位に残っているのでＫＯ

ベクターに自殺遺伝子を導入し、残存外来遺伝子を大幅に減少させることができた。プリオン遺伝子Ｋ

Ｏ牛でも体細胞核クローン牛に共通に認められる大きな胎仔と胎盤、自然分娩の困難、新生仔における

高死亡率などは認められるものの、対象（体細胞核クローン牛）と比較した場合、胎仔においては臨床

レベルでの異常、様々な臓器における病理学的異常、生化学的脳神経系における抗酸化系酵素活性の異

常などの明瞭な異常は認められなかった。しかし詳細に調べると、プリオン遺伝子ＫＯ牛では、ＫＯ操

作にともなって脳を含む様々な臓器の多様なタンパクの発現が影響を受けていること、神経系細胞にお

いて多くのタンパクの酸化変性や脂質酸化の抑制が生じていることが判明し、加齢に伴う変化や次世代

における健常性を見極めなくてはならないことが分かった。 
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 事後評価  

研究成果報告書（本体） 

研究課題名 
プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の特性に関する研究 

（研究期間：平成２０年度～平成２２年度） 

 

主任研究者名 
所属：東京大学 農学生命科学研究科  

氏名：眞鍋 昇 （研究課題番号：０８０４） 

 

Ⅰ 研究の全体計画 

１ 研究期間 

平成２０～２２年度（３年間） 

 

２ 研究目的 

経口的に感染するのみならず孤発性も確認されている牛海綿状脳症（bovine spongiform 

encephalopathy：ＢＳＥ）の統御には病原体であるプリオンタンパクを発現しないようにプリオン

遺伝子をホモＫＯした牛の作出しか方策がない。プリオン遺伝子ＫＯ牛作出とその特性解明を目的

とする本研究開発事業は、食の安全の担保、牛生体材料を利用した様々な動物用医薬品を介した食

品などの安全確保にとって必須である。わが国で独自に開発された牛胎仔由来リサイクル体細胞核

移植法により、プリオン遺伝子ホモノックアウト（ＫＯ）クローン牛（プリオン遺伝子ＫＯ牛・黒

毛和種の雌牛）が２００７年１１月に誕生した。全国農業組合連合会の中央研究所と胚移植（ＥＴ）

センターの技術開発によって生産されたＫＯ牛は、約１年半先行して生産された合衆国のプリオン

ＫＯ雄牛（ホルスタイン種）と異なり、作出がより困難な黒毛和種を用いかつ雌牛で成功したもの

で、科学的価値も高い。生殖工学的取扱の容易なマウスと異なり、牛では胚性幹細胞（ＥＳ）細胞

は確立しておらず、かつ性成熟までの期間が長いので、ＫＯ牛の作出には手間と時間のかかる複雑

なプロセスが必要である。具体的には、最初に牛の発生初期の胎仔の線維芽細胞を体外で培養し、

これを用いてヘテロプリオンＫＯ細胞を作出する。これの核をあらかじめ核を抜いておいた（脱核）

卵母細胞に移植（核移植）して初期胚とし、これを胚盤胞まで体外で成熟培養したものを仮母牛（レ

シーピエント牛・受胚牛）の子宮に移植（胚移植）し、着床させて胚発生を進める（１次体細胞ク

ローン牛の作出）。このようにして作出した発生初期の胎仔は、一対ある遺伝子の片側だけがＫＯ

されたヘテロＫＯ体であるので、両側がＫＯされたホモＫＯ体を作出するために、再び線維芽細胞

を調製して体外で培養し、これを用いてプリオン遺伝子ホモＫＯ細胞を作出する。このホモＫＯ細

胞の核を脱核した卵母細胞に核移植してホモプリオンＫＯ初期胚を作出し、これをレシーピエント

牛の子宮に胚移植して２次体細胞クローン牛を作出する（２次体細胞クローン牛の作出）。平成２

０年度は２次体細胞クローン牛（プリオン遺伝子ホモＫＯ牛）作出のために５頭のレシーピエント

牛を用い、各々にホモプリオンＫＯ初期胚を２胚ずつ合計１０胚を移植した結果、４頭（うち２頭

は双子妊娠）で着床が認められ、これらは順調に妊娠が推移して出産に漕ぎ着け、６頭のプリオン

ＫＯ雌牛を作出することができた。しかしながら、６頭のうちの１頭は誕生の直後に原因不明で死

亡し、１頭は過大仔で分娩時事故によって死亡した（牛や豚などの家畜だけでなくマウスなどの実

験動物でも、体細胞核クローン動物の胎仔は巨大仔となり、分娩時期に流産したり出産時に死産と

なることが多い）。残りの４頭は正常（健康体）であった。プリオン遺伝子ノックアウトの影響を
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生化学および病理学的に精査するために、これらの全てを経時的に安楽殺して全身の臓器を採取し

た（２頭は生後３ヶ月齢で、１頭ずつを５ヶ月齢と１２ヶ月齢）。平成２１年度はより詳細な研究

をすすめるために同様にしてプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の作出を進め、健常な１頭を得た。また併

行して対照として遺伝子操作を施していない体細胞核クローン牛を作出し、供試した。 

このように最先端の遺伝子工学と繁殖工学技術を駆使して誕生したプリオン遺伝子ＫＯ牛におい

て、加齢に伴いプリオン遺伝子の欠損が牛にどのような影響を与えるかを分子生物学的、臨床的、

病理学的に評価し、牛における正常プリオンタンパクの機能を解明すること、性成熟に達した時点

で、この遺伝形質が配偶子に安定して継代されるか否かを受精卵で確認すること、およびプリオン

遺伝子を欠損する有用性を細胞などプリオン遺伝子を欠損する有用性を食品の原料、動物用医薬品

の利用面からヒトへの健康影響評価をすることが、安全な畜産物を安定して供給するためには必須

であるので、これらを科学的に明らかにすることが本事業の目的である。そのために、プリオン遺

伝子ホモＫＯ牛、対照体細胞核クローン牛（クローン牛）の作成法の改良遺伝子を検討、作出され

た牛を用いて、ｍＲＮＡや、プリオンタンパクの発現の有無を確認する。また、プリオン遺伝子Ｋ

Ｏ牛の臨床データの取得、臨床病理学的解析、生殖系細胞の解析により、プリオン遺伝子ＫＯ牛の

特性を解析する。さらに、血液成分、性ホルモンや代謝酵素系、薬物代謝系、脳内酸化変性タンパ

ク等の網羅的解析を行い、プリオンタンパク欠失による生体内代謝酵素系や抗酸化作用等への影響

を解明しなくてはならない。 

 

３ 研究内容及び方法等 

（１）研究内容及び方法 

以下に各分担課題別にまとめる。 

１）分担課題：「プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の特性の解析」 

（分担研究者：東京大学 眞鍋昇、吉川泰弘、小野憲一郎、 

協力研究者：濱崎裕子、小野山一郎） 

① 研究目的 

    わが国で独自に開発された牛胎仔由来リサイクル体細胞核移植法により、プリオン遺伝子を

ホモにノックアウト（ＫＯ）したクローン黒毛和種（プリオン遺伝子ＫＯ牛）が作出できた。

具体的には黒毛和種雌牛の胎仔線維芽細胞を用いてプリオンホモノックアウト細胞（＃Ｈ２－

１４ＣｒｅＮ）を作製し、これをドナーとして、脱核した未受精卵に核移植を行い、体細胞由

来クローン胚を作出した。平成２０年度には、５頭のメス牛（レシーピエント牛・借腹牛）に

プリオンＫＯ初期胚を２胚ずつ合計１０胚を移植した結果４頭が妊娠し（うち２頭は双子を妊

娠）、その結果、６頭のプリオンＫＯ雌黒毛和種を作出することができた。このようにして生産

したプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の発育・加齢に伴いプリオン遺伝子の欠損が牛にどのような影

響を与えるかを分子生物学的、臨床的、病理学的に評価し、牛における正常プリオンタンパク

の機能を解明すること、性成熟に達した時点で、この遺伝形質が配偶子に安定して継代される

か否かを受精卵で確認すること、およびプリオン遺伝子を欠損する有用性を細胞などプリオン

遺伝子を欠損する有用性を食品の原料、動物用医薬品の利用面からヒトへの健康影響評価をす

ることが本研究課題の目的である。そのために、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛を用いて、ｍＲＮ

Ａや、プリオンタンパクの発現の有無を確認する。またプリオン遺伝子ＫＯ牛の臨床データの

取得、臨床病理学的解析、生殖細胞の解析などによりプリオン遺伝子ＫＯ牛の特性を解析する。

さらに、血液成分、性ホルモン／代謝酵素系、薬物代謝系、脳内酸化変性タンパク等の網羅的

解析を行い、プリオンタンパク欠失による生体内代謝酵素系や抗酸化作用等への影響を解明す

ることも重要な目的である。 



 4

② 研究方法 

平成２０年度は６頭のうちの４頭（３ヶ月齢雌２頭、５ヶ月齢雌１頭および１歳齢雌１頭）

のプリオン遺伝子ＫＯ牛から得られた脳、脊髄、脾臓、肝臓、腎臓、肺、心臓、筋肉、消化管

などの各臓器を用いて、プリオン遺伝子ＫＯ牛の臨床病理学的解析、およびプリオン遺伝子の

発現解析を行った。このプリオン遺伝子ＫＯ牛は、最終的には、プリオン遺伝子のうち、エク

ソン３の一部（ＯＲＦの大部分を含む２９１４ｂｐ）が欠損し、その代わりに、ｌｏｘＰを含

む外来遺伝子をプリオン遺伝子ＯＲＦ領域に含む。プリオン遺伝子ＫＯ牛の全身状態を確認す

るため、サンプリングにより得られた各臓器を、パラホルムアルデヒド溶液で固定後、パラフ

ィンブロックを作成した。１歳齢のプリオン遺伝子ＫＯ牛以外の３頭のサンプルについては、

脳など代表的な組織に関して、薄切後、ＨＥ染色を行った。凍結保存した各サンプルを用いて、

ＲＴ－ＰＣＲを行い、プリオン遺伝子のｍＲＮＡの発現を確認した。まず、対照として２ヶ月

齢ホルスタイン雄のサンプルを用いたＲＴ－ＰＣＲによりｃＤＮＡを合成した。得られたｃＤ

ＮＡのうち、大脳、および肝臓のｃＤＮＡを用いてＰＣＲの各条件を検討・決定した。 

平成２０年度作出したプリオン遺伝子ホモＫＯ牛（１回目）は、北海道士幌町にある全農Ｅ

Ｔセンターで誕生後６ヶ月間飼育され、その後茨城県にある東大牧場に移動されたために、こ

の後から１２ヶ月齢にて採材のために安楽殺されるまで経時的に臨床性状を調べた。このため、

免疫系および消化器系が脆弱である兆候を示すプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の特性を理解するた

めに重要な出生直後（誕生直後から１週間の初乳哺乳期は特に免疫系の確立に重要な時期であ

る）、その後の哺乳時期（１週齢から５０週齢まで）、徐々に反芻胃が発育して粗飼料を摂食

し始める５０週齢以降から性成熟（黒毛和種の初回発情は早くても１２ヶ月齢）に達するまで

の一連の推移を詳細に検討できなかった。 

平成２１年度は２回目のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛を生産した。すなわち、平成２１年２月

に胚移植した妊娠中の母牛を妊娠安定期に北海道の全農ＥＴセンターから東大牧場に移送して

飼育して、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛およびその対照牛（胎仔線維芽細胞の核を用いた体細胞

核クローン牛）の出産、誕生直後からの臨床生化学的な情報臨床性状を詳細にフォローしてい

る。この牛が性成熟に達した後は、雌性配偶子の解析、体外授精、初期胚の体外成熟培養、レ

シーピエント牛子宮への胚移植を試み、次世代（Ｆ１）個体におけるプリオン遺伝子ノックア

ウトの影響を的確に評価する基盤を確立しようとしている。具体的には、平成２１年度生まれ

たプリオン遺伝子ホモＫＯ牛と対照牛の体尺測定、体温測定、心拍数測定などを行って臨床所

見を随時記録するとともに、定期的に採血して臨床血液学・生化学検査を行って、健常性のモ

ニタリングを行った。 

併行して、平成２０年度得られたプリオン遺伝子ホモＫＯ牛（出産直後１頭、３ヶ月齢２頭、

５ヶ月齢１頭、１２ヶ月齢１頭）のサンプルを用いた基盤情報の集積を平成２０年度に引き続

いて行った。平成２０年度生まれたプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の諸臓器（脳、脊髄、脾臓、肝

臓、腎臓、肺、心臓、筋肉、消化管など）におけるプリオン遺伝子およびノックアウト操作に

用いたベクターに依然１つ含まれている loxP 配列を含むプラスミド由来の外来遺伝子（３２８

残基）などの発現解析を行うとともに、エピジェネティック変動の解析およびプロテオーム解

析を行った。加えて、諸臓器を定法に従って組織切片として一般染色、免疫染色、in situ 

hybridyzation などを施して病理組織学的異常の有無を検索した。 

平成２２年度には平成２１年度までに得られたプリオン遺伝子ホモＫＯ牛および対象健常牛

の大脳、脊髄、扁桃などを用いて、それぞれの組織で発現しているタンパクをＬＣ－ＭＳ/ＭＳ

を利用したショットガン法により網羅的に解析した。 
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２）分担課題：「プリオン遺伝子ＫＯ牛、対照クローン牛の作成と改良法の検討」 

（分担研究者：全農飼料畜産中央研究所 千代豊、協力研究者：浦川真実、出田篤司） 

① 研究目的 

プリオン遺伝子ホモＫＯ牛および対照群として同一の胎仔由来線維芽細胞の体細胞核を用

いて作製した胚由来クローン牛を作成するとともに、現在の欠損部位に残っているプラスミド

由来の外来性の塩基配列を除去する方法の検討を進める。加えて作製効率を大幅に改善する作

出方法の開発を進めた。すなわち、プリオン遺伝子をノックアウトするために使用したノック

アウトベクターは、プリオンタンパクをコードする領域を除去するようにデザインし構築した

ものであるが、選択マーカ遺伝子（ネオマイシン耐性遺伝子）を挟むかたちにｌｏｘＰ配列が

位置しており、Ｃｒｅ組換え酵素処理（Ｃｒｅ発現アデノウイルス）することにより選択マー

カ遺伝子を除去できる構造となっている（下図）。このベクターを使用することによって１種類

（本来は２種類必要）のノックアウトベクターを使用してホモノックアウト体細胞株を比較的

容易に樹立することが可能となり、牛胎子由来線維芽細胞を出発材料として２回のノックアウ

ト操作によりホモノックアウト細胞株が得られた。さらに、このホモノックアウト細胞をドナ

ーとした核移植クローン操作によりプリオン遺伝子ホモＫＯ牛を作出しできた。ノックアウト

操作の開始からホモＫＯ牛の誕生まで、おおよそ１４ヶ月を要した。この作出法は通常の繁殖

法（性成熟後のヘテロＫＯ牛のかけ合わせ）と比べると非常に短期間に作出できる方法である

が、1年以上も必要であるので、格段の改善が必要である。 

 

② 研究方法 

プリオン遺伝子ホモＫＯ牛は、培養体細胞を用いた遺伝子ノックアウト操作と得られたノッ

クアウト体細胞の核を使用した核移植クローン操作により作出した。牛プリオン遺伝子は３つ

のエクソンより構成されており、プリオンタンパクをコードする領域はエクソン３に位置して

いる。このプリオンタンパクをコードする領域を除去するようにデザインし構築したノックア

ウトベクターは、選択マーカ遺伝子（ネオマイシン耐性遺伝子）を挟むかたちにｌｏｘＰ配列

が位置しており、Ｃｒｅ組換酵素処理（Ｃｒｅ発現アデノウイルス）することにより選択マー

カ遺伝子を除去できる構造となっている。本来は２種類必要なのだが、このノックアウトベク

ターを使用することによって１種類のベクターでホモノックアウト体細胞株（プリオンタンパ

クをコードする遺伝子領域を完全に欠失）を比較的短期間で樹立することが可能となった。即

ち、牛胎仔由来の線維芽細胞を出発材料として２回のノックアウト操作によりホモノックアウ

ト細胞株（＃Ｈ２－１４ＣｒｅＮ株）を得た。このプリオンＫＯ細胞とこれの樹立に使用した

胎仔由来線維芽細胞（＃９０６株）をドナーとして体細胞核移植クローン操作を実施した。各々

を２頭ずつのレシーピエント牛２胚ずつに胚移植し、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛および対照牛

を作出した。平成２０年度は体細胞核移植の効率がよくなかったので、平成２１年度には研究

協力者の浦川らが開発した方法（Urakawa et al. Theriogenology 62, 714-728, 2004）を改善

し、初期Ｇ１期に細胞周期コントロールしたドナー細胞を使用することで、成功率を大幅に向

上した。このようにして作成した受胚牛を妊娠９ヶ月の時点で全農ＥＴセンターから東大牧場

に移動して分娩・出産を行った。さらに平成２２年度には外来遺伝子を残さないＫＯ法の開発

を進めた。即ち、現行のＫＯ操作では、プリオン欠損部位にプラスミド由来の塩基配列（ｌｏ

ｘＰ配列を含むプラスミド由来の３２８塩基対）が残る。本試験においては、ノックアウトベ

クター中に自殺遺伝子を導入した新規のベクターを構築し、２回の相同遺伝子組換え操作を経

て外来遺伝子を除去する方法の検討を実施した。 
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３）分担課題：「プリオン遺伝子ＫＯ牛の生化学的解析」 

（分担研究者：酪農学園大学 横田博、 

協力研究者：松田一哉、宮庄拓、野村幸子、奥村佳奈子） 

① 研究目的 

プリオンタンパクは、細胞の酸化ストレスを防御する super oxide dismutase（ＳＯＤ）活

性を担っており、プリオンをノックアウトしたマウスでは細胞の自然死であるアポトーシスが

誘発されるという報告がある。しかしこれの牛における役割は不明である。マウスと同様であ

れば、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の神経細胞は酸化ストレスを受け易く、増殖・成長過程で重

要な障害を受ける可能性がある。これを確認するために、平成２０年度はプリオン遺伝子ホモ

ＫＯ牛の神経（延髄）細胞中の酸化ストレスに関連している一群の酵素（ＳＯＤ、Caspase-3、

Caspase-7、protein disulfide-isomerase：ＰＤＩ）の活性をノックアウトしていない牛のそ

れと比較した。さらに神経組織内の酸化状態をカルボニル化タンパクを検出することで比較し

た。その結果、これら酸化ストレス関連酵素の活性は、両者間で有意な差異が認められなかっ

たが、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の神経組織では数種のタンパクのカルボニル化が観察された。

この結果から、抗酸化作用を有するプリオンタンパクを欠失したことにより、神経タンパクの

酸化が促進されたことが推察されたので平成２１年度と平成２２年度には、プリオンタンパク

欠失による神経組織におけるタンパクの酸化促進を明らかにする目的で、in vitro でのタンパ

ク酸化反応系を確立し、プリオンタンパク欠失牛の神経のタンパクが酸化を受けやすいか否か

を確認し、併せて脂質の易酸化性も検討した。 

 

② 研究方法 

細胞のタンパクの酸化は様々な障害や疾病へと発展する引き金の役目を担っており、中でも

タンパクのカルボニル化は不可逆的な反応で、アルギニンの分解を誘導するのでタンパクの機

能障害を示唆する重要な指標である。プリオン遺伝子ホモＫＯ牛や対照牛の神経組織ホモギネ

ートを調製し、in vitro 系での酸化反応系によって標本中のタンパクのカルボニル化を測定し

た。併行して、牛の神経組織ホモギネートに活性酸素を発生させる目的で FeCl2 を添加し、こ

れに含まれる脂質の過酸化によって生じる malondialdehyde などの thiobarbituric acid 反応

性物質（ＴＡＢ）を測定することで、脂質の過酸化の程度を評価した。細胞のタンパクの酸化

は様々な障害や疾病へと発展する引き金の役目を担っており、中でもタンパクのカルボニル化

は不可逆的な反応で、アルギニンの分解を誘導するのでタンパクの機能障害を示唆する重要な

指標である。試験管内フェントン反応系で、神経組織ホモギネートに活性酸素を発生させ、脂

質過酸化物や神経タンパクの酸化（カルボニル化）を生じさせることに成功した。 

 

４ 倫理面への配慮について 

  全農飼料畜産中央研究所、酪農学園大学および東京大学附属牧場における動物の供試に関しては、

全て各々の動物実験倫理委員会の許可を得て行った。 
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Ⅱ 平成２０年度研究成果報告 

１ 平成２０年度の研究目標 

全農及び酪農学園大学の技術開発により、我が国で初めてプリオン遺伝子（プリオン）をホモに

ノックアウト（ＫＯ）した黒毛和種が生産された。具体的にはプリオンホモノックアウト細胞（＃

Ｈ２－１４ＣｒｅＮ）をドナーとして、未受精卵に核移植を行い、体細胞由来クローン胚を作出し

た。５頭のメス牛（レシーピエント牛）にプリオンＫＯ初期胚を２胚ずつ移植した。その結果４頭

が妊娠し（うち２頭は双子を妊娠）、その結果、６頭のプリオンＫＯ雌黒毛和種を作出することがで

きた。出生した６頭のうち、１頭は誕生直後に死亡した。また１頭は分娩時の事故による死産とな

ったため、最終的に４頭が正常（健康体）に誕生した。４頭のうち２頭は生後３か月で安楽殺し、

全身の臓器を採取した。解剖時に腰部の構造に脆弱性が認められた。また、残りの１頭も腰部・後

肢に脆弱性を示し、飼育柵に挟まれる事故のため切迫と殺した。最後の１頭は東大牧場で飼育した

が、慢性肝機能障害で栄養状態が悪く、ヘルニアを起こしたため開腹手術を実施した。開腹時に腹

腔内に大きな膿瘍が認められた。生誕時の臍帯の化膿が原因と考えられた。衰弱が激しく手術中に

心停止した。 本研究では、プリオン遺伝子ＫＯ牛の性状の確認、および、プリオン遺伝子を欠失

させることが、加齢に伴い牛にどのような影響を与えるかを明らかとする。 

 

２ 平成２０年度の主な研究成果 

（１）研究項目ごとの研究成果の概要 

１）分担課題：「プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の特性の解析」 

（分担研究者：東大；吉川泰弘、小野憲一郎、眞鍋昇、 

協力研究者：濱崎裕子、小野山一郎） 

    本研究では、プリオン遺伝子ＫＯ牛の性状の確認、およびプリオン遺伝子を欠失させること

が、加齢に伴い牛にどのような影響を与えるかを検討することを目的としている。 

平成２０年度は、３ヶ月齢雌２頭、５ヶ月齢雌１頭、および１歳齢雌１頭、計４頭のプリオ

ン遺伝子ＫＯ牛から得られた脳、脊髄、脾臓、肝臓、腎臓、肺、心臓、筋肉、消化管などの各

臓器を用いて、プリオン遺伝子ＫＯ牛の臨床病理学的解析、および、プリオン遺伝子の発現解

析を行った。プリオン遺伝子ＫＯ牛の全身状態を確認するため、サンプリングにより得られた

各臓器を、パラホルムアルデヒド溶液で固定後、パラフィンブロックを作成した。１歳齢のプ

リオン遺伝子ＫＯ牛以外の３頭のサンプルについては、脳など代表的な組織に関して、薄切後、

ＨＥ染色を行ったが、現在のところ、特に異常と思われる所見は得られていない。 

一方で、凍結保存された各サンプルを用いて、ＲＴ－ＰＣＲを行い、プリオン遺伝子のｍＲ

ＮＡの発現を確認した。まず、対照として２ヶ月齢ホルスタイン雄のサンプルを用いたＲＴ－

ＰＣＲによりｃＤＮＡを合成した。得られたｃＤＮＡのうち、大脳、および肝臓のｃＤＮＡを

用いてＰＣＲの各条件を検討、決定した。この条件下で、各臓器由来サンプルを用いて行った

ＰＣＲにより、ホルスタイン牛では多くの臓器でプリオン遺伝子のｍＲＮＡの発現があり、そ

の発現量は、臓器により差異があることが確認された。 

次に、プリオン遺伝子ＫＯ牛を用いて同様の検討を行った。このプリオン遺伝子ＫＯ牛は、

最終的には、プリオン遺伝子のうち、エクソン３の一部（ＯＲＦの大部分を含む２９１４ｂｐ）

が欠損し、その代わりに、ｌｏｘＰを含む外来遺伝子をプリオン遺伝子ＯＲＦ領域に含む。プ

リオン遺伝子ＫＯ牛のどの臓器からも、プリオン遺伝子の欠失プリオンタンパク部分のｍＲＮ

Ａは、検出されず、きちんとノックアウトされていることが確認された。さらに、プリオン遺

伝子ＫＯ牛のみに発現している外来遺伝子部分を用いて、プリオン遺伝子ＫＯ牛の各臓器にお

けるプリオン遺伝子の転写状況を確認するため、外来遺伝子に置換された領域を含むようなプ
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リオン遺伝子のＯＲＦ部分を含む領域を増幅させるＰＣＲを試みたところ、多くの臓器におい

て、この領域のｍＲＮＡの発現が確認された。 

プリオン遺伝子ＫＯ牛のサンプルを用いて、それぞれの解析を進めており、プリオン遺伝子

ＫＯ牛におけるプリオン遺伝子の発現、およびプリオン遺伝子の転写状況の経時的なｍＲＮＡ

の発現の変化について検討できる。今後は、パラフィン切片を用いて、病理組織学的にプリオ

ン遺伝子ＫＯ牛を評価すること、プリオン遺伝子（ｍＲＮＡ）の臓器による発現パターン、量

的または経時的な変化に関して検討していく予定であり、エピジェネティックな解析も試みた

いと考えている。さらに、プロテオーム解析により、プリオンタンパクが発現されないことに

より、細胞内の発現タンパクのプロファイルがどのように変化しているのかを解析していく。 

 

２）分担課題：「プリオン遺伝子 KO 牛、対照クローン牛の作成と改良法の検討」 

（分担研究者：全農飼料畜産中央研究所 千代豊） 

プリオン遺伝子ＫＯ牛の作出：プリオン遺伝子(プリオン)ＫＯ牛の作出は培養体細胞を用い

た遺伝子ノックアウト操作と得られたノックアウト体細胞を使用した核移植クローン操作によ

り実施した。牛プリオン遺伝子は３つのエクソンより構成されており、プリオンタンパクをコ

ードする領域はエクソン３に位置している。今回、プリオン遺伝子をノックアウトするために

使用したノックアウトベクターは、プリオンタンパクをコードする領域を除去するようにデザ

インし構築した。また、ノックアウトベクターは、選択マーカ遺伝子（ネオマイシン耐性遺伝

子）を挟むかたちに loxP 配列が位置しており、Cre 組換え酵素処理（Cre 発現アデノウイルス）

することにより選択マーカ遺伝子を除去できる構造となっている。 

このようなベクターを使用することにより、１種類（本来は２種類必要）のノックアウトベ

クターを使用してホモノックアウト体細胞株を比較的短期間で樹立することが可能となる。牛

胎子由来細胞（線維芽細胞）を出発材料として２回のノックアウト操作によりホモノックアウ

ト細胞株が得られた。さらに、このホモノックアウト細胞をドナーとした核移植クローン操作

によりプリオン遺伝子ホモＫＯ牛を作出した。ノックアウト操作の開始からホモＫＯ牛の誕生

まで、おおよそ 14 ヶ月を要したが、この作出法は通常の繁殖法(性成熟後のヘテロＫＯ牛のか

け合わせ)と比べると非常に短期間に作出できる方法と考えられる。 

樹立されたプリオンホモノックアウト細胞(#H2-14Cre)及び当該細胞をドナーとして作出し

たクローン胎子由来の細胞(#H2-14CreN)におけるゲノム上のプリオン遺伝子の存在様式を

RT-PCR 法により解析した。樹立されたプリオンホモノックアウト細胞(#H2-14Cre および

#H2-14CreN)はプリオンタンパクをコードする遺伝子領域を完全に欠失しており、プリオンタン

パク領域の遺伝子を発現していないことが確認できた。 

プリオンホモノックアウト細胞(#H2-14CreＮ)をドナーとして作出したプリオン遺伝子ホモ

ＫＯ牛の作出成績では、5頭の受胚牛にプリオンＫＯ胚を 2胚ずつ移植し、4頭が妊娠を継続し

(うち 2頭は双子妊娠)、6頭のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛を作出することができた。6頭中、1

頭は生後直死、1 頭は分娩事故による死産となり、最終的に４頭が正常(健康体)に誕生した。

正常に誕生した４頭のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛のゲノム遺伝子の PCR 解析の結果では、４頭

全てにおいてプリオンタンパクをコードする領域が欠失していることが確認できた。また、死

亡した２頭においても同様の解析結果が得られた。 

 

３）分担課題：「プリオン遺伝子ＫＯ牛の生化学的解析」 

（分担研究者：酪農学園大学横田博、 

協力研究者：松田一哉、宮庄拓、 野村幸子、奥村佳奈子） 

    プリオンタンパクは細胞の酸化ストレスを防御する Super oxide Dismutase （ＳＯＤ）活性
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を担っているという報告が有るので、プリオン遺伝子をＫＯすると、細胞の自然死であるアポ

トーシスが誘発される可能性が考えられる。プリオン遺伝子をノックアウトした牛の神経は酸

化ストレスを受け易く、増殖／成長過程で重要な障害を受ける可能性を示している。平成２０

年度は生後数ヶ月のＫＯ牛の神経（延髄）細胞中の酸化ストレスに関連している下記酵素活性

をＫＯしていない牛のそれと比較した。さらに、同組織内の酸化状態をカルボニル化タンパク

を検出することで比較した。 

    プリオンＫＯ新生子牛神経組織のＳＯＤ、Ｃａｓｐａｓｅ ３/７、ＰＤＩ活性を測定した結

果、どの酵素活性もクローン牛のそれと大きな差はなかった。プリオンの本来の機能として予

測される抗酸化作用について明らかにするために、今後、成長過程を追ってこれらの酵素活性

をモニターしてゆくことが求められる。また、プリオンタンパクが抗酸化作用を有していると

すると、プリオンＫＯ新生子牛神経組織は酸化ストレスを受け易いことが予測される。タンパ

クの酸化ストレスの代表的指標であるカルボニル化状態をクローン牛のそれと比較したところ、

プリオンＫＯ新生子牛脳では数種のタンパクのカルボニル化が観察された。この結果は、抗酸

化作用を有するプリオンを欠失したことにより、これらのタンパクの酸化が防御できなかった

と推察される。よって、プリオンＫＯ新生子牛の神経細胞ではいろんなタンパクが酸化ストレ

スを受けやすく成長後様々な障害が出現する可能性が考えられる。 

 

（２）全体の研究成果 

第１回目のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛はいずれも次世代の配偶子を取るまで生存することはで

きなかった。いずれの個体も腰部に脆弱性を示している。対照のクローン胚由来の雌黒毛和種は

腰部にやや脆弱性がうかがわれるが、約４歳齢で生存している。以上のことから、①ドナーに用

いた個体の細胞に腰部の脆弱性を持つ形質がある可能性、②ホモノックアウト時に細胞のゲノム

に問題が起こった可能性、③プリオン遺伝子のホモノックアウトが悪影響を示した可能性が考え

られる。平成２０年１月に、新たにプリオン遺伝子ホモＫＯ牛作成のための胚移植を開始した。

今回はプリオン遺伝子ホモＫＯ牛と同時に対照クローン牛の生産も計画している。 

 

１）正常に誕生した４頭のプリオン遺伝子ＫＯ牛のゲノムのＰＣＲ解析では４頭全てにおいてプ

リオンタンパクをコードする遺伝子領域が欠失していることが確認できた。また、死亡した２

頭においても同様の解析結果が得られた。 

 

２）３ヶ月齢雌２頭、５ヶ月齢雌１頭、および１歳齢雌１頭、計４頭のプリオン遺伝子ＫＯ牛か

ら得られた、脳、脊髄、脾臓、肝臓、腎臓、肺、心臓、筋肉、消化管などの各臓器を用いて、

プリオン遺伝子の発現解析を行った。プリオン遺伝子ＫＯ牛のどの臓器からも、プリオン遺伝

子の欠失プリオンタンパク部分のｍＲＮＡは、検出されず、ｍＲＮＡレベルでも、きちんとノ

ックアウトされていることが確認された。他方、プリオン遺伝子ＫＯ牛のみに発現している外

来遺伝子部分を用いて、プリオン遺伝子ＫＯ牛の各臓器におけるプリオン遺伝子の転写状況を

確認するため、外来遺伝子に置換された領域を含むようなプリオン遺伝子のＯＲＦ部分を含む

領域を増幅させるＰＣＲを試みたところ、多くの臓器において、この領域のｍＲＮＡの発現が

確認された。このことは、プリオンタンパクの発現の有無が、プリオン遺伝子のｍＲＮＡの読

み取りに影響していない可能性を示している。 

 

３）プリオン遺伝子ＫＯ牛の全身状態を確認するため、サンプリングにより得られた各臓器を、

パラホルムアルデヒド溶液で固定後、パラフィンブロックを作成した。１歳齢のプリオン遺伝

子ＫＯ牛以外の３頭のサンプルについては、脳など代表的な組織に関して、薄切後、ＨＥ染色
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を行ったが、現在のところ、特に異常と思われる所見は得られていない。 

 

４）プリオン遺伝子ＫＯ新生仔牛神経組織のＳＯＤ、Caspase-3、Caspase-7、ＰＤＩ活性を測定

した結果、どの酵素活性も対照としたクローン牛のそれと大きな差はなかった。しかし、タン

パクの酸化ストレスの代表的指標であるカルボニル化状態をクローン牛のそれと比較したとこ

ろ、プリオン遺伝子ＫＯ新生仔牛脳では数種のタンパクのカルボニル化が観察された。この結

果は、抗酸化作用を有するプリオンを欠失したことにより、これらのタンパクの酸化が防御で

きなかった可能性が考えられる。 

 

これらに関する解析結果は以下のとおりである。 

１）正常に誕生した４頭のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛のゲノムのＰＣＲ解析では４頭全てにおい

てプリオンタンパクをコードする遺伝子領域が欠失していることが確認できた。また、死亡し

た２頭においても同様の解析結果が得られた。 

 

２）３ヶ月齢雌２頭、５ヶ月齢雌１頭、および１歳齢雌１頭、計４頭のプリオン遺伝子ホモＫＯ

牛から得られた、脳、脊髄、脾臓、肝臓、腎臓、肺、心臓、筋肉、消化管などの各臓器を用い

て、プリオン遺伝子の発現解析を行った。プリオン遺伝子ＫＯ牛のどの臓器からも、プリオン

遺伝子の欠失プリオンタンパク部分のｍＲＮＡは、検出されず、ｍＲＮＡレベルでも、きちん

とノックアウトされていることが確認された。他方、プリオン遺伝子ＫＯ牛のみに発現してい

る外来遺伝子部分を用いて、プリオン遺伝子ＫＯ牛の各臓器におけるプリオン遺伝子の転写状

況を確認するため、外来遺伝子に置換された領域を含むようなプリオン遺伝子のＯＲＦ部分を

含む領域を増幅させるＰＣＲを試みたところ、多くの臓器において、この領域のｍＲＮＡの発

現が確認された。このことは、プリオンタンパクの発現の有無が、プリオン遺伝子のｍＲＮＡ

の読み取りに影響していない可能性を示している。 

 

３）プリオン遺伝子ＫＯ牛の全身状態を確認するため、サンプリングにより得られた各臓器を、

パラホルムアルデヒド溶液で固定後、パラフィンブロックを作成した。１歳齢のプリオン遺伝

子ＫＯ牛以外の３頭のサンプルについては、脳など代表的な組織に関して、薄切後、ＨＥ染色

を行ったが、現在のところ、特に異常と思われる所見は得られていない。 

 

４）プリオンＫＯ新生子牛神経組織のＳＯＤ、Ｃａｓｐａｓｅ ３/７、ＰＤＩ活性を測定した結

果、どの酵素活性も対照としたクローン牛のそれと大きな差はなかった。しかし、タンパクの

酸化ストレスの代表的指標であるカルボニル化状態をクローン牛のそれと比較したところ、プ

リオンＫＯ新生子牛脳では数種のタンパクのカルボニル化が観察された。この結果は、抗酸化

作用を有するプリオンを欠失したことにより、これらのタンパクの酸化が防御できなかった可

能性が考えられる。 
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Ⅲ 平成２１年度研究成果報告 

１ 平成２１年度の研究目標 

全国農業組合連合会などの技術開発により、我が国で初めてプリオン遺伝子（プリオン）をホモ

にノックアウト（ＫＯ）した黒毛和種が生産された。具体的にはプリオンホモノックアウト細胞（＃

Ｈ２－１４ＣｒｅＮ）をドナーとして、未受精卵に核移植を行い、体細胞由来クローン胚を作出し

た。５頭のメス牛（レシーピエント牛）にプリオン遺伝子ＫＯ初期胚を２胚ずつ移植した。その結

果４頭が妊娠し（うち２頭は双子を妊娠）、その結果、６頭のプリオン遺伝子ＫＯ雌黒毛和種を作出

することができた。出生した６頭のうち、１頭は誕生直後に死亡した。また１頭は分娩時の事故に

よる死産となったため、最終的に４頭が正常（健康体）に誕生した。４頭のうち２頭は生後３か月

で安楽殺し、全身の臓器を採取した。解剖時に腰部の構造に脆弱性が認められた。また、残りの１

頭も腰部・後肢に脆弱性を示し、飼育柵に挟まれる事故のため切迫と殺した。最後の１頭は東大牧

場で飼育したが、慢性肝機能障害で栄養状態が悪く、ヘルニアを起こしたため開腹手術を実施した。

開腹時に腹腔内に大きな膿瘍が認められた。生誕時の臍帯の化膿が原因と考えられた。衰弱が激し

く手術中に心停止した。第１回目のプリオン遺伝子ＫＯ牛はいずれも次世代の配偶子を取るまで生

存することはできなかった。いずれの個体も腰部に脆弱性を示している。対照のクローン胚由来の

雌黒毛和種は腰部にやや脆弱性がうかがわれるが、約４歳齢で生存している。以上のことから、①

ドナーに用いた個体の細胞に腰部の脆弱性を持つ形質がある可能性、②ホモノックアウト時に細胞

のゲノムに問題が起こった可能性、③プリオン遺伝子のホモノックアウトが悪影響を示した可能性

が考えられる。平成２１年１月に、新たにプリオン遺伝子ＫＯ牛作成のための胚移植を開始した。

平成２１年度はプリオン遺伝子ＫＯ牛と同時に対照クローン牛の生産し、特性の精査を進める。ま

た上記６頭に関する解析も遂行する。 

 

２ 平成２１年度の主な研究成果 

（１）研究項目ごとの研究成果の概要 

１）分担課題：「プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の特性の解析」 

（分担研究者：東京大学 吉川泰弘、小野憲一郎、眞鍋昇、 

協力研究者：濱崎裕子、小野山一郎） 

① 研究目的 

プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の発育に伴う臨床性状の確認およびプリオン遺伝子を欠失させ

ることが加齢に伴ってどのような影響を与えるのか検討することを目的としている。 

 

② 研究方法 

平成２０年度の１回目のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛は、北海道士幌町にある全農ＥＴセン

ターで誕生後６ヶ月間飼育され、その後茨城県にある東大牧場に移動されたために、この後

から１２ヶ月齢にて採材のために安楽殺されるまで経時的に臨床性状を調べた。このため、

免疫系および消化器系が脆弱である兆候を示すプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の特性を理解する

ために重要な出生直後（誕生直後から１週間の初乳哺乳期は特に免疫系の確立に重要な時期

である）、その後の哺乳時期（１週齢から５０週齢まで）、徐々に反芻胃が発育して粗飼料

を摂食し始める５０週齢以降から性成熟（黒毛和種の初回発情は早くても１２ヶ月齢）に達

するまでの一連の推移を詳細に検討できなかった。平成２１年度は２回目のプリオン遺伝子

ホモＫＯ牛を生産した。すなわち、平成２１年２月に胚移植した妊娠中の母牛を妊娠安定期

に北海道の全農ＥＴセンターから東大牧場に移送して飼育して、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛

およびその対照牛（胎仔線維芽細胞の核を用いた体細胞核クローン牛）の出産、誕生直後か
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らの臨床生化学的な情報臨床性状を詳細にフォローしている。この牛が性成熟に達した後は、

雌性配偶子の解析、体外授精、初期胚の体外成熟培養、レシーピエント牛子宮への胚移植を

試み、次世代（Ｆ１）個体におけるプリオン遺伝子ノックアウトの影響を的確に評価する基

盤を確立しようとしている。具体的には、平成２１年度に生まれたプリオン遺伝子ホモＫＯ

牛と対照牛の体尺測定、体温測定、心拍数測定などを

行って臨床所見を随時記録するとともに、定期的に採

血して臨床血液学・生化学検査を行って、健常性のモ

ニタリングを行った。併行して、平成２０年度得られ

たプリオン遺伝子ホモＫＯ牛（出産直後１頭、３ヶ月

齢２頭、５ヶ月齢１頭、１２ヶ月齢１頭）のサンプル

を用いた基盤情報の集積を昨年度に引き続いて行った。

平成２０年度に生まれたプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の

諸臓器（脳、脊髄、脾臓、肝臓、腎臓、肺、心臓、筋

肉、消化管など）におけるプリオン遺伝子およびノックアウト操作に用いたベクターに依然

１つ含まれている loxP 配列を含むプラスミド由来の外来遺伝子（３２８残基）などの発現解

析を行うとともに、エピジェネティック変動の解析およびプロテオーム解析を行った。加え

て、諸臓器を定法に従って組織切片として一般染色、免疫染色、in situ hybridyzation な

どを施して病理組織学的異常の有無を検索した。 

 

③ 研究成果 

対照胚とホモプリオンＫＯ胚を各々２頭のレシーピエント牛に２胚ずつ移植し、着床した。

対照胚移植レシーピエント牛のうちの１頭は妊娠２１２日で流産したが、残りは１１月に双

子を出産した。ホモプリオンＫＯ胚移植レシーピエント牛は２頭とも分娩期まで妊娠を維持

できたが、片方は分娩時に死産となり、残り１頭は分娩予定日を越えても明確な分娩兆候が

確認出来なかったので帝王切開して１頭のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛を得た（右図：誕生直

後）。これら仔牛の成長にともなう臨床特性の推移を調べている。第１回目と同様に２回目の

プリオン遺伝子ホモＫＯ牛も下半身、特に腰部と大腿部の発育が悪い。哺乳初期から気管支

炎などを発症し易く、しばしば下痢気味であるため成長が悪い。このように形態形成異常と

免疫系および消化器系の脆弱兆候が認められる。ただし対照牛でも腰部の脆弱性がうかがわ

れるので、両者を比較してこれらの異常が何に起因するものなのか精査している。昨年度誕

生した第１回目のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の諸臓器の病理組織学的検索の結果、特記すべ

き異常所見は得られていない。また、平成２１年度死産となってしまった個体の病理組織学

的検索の結果も同様であり、死産の原因は体細胞クローン胎仔特有の過剰発育に起因する可

能性が高い。プリオンＫＯ操作に起因するエピジェネティックな変化の有無を検討するため、

第１回目のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の各臓器よりゲノムＤＮＡを抽出し、それにおける遺

伝子のメチル化状況について検索した。プリオン遺伝子のメチル化を確認するため、データ

ベースより得られたゲノムシークエンス（AJ298878_1）を用いて CpG island であると予測さ

れる部位を推測した（条件：300 bp < length of island < 2,000 bp, C+Gs/total bases > 50%, 

CpG observed/CpG expected > 0.6）。その結果、48887 - 50730 の 1,844 bp 中に CpG island

が存在することが推定できた（下図）。 
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そこで、この部位に対して実際のゲノムのメチル化の状況を確認するため、バイサルファ

イト・シークエンス法を用いてメチル化部位を特定することを試みた。ゲノム配列からプラ

イマーとなりうる範囲を検索、およそ 49,300 – 50,240 の範囲で、シークエンスを行った。

バイサルファイト処理によってメチル化されていないＣはＴに変換されるため、全体として

ＡＴ/ＧＣ比が極端に大きくなり、ＰＣＲやＤＮＡシークエンスを行うことが極端に困難とな

るため、実際には 300～500 bp の小さな領域ずつのシークエンスを行っている。現在までに

プリオン遺伝子ホモＫＯ牛のゲノム上にｍＣの存在は確認できていない。また、プリオン遺

伝子以外のエピジェネティックな変化の解析として、網羅的にメチル化を解析するために抽

出したゲノムをメチル化感受性酵素 HpaII で処理した後、末端にアダプターを付加し、この

末端アダプターを利用してＰＣＲによりゲノムの増幅を行っている。このようにして得られ

たゲノム増幅産物を用いて、加齢に伴うメチル化の推移を検討している。 

併行して、諸臓器におけるタンパクプロファイルの変化を主に２次元電気泳動法にて検索

した。これまでにプリオン遺伝子ホモＫＯ牛（３ヶ月齢）と健常牛の諸臓器からタンパクを

抽出して２次元電気泳動を行ったところ、脾臓、脊髄などでは両者間でタンパクプロファイ

ルが類似していたが、大脳、扁桃では、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛に特有のスポットが認め

られた（下図）。プリオン遺伝子のノックアウトにより、タンパクのプロファイルが変化する

可能性が示唆された。より詳細なプロテオーム解析を行うことにより、プリオン遺伝子ホモ

ＫＯ牛のタンパク発現レベルでの生化学的特性の把握が可能になると考えられる。 

 

図. ２次元電気泳動法にて大脳のタンパクプロファイルの変化を検索した例。３か月齢のプリオン遺伝子ホ

モＫＯ牛（３ヶ月齢）と健常牛の大脳からタンパク調製し、２次元電気泳動を行ったところプリオン遺伝子

ホモＫＯ牛に特有のスポットが認められた（マージ像の赤丸）。プリオン遺伝子をノックアウトすることによ

り、タンパクプロファイルが変化する。 

 

２）「プリオン遺伝子ＫＯ牛、対照クローン牛の作成と改良法の検討」 

（分担研究者：全農飼料畜産中央研究所 千代豊、 

協力研究者：浦川真実、出田篤司） 

① 研究目的 

プリオン遺伝子ホモＫＯ牛および対照群として同一の胎仔由来線維芽細胞の体細胞核を用

いて作製した胚由来クローン牛を作成するとともに、現在の欠損部位に残っているプラスミ

ド由来の外来性の塩基配列を除去する方法の検討を進める。 

 

② 研究方法 

プリオン遺伝子ホモＫＯ牛は、培養体細胞を用いた遺伝子ノックアウト操作と得られたノ
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ックアウト体細胞の核を使用した核移植クローン操作により作出した。牛プリオン遺伝子は

３つのエクソンより構成されており、プリオンタンパクをコードする領域はエクソン３に位

置している。このプリオンタンパクをコードする領域を除去するようにデザインし構築した

ノックアウトベクターは、選択マーカ遺伝子（ネオマイシン耐性遺伝子）を挟むかたちに loxP

配列が位置しており、Cre 組換酵素処理（Cre 発現アデノウイルス）することにより選択マー

カ遺伝子を除去できる構造となっている。本来は２種類必要なのだが、このノックアウトベ

クターを使用することによって１種類のベクターでホモノックアウト体細胞株（プリオンタ

ンパクをコードする遺伝子領域を完全に欠失）を比較的短期間で樹立することが可能となっ

た。牛胎仔由来の線維芽細胞を出発材料として２回のノックアウト操作によりホモノックア

ウト細胞株（#H2-14CreN 株）を得た。このプリオンＫＯ細胞とこれの樹立に使用した胎仔由

来線維芽細胞（#906 株）をドナーとして体細胞核移植クローン操作を実施した。各々を２頭

ずつのレシーピエント牛２胚ずつに胚移植し、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛および対照牛を作

出した。前回は体細胞核移植の効率がよくなかったので、これを高めるために研究協力者の

浦川らが開発した方法（Urakawa et al. Theriogenology 62, 714-728, 2004）を改善して初

期Ｇ１期に細胞周期コントロールしたドナー細胞を使用して大幅に向上した。このようにし

て作成した受胚牛を妊娠９ヶ月の時点で全農ＥＴセンターから東大牧場に移動して分娩・出

産を行った。 

 

③ 研究の成果 

平成２０年度に作出した第１回目のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛は全て生化学および病理学

的検索のために安楽殺して採材したため、今年度再びプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の作出を試

みた。第２回目では、プリオンＫＯ樹立に使用したオリジナル細胞（胎仔由来線維芽細胞#906

株）をドナーとした核移植クローン牛（対照牛）の作出も併せ行った。核移植の結果、#906

株を用いた核移植において２３個の核移植胚中の１１個（47.8%）の胚が移植可能胚（胚盤胞）

へと発生した。#H2-14CreN 株を用いた核移植においては、２３個の核移植胚中、１２個

（52.2%）の胚が移植可能胚へと発生し、両者間で差異はなかった。この高い胚発生率は、体

細胞核移植に用いる核を提供するドナー細胞の細胞周期を初期Ｇ１期に同期できるコントロ

ール法の確立が大きく寄与していると考えられた。子宮に移植可能な胚を用いた作出の結果

は、対照牛作出において２頭のレシーピエント牛にそれぞれ２個の移植可能胚を移植し、１

頭の受胚牛は妊娠２１２日目で流産したが、残りの１頭は妊娠を継続して２頭（双子）の対

照牛を出産に至ることができた。プリオン遺伝子ホモＫＯ牛作出においては、２頭のレシー

ピエント牛にそれぞれ２個の移植可能胚を移植し、２頭（双子および単子）とも分娩期まで

妊娠を継続できた。しかし、プリオンＫＯ２胎仔（双子）を妊娠した受胚牛は分娩において、

難産となり２胎仔とも死産となり、プリオンＫＯ単子妊娠牛は分娩予日を越えても明確な分

娩兆候が確認出来なかったので緊急に帝王切開して仔牛を摘出した。このように、最終的に

１頭のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛と２頭の対照牛が作出できた。今回作出したプリオン遺伝

子ホモＫＯ牛では、loxP/Cre 組換え反応によりＫＯベクター中の薬剤耐性遺伝子境域は完全

に除去されているが、依然外来遺伝子（loxP 配列を含むプラスミド由来の 328 bp 残基）が

１つ含まれている。これを除去しなくてはならないので、この外来遺伝子除去法の開発を進

めた。文献情報等を調査して外来遺伝子の除去に有効と考えられるベクターを設計し、数種

類のベクターを構築して有効性を検討したが、不十分なものであった。来年度は、さらにベ

クターの構築を進めて有効性の確認に取り組む。 
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３）「プリオン遺伝子ＫＯ牛の生化学的解析」 

（分担研究者：酪農学園大学 横田博、 

協力研究者：松田一哉、宮庄拓、野村幸子、奥村佳奈子） 

① 研究目的 

プリオンは、細胞の酸化ストレスを防御する super oxide dismutase（ＳＯＤ）活性を担

っており、プリオンをノックアウトしたマウスでは細胞の自然死であるアポトーシスが誘発

されるという報告があるが、牛における役割は不明である。マウスと同様であれば、プリオ

ン遺伝子ホモＫＯ牛の神経細胞は酸化ストレスを受け易く、増殖・成長過程で重要な障害を

受ける可能性がある。これを確認するために、平成２０年第１回目のプリオン遺伝子ホモＫ

Ｏ牛の神経（延髄）細胞中の酸化ストレスに関連している一群の酵素（ＳＯＤ、Caspase-3、

Caspase-7、protein disulfideisomerase：ＰＤＩ）の活性をノックアウトしていない牛のそ

れと比較した。さらに神経組織内の酸化状態をカルボニル化タンパクを検出することで比較

した。その結果、これら酸化ストレス関連酵素の活性は、両者間で有意な差異が認められな

かったが、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の神経組織では数種のタンパクのカルボニル化が観察

された。この結果から、抗酸化作用を有するプリオンタンパクを欠失したことにより、神経

タンパクの酸化が促進されたことが推察された。平成２１年度は、プリオンタンパク欠失に

よる神経組織におけるタンパクの酸化促進を明らかにする目的で、in vitro でのタンパク酸

化反応系を確立し、プリオンタンパク欠失牛神経のタンパクが酸化受けやすいか否かを確認

し、併せて脂質の易酸化性も検討した。 

 

② 研究方法 

細胞のタンパクの酸化は様々な障害や疾病へと発展する引き金の役目を担っており、中で

もタンパクのカルボニル化は不可逆的な反応で、アルギニンの分解を誘導するのでタンパク

の機能障害を示唆する重要な指標である。プリオン遺伝子ホモＫＯ牛や対照牛の神経組織ホ

モギネートを調製し、in vitro 系での酸化反応系によって標本中のタンパクのカルボニル化

を測定した。併行して、牛の神経組織ホモギネートに活性酸素を発生させる目的で FeCl2 を

添加し、これに含まれる脂質の過酸化によって生じる malondialdehyde などの

thiobarbituric acid 反応性

物質を測定することで、脂質

の過酸化の程度を評価した。 

 

③ 研究成果 

牛の神経組織におけるタン

パクの酸化（カルボニル化）

および脂質の過酸化を in 

vitro 系で測定できる測定系

を確立できた。まず最初にプ

リオン遺伝子ホモＫＯ牛と対

照牛の神経組織におけるタン

パクカルボニル化を測定した

ところ、プリオン遺伝子ホモ

ＫＯ牛の神経組織では対照牛

のそれより多くカルボニル化

されていることが分かった
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（右図）。このことは、平成２０年度のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の神経細胞では対照牛のそ

れより酸化されやすいという成果を分子機構レベルで裏づけるものであった。平成２１年度

開発した評価系を用いてカルボニル化神経タンパクの同定を行うことでプリオン遺伝子ホモ

ＫＯ牛の神経細胞がどのような機能を失いやすいか明らかにできるので、加齢に伴う変化を

詳細に検討する。このことによってプリオン遺伝子ホモＫＯ牛が成熟した後の神経疾患の予

測をすることが可能となり、その疾患の防御策を講じることに役立つ。 

併行して、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛と対照牛の延髄組織の脂質の過酸化を in vitro 測定

系で比較した結果、脂質の酸化が抑制されていることが分かった。プリオンタンパクは神経

系組織において脂質の酸化を亢進させる方向で影響をおよぼしていることが示唆された（下

図）。この評価系を用いて過酸化した脂質が結合するタンパクの同定を進め、プリオンタン

パクが脂質の酸化に関与して

いるか見極めることで、プリ

オンタンパクの神経細胞内で

の本来的役割の考察を進める。

以上の結果より、健常な牛の

神経組織においては、プリオ

ンタンパクはタンパクが酸化

されにくくしていることが濃

厚となった。プリオンの遺伝

子を欠失した牛の神経細胞で

は、タンパクが酸化され、そ

の機能が傷害されやすくなっ

て神経疾患に陥りやすくなっ

ていると考察された。しかしながら、プリオン遺伝子欠失牛の脂質は過酸化が抑制されてお

り、プリオンタンパクが細胞膜上に位置している脂質の酸化に関与している可能性が高いこ

とが示唆された。ただし、この結果は thiobarbituric acid 反応性物質（ＴＢＡ）の量を脂

質過酸化物の量として測定した結果のみであり、プリオンタンパクが健常な牛の神経組織の

脂質を酸化促進しているか否かを確認するためには脂質過酸化物によるタンパクの変性の確

認等の複数の裏付けデータを得なくてはならないので、この点に注力して精査を進めている。 

 

（２）全体の研究成果 

平成１９年１１月に全国農業組合連合会の中央研究所と胚移植（ＥＴ）センターの技術開発に

より、我が国で初めて bovine spongiform encephalopathy（ＢＳＥ）の病因であるプリオンの遺

伝子（プリオン）をホモにノックアウト（ＫＯ）した黒毛和種の雌牛が生産された。米国では約

２年先行してプリオンＫＯホルスタイン種雄牛が生産されたが、雌牛での成功は世界に先駆けた

ものであった。マウスと異なり牛の胚性幹細胞（ＥＳ）細胞は確立しておらず、かつ性成熟まで

の期間が長いので、ＫＯ牛の作出には手間と時間のかかる複雑なプロセスが必要である。具体的

には、最初に、牛の発生初期の胎仔の線維芽細胞を体外で培養し、これを用いてヘテロプリオン

ＫＯ細胞を作出する。これの核をあらかじめ核を抜いておいた（脱核）卵母細胞に移植（核移植）

して初期胚とし、これを胚盤胞まで体外で成熟培養したものを仮母牛（レシーピエント牛・受胚

牛）の子宮に移植（胚移植）し、着床させて胚発生を進める（１次体細胞クローン牛の作出）。

このようにして作出した発生初期の胎仔から再び線維芽細胞を調製して体外で培養し、これを用

いてホモプリオンＫＯ細胞を作出する。このホモＫＯ細胞の核を脱核した卵母細胞に核移植して

ホモプリオンＫＯ初期胚を作出する。この胚をレシーピエント牛の子宮に胚移植して２次体細胞
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クローン牛を作出する（２次体細胞クローン牛の作出）。昨年度は、２次体細胞クローン牛（プ

リオン遺伝子ホモＫＯ牛）作出のために５頭のレシーピエント牛を用い、各々にホモプリオンＫ

Ｏ初期胚を２胚ずつ移植した。その結果４頭（うち２頭は双子妊娠）で着床が認められ、これら

は順調に妊娠が推移して出産に漕ぎ着け、６頭のプリオンＫＯ雌牛を作出することができた。し

かしながら、６頭のうちの１頭は誕生の直後に原因不明で死亡し、１頭は過大仔で分娩時事故に

よって死亡した（牛や豚などの家畜だけでなくマウスなどの実験動物でも、体細胞核クローン動

物の胎仔は巨大仔となり、分娩時期に流産したり、出産時に死産となることが多い）。残りの４

頭は正常（健康体）であった。プリオン遺伝子ノックアウトの影響を生化学および病理学的に精

査するために、これらの全てを経時的に安楽殺して全身の臓器を採取した（２頭は生後３ヶ月齢

で、１頭ずつを５ヶ月齢と１２ヶ月齢）。これらを用いてその特性の精査を継続し、下記の成果

を得た。 

 

１）正常に誕生したプリオン遺伝子ホモＫＯ牛のゲノムのＰＣＲ解析では、全ての諸臓器（脳、

脊髄、脾臓、肝臓、腎臓、肺、心臓、筋肉、消化管など）においてプリオンタンパクをコード

する遺伝子領域が欠失していること、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛では loxP/Cre 組換え反応によ

りノックアウトベクター中の薬剤耐性遺伝子境域は完全に除去されているがベクター由来の

loxP 配列を含む外来遺伝子（328 bp）が存在することが確認できた。これを除去するために、

外来遺伝子除去に有効と考えられるベクターを数種類設計して有効性を検討しているが、未だ

十分なものを構築するにいたっていないので、平成２２年度も継続して取り組む。 

 

２）プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の諸臓器のいずれにおいてもプリオン mRNA が検出されず、mRNA

レベルでもノックアウトされていたが、多くの臓器において外来遺伝子の発現が認められ、こ

れの完全な除去が必要であると考えられた。 

 

３）プリオン遺伝子ホモＫＯ牛のいずれの諸臓器においても病理組織学的異常所見は認められず、

細胞と組織の形態形成は正常であると考えられた。 

 

４）プリオンＫＯ操作に起因するエピジェネティックな変化の有無を検討するため、諸臓器より

ゲノムＤＮＡを抽出してプリオン遺伝子のメチル化を調べた。48887 - 50730 の 1,844 bp 中に

CpG island が存在することが推定できたので、バイサルファイト・シークエンス法を用いてメ

チル化部位の特定を進めたが、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛のゲノム上にｍＣの存在は確認でき

ていない。 

 

５）プリオンＫＯ操作によるタンパクプロファイルの変化を主に２次元電気泳動法にて検索し、

脾臓、脊髄などでは対照と類似していたが、大脳、扁桃では、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛に特

有のスポットが認められた。ノックアウト操作により、タンパクプロファイルが変化する可能

性が示唆された。 

 

６）平成２０年度にタンパクの酸化ストレスの代表的指標であるカルボニル化状態をプリオン遺

伝子ホモＫＯ牛と対照牛間で比較したところ、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の脳では数種のタン

パクがカルボニル化していることが分かったので、この現象の機構を理解するためにタンパク

のカルボニル化を in vitro 系で測定できる測定系を確立した。これを用いてプリオン遺伝子ホ

モＫＯ牛と対照牛の神経組織におけるタンパクカルボニル化を測定したところ、プリオン遺伝

子ホモＫＯ牛の神経組織でより多くカルボニル化されていることが分かった。牛の神経組織に
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おいては、プリオンタンパクはタンパクが酸化されにくくしていることが濃厚となった。とこ

ろが、両者の神経組織の脂質の過酸化を in vitro 測定系で比較したところ、プリオン遺伝子ホ

モＫＯ牛とでは脂質酸化が抑制されていたことから、プリオンタンパクは神経系組織において

脂質の酸化を亢進させる方向で影響を及ぼしていると考えられた。 
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Ⅳ 平成２２年度研究成果報告 

１ 平成２２年度の研究目標 

わが国で独自に開発された牛胎仔由来リサイクル体細胞核移植法により、プリオン遺伝子をホモ

ノックアウトしたクローン牛（プリオン遺伝子ＫＯ牛）が胚移植により誕生した。加齢に伴いプリ

オン遺伝子の欠損が牛にどのような影響を与えるかを分子生物学的、臨床的、病理学的に評価し、

牛における正常プリオンタンパクの機能を解明すること、性成熟に達した時点で、この遺伝形質が

配偶子に安定して継代されるか否かを受精卵で確認すること、およびプリオン遺伝子を欠損する有

用性を細胞などプリオン遺伝子を欠損する有用性を食品の原料、動物用医薬品の利用面からヒトへ

の健康影響評価をすることが目的である。そのために、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛、対照クローン

牛作成法の改良遺伝子を検討、作出された牛を用いて、ｍＲＮＡや、プリオンタンパクの発現の有

無を確認する。また、プリオン遺伝子ＫＯ牛の臨床データの取得、臨床病理学的解析、生殖細胞の

解析により、プリオン遺伝子ＫＯ牛の特性を解析する。さらに、血液成分、性ホルモン/代謝酵素系、

薬物代謝系、脳内酸化変性タンパク等の網羅的解析を行い、プリオンタンパク欠失による生体内代

謝酵素系や抗酸化作用等への影響を解明する。 

 

２ 平成２２年度の主な研究成果 

（１）研究項目ごとの研究成果の概要 

１）「プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の特性の解析」 

（分担研究者：東京大学 眞鍋昇、吉川泰弘、小野憲一郎、 

協力研究者：濱崎裕子、小野山一郎） 

① 研究目的 

プリオン遺伝子ＫＯ牛の発育に伴う臨床性状の確認およびプリオン遺伝子を欠失させるこ

とが加齢に伴ってどのような影響を与えるのか検討することを目的としている。 

 

② 研究方法 

平成２１年度までに得られたＫＯ牛および対象健常牛２の大脳、脊髄、扁桃などを用いて、

それぞれの組織で発現しているタンパクをＬＣ－ＭＳ/ＭＳを利用したショットガン法によ

り網羅的に解析した。 

 

③ 研究成果 

平成２１年度、プロテオーム解析により変化の見られた大脳、扁桃、および脊髄のプロテ

オーム解析を行った。ＬＣ－ＭＳ/ＭＳから得られた、ＭＳおよびＭＳ/ＭＳの値より、デー

タベースとして Mascot（Matrix Science）を用い、タンパクの同定を行った。なお､Minimam 

Protein 99%, Min Peptide ９５％、３個以上をタンパクの同定条件とした。また、全体にお

ける発現量を検討するために、解析には、スペクトラムのカウント数を基とする､Scaffold 3 

(Proteome Software)の Quantitative Value を用いた。その結果、全体として、８７２タン

パクが同定された。各組織における詳細な結果は以下のとおりである。 

 

大脳：大脳においては、健常牛５２６タンパク、ＫＯ牛６９５タンパクがそれぞれ同定さ

れ、そのうち５０４タンパクは共通であった。同定されたタンパクのうち２９７タンパクで

は、Gene Ontology （ＧＯ）が報告されている。biological processとしてはcellular process、

metabolic process、biological regulation の順に多く検出された。cellular compartment

に関しては、cytoplasm、intracellular organelle、organelle part の順に多く、molecular 
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function に関しては、molecular function, binding, catalytic activity の順に多く検出

された（次頁からの図Ａ、ＢおよびＣ参照）。 
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また、大脳組織から尿素抽出とトリプシン消化して調製したタンパクをＬＣ－ＭＳ/ＭＳに

て分析し、ＭＳおよびＭＳ/ＭＳの値より同定するとともに量的変化を調べた。健常牛および

ＫＯ牛それぞれから検出されたタンパクに関する発現量の差異に関して比較解析した結果、

Ｇ検定により１５８タンパクに有意差が認められた（ｐ＜０.０５・前頁下図）。ＫＯ牛のう

ち１頭は健常牛と顕著に発現量の違うタンパクが検出されたが、もう１頭は健常牛とも発現

パターンが似ており、ＫＯ牛特異的発現のパターンを示すタンパクとして、Ｇ検定にて優位

差の認められたタンパクから、５４タンパクを抽出、ＫＯ牛特異的発現パターンを示すタン

パク候補とした。これらのＫＯ牛特異的発現パターンを示すタンパク候補のＧＯの詳細は、

function として nucleotide binding、protein binding、hydrolase activity など、process

として neurofilament cytoskeleton organization、intermediate filament bundle assembly、

microtubule cytoskeleton organization などであった。これらの結果より、今後は、細胞

骨格系などに関連するタンパクを中心に、検討しなくてはならない。 

 

脊髄：健常牛５１８タンパク、ＫＯ牛４９４タンパクがそれぞれ同定され、そのうち４４

６タンパクは共通であった。同定されたタンパクのうち Gene Ontology（ＧＯ）が報告され

ているものは、２２２タンパク存在した。Biological process としては cellular process、

metabolic process、biological regulation の順に多く検出された（次頁からの図Ａ、Ｂお

よびＣ参照）｡ 
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Cellular compartment に関しては cytoplasm、intracellular organelle、organelle part

の順に多く､molecular function に関しては molecular function、binding, catalytic 

activity の順に多く検出された。 

 

 

 

脊髄組織から尿素抽出とトリプシン消化して調製したタンパクをＬＣ－ＭＳ/ＭＳにて分

析し、ＭＳおよびＭＳ/ＭＳの値より同定するとともに量的変化を調べた。健常牛およびＫＯ

牛それぞれから検出されたタンパクに関する発現量の差異に関して比較解析した結果、Ｇ検

定により４０タンパクに有意差が認められた（ｐ＜０．０５・上図参照）。ＫＯ牛のうち１頭

は健常牛と顕著に発現量の違うタンパクが検出されたが、もう１頭は健常牛とも発現パター

ンが似ており、ＫＯ牛特異的発現のパターンを示すタンパクとして、Ｇ検定にて優位差の認

められたタンパクから、３７タンパクを抽出、ＫＯ牛特異的発現パターンを示すタンパク候

補とした。これらのＫＯ牛特異的発現パターンを示すタンパク候補のＧＯの詳細は、function

として protein binding、serine-type endopeptidase inhibitor activity、nucleotide 

binding など、process として transport、cell adhesion、vesicle-mediated transport な

どであった。これらの結果より、今後は、輸送、細胞接着などに関連するタンパクを中心に、

検討しなくてはならない。 

 

扁桃：健常牛５９８タンパク、ＫＯ牛６２１タンパクがそれぞれ同定され、そのうち５７

２タンパクは共通であった。同定されたタンパクのうち、Gene Ontology（ＧＯ）が報告され

ているものは、２５２タンパク存在した。Biological process としてはcellular process、

metabolic process、biological regulationの順に多く検出された｡Cellular compartment

に関しては､intracellular organelle、cytoplasm、organelle partの順に多く、molecular 

functionに関してはmolecular function、binding、catalytic activityの順に多く検出され

た（次頁からの図Ａ、ＢおよびＣ参照）。 

扁桃組織から尿素抽出とトリプシン消化して調製したタンパクをＬＣ－ＭＳ/ＭＳにて分
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析し、ＭＳおよびＭＳ/ＭＳの値より同定するとともに量的変化を調べた。健常牛およびＫＯ

牛それぞれから検出されたタンパクに関する発現量の差異に関して比較解析した結果、Ｇ検

定により１４７タンパクに有意差が認められた（Ｐ＜０.０５、前頁下図）。ＫＯ牛のうち１

頭は健常牛と顕著に発現量の違うタンパクが検出されたが、もう１頭は健常牛とも発現パタ

ーンが似ており、ＫＯ牛特異的発現のパターンを示すタンパクとして、Ｇ検定にて優位差の

認められたタンパクから、１３７タンパクを抽出、ＫＯ牛特異的発現パターンを示すタンパ

ク候補とした。これらのＫＯ牛特異的発現パターンを示すタンパク候補のＧＯの詳細は、

Function として protein binding、nucleotide binding、structural molecule activity な

ど、process として cell adhesion、transport、RNA splicing などであった。これらの結果

より、今後は細胞接着、輸送、転写後修飾などに関連するタンパクを中心に、検討していく

必要がある。 

扁桃組織から尿素抽出とトリプシン消化して調製したタンパクをＬＣ－ＭＳ/ＭＳにて分

析し、ＭＳおよびＭＳ/ＭＳの値より同定するとともに量的変化を調べた。 

大脳、脊髄、扁桃の３組織に関して検討したが、プロテインプロファイルは、それぞれの

組織で特徴的であった。さらにＫＯ牛と健常牛との比較解析により、いくつかの特異的発現

パターンを示すタンパク群も見つけられた。これらの候補の中には、他の疾患でも注目され

ているものもあり、ＫＯ牛と健常牛の臨床状態を調べていくうえでも、重要な情報が得られ

ると考える。 
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２）「プリオン遺伝子ＫＯ牛、対照クローン牛の作成と改良法の検討」 

（分担研究者：全農飼料畜産中央研究所 千代豊、協力研究者：浦川真実、出田篤司） 

① 研究目的 

プリオン遺伝子ホモＫＯ牛、および対照群として、同一の体細胞由来クローン牛を作成す

る。また、現在のプリオン欠損部位に残っているＫＯベクタープラスミド由来の塩基配列を

除去する方法の検討を進める。 

 

② 研究方法 

外来遺伝子を残さないＫＯ法の開発を進めた。即ち、現行のＫＯ操作では、プリオン欠損

部位にプラスミド由来の塩基配列（ｌｏｘＰ配列を含むプラスミド由来の３２８塩基対）が

残る。そこで本研究においては、ノックアウトベクター中に自殺遺伝子を導入した新規のベ

クターを構築し、２回の相同遺伝子組換え操作を経て外来遺伝子を除去する方法の検討を実

施した。 

 

③ 研究の成果 

ＫＯベクター中に自殺遺伝子である herpes virus thymidine kinase（ＴＫ）遺伝子また

は大腸菌（E. coli）の cytosine deaminase（ＣｏｄＡ）遺伝子を組み込んだベクターを使

用し、最初の相同組換え操作においてプリオンヘテロＫＯ－自殺遺伝子ノックイン（ＫＩ）

細胞株の樹立を行った。その結果、下表に示すように両者のベクターにおいて、高率にプリ

オンヘテロＫＯ－自殺遺伝子ノックイン（ＫＩ）細胞コロニーの出現が確認できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

細胞コロニー中で増殖性が優れたコロニーより細胞株の樹立を行い、プリオンヘテロＫＯ－ＴＫ－
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図. 外来遺伝子を残さないＫＯ法の概略：樹立した＃１－５株および＃１－３０株を使用し、自殺遺伝子の選別効果（プ

リオンヘテロＫＯ－ＴＫ－ＫＩ細胞の＃１－５株に対してはガンシクロビル（ＧＣＶ）添加し、プリオンヘテロＫＯ－

ＣｏｄＡ－ＫＩ細胞の＃１－３０株に対しては５－Fluorocytosine（５－ＦＣ）添加して調べた。プリオンヘテロＫＯ

－ＴＫ－ＫＩ細胞＃１－５株に対しＧＣＶ添加することにより細胞増殖が顕著に阻害された。一方野生型９０６株に対

しては増殖抑制が起きない事が確認できた。しかしながら、プリオンヘテロＫＯ－ＣｏｄＡ－ＫＩ細胞＃１－３０株に

対する５－ＦＣ添加は、野生型９０６株に対する５－ＦＣ添加とほぼ同一で、ＣｏｄＡ遺伝子による細胞増殖抑制効果

は確認出来なかった。 

 

ＫＩ細胞として＃１－５株を、プリオンヘテロＫＯ－ＣｏｄＡ－ＫＩ細胞として＃１－９

株および＃１－３０株を、それぞれ樹立した。ついでこのようにして樹立した＃１－５株（プ

リオンヘテロＫＯ－ＴＫ－ＫＩ細胞）と＃１－３０株（プリオンヘテロＫＯ－ＣｏｄＡ－Ｋ

Ｉ細胞）を供試し、自殺遺伝子の選別効果を調べた。＃１－５株に対してはガンシクロビル

（ＧＣＶ）添加し、＃１－３０株に対しては５－Fluorocytosine（５－ＦＣ）添加）を調査

した。プリオンヘテロＫＯ－ＴＫ－ＫＩ細胞である＃１－５株に対してＧＣＶを添加するこ
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とにより細胞増殖が顕著に阻害された。しかし野生型９０６株に対してはＧＣＶを添加して

も増殖抑制が起きないことが確認できた。他方、プリオンヘテロＫＯ－ＣｏｄＡ－ＫＩ細胞

である＃１－３０株と野生型９０６株に対して５－ＦＣを添加した場合には、同程度に細胞

増殖が抑制された。このように、５－ＦＣ添加ではＣｏｄＡ遺伝子による細胞増殖抑制効果

は確認出来なかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

細胞増殖阻害効果が確認できた＃１－５株を使用し、外来遺伝子除去ベクターｐＰｒＰ－

ＲＥによる相同組換え試験を実施した結果、７８６ｗｅｌｌ解析中１ｗｅｌｌにおいてｐＰ

ｒＰ－ＲＥベクターとＰｒＰヘテロＫＯ－ＴＫノックイン細胞ゲノム間で相同組換えが起き

たことを示唆するＰＣＲ増幅が観察された。しかしながら、＃１－５株は細胞増殖能力がか

なり低下している（相同組換え操作を１回実施しており約３０日間継続培養した状態にある）

ことから、細胞株の樹立は不可能と判断された。 

この問題を解決するため、＃１－５株をドナーとした核移植・胎仔細胞樹立試験を実施し

た。その結果、１胎仔を回収し胎仔細胞株を樹立する事が出来た。樹立した＃１－５由来胎

仔細胞株を使用し、自殺遺伝子の選別効果を調査した。＃１－５由来胎仔細胞株はオリジナ

ルの＃１－５株とは異なりＧＣＶ添加による細胞増殖阻害が起こらない細胞に変化した。ゲ

ノム中のＴＫ遺伝子の存在は確認できたことから、核移植操作、その後の発生過程でＴＫ遺

伝子のプロモーターであるＭＣ１プロモーターが何らかの修飾を受けサイレンシングされた

可能性が考えられる。今後、ＴＫ遺伝子のプロモーターをＭＣ１から別のプロモーター（Ｐ
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ＧＫ，ＳＶ４０等）に変更し試験する必要がある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ノックアウトベクター中に自殺遺伝子（ＴＫ）を導入したベクターシステムを 用いるこ

とにより、外来遺伝子を含まないかたちでＰｒＰを含む特定遺伝子のＫＯができる可能性が

示唆された。今後、この可能性を検証するためベクターを再構築し、増殖能力の高いＰｒＰ

ヘテロＫＯ－ＴＫノックイン胎仔細胞株を樹立し、さらなる試験が必要と考えられる。 

 

 

３）「プリオン遺伝子ＫＯ牛の生化学的解析」 

（分担研究者：酪農学園大学 横田博、 

協力研究者：松田一哉、宮庄拓、野村幸子、奥村佳奈子） 

① 研究目的：プリオンは、細胞の酸化ストレスを防御する super oxide dismutase（ＳＯＤ）
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活性を担っており、プリオンをノックアウトしたマウスでは細胞の自然死であるアポトーシ

スが誘発されるという報告があるが、牛における役割は不明である。マウスと同様であれば、

ホモプリオン遺伝子ＫＯ牛の神経細胞は酸化ストレスを受け易く、増殖・成長過程で重要な

障害を受ける可能性がある。これを確認するために、これまでにホモプリオン遺伝子ＫＯ牛

の神経（延髄）細胞中の酸化ストレスに関連している一群の酵素（ＳＯＤ、Caspase-3、

Caspase-7、protein disulfide isomerase：ＰＤＩ）の活性をノックアウトしていない牛の

それと比較した。さらに神経組織内の酸化状態をカルボニル化タンパクを検出することで比

較した。その結果、これら酸化ストレス関連酵素の活性は、両者間で有意な差異が認められ

なかったが、ホモプリオン遺伝子ＫＯ牛の神経組織では数種のタンパクのカルボニル化が観

察された。この結果から、抗酸化作用を有するプリオンタンパクを欠失したことにより、神

経タンパクの酸化が促進されたことが推察された。プリオンタンパク欠失による神経組織に

おけるタンパクの酸化促進を明らかにする目的で in vitro でのタンパク酸化反応系を確立し、

プリオンタンパク欠失牛神経のタンパクが酸化を受けやすいか否かを確認し、併せて脂質の

易酸化性も検討した。加えてプリオンタンパク欠損神経組織では、脂質過酸化およびタンパ

クの酸化が速く進み、酸化ストレスを受けやすいことが明らかとすることが目的である。 

 

② 研究方法：ホモプリオン遺伝子ＫＯ牛や対照牛の神経組織ホモギネートを調製し、in vitro

系での酸化反応系によって標本中のタンパクのカルボニル化を測定した。併行して、牛の神

経組織ホモギネートに活性酸素を発生させる目的で FeCl2 を添加し、これに含まれる脂質の

過酸化によって生じる malondialdehyde などの thiobarbituric acid 反応性物質を測定する

ことで、脂質の過酸化の程度を評価した。細胞のタンパクの酸化は様々な障害や疾病へと発

展する引き金の役目を担っており、中でもタンパクのカルボニル化は不可逆的な反応で、ア

ルギニンの分解を誘導するのでタンパクの機能障害を示唆する重要な指標である。試験管内

フェントン反応系で、神経組織ホモギネートに活性酸素を発生させ、脂質過酸化物や神経タ

ンパクの酸化（カルボニル化）を生じさせることに成功した。 

 

③ 研究成果：Caspase-3、Caspase-7、ＳＯＤ活性にはコントロールに比べ変化は無かったが、

ＰＤＩ活性は上昇傾向にあった。神経組織における脂質過酸化物や神経タンパクのカルボニ

ル化を測定（脂質過酸化反応の結果生じたＭＤＡ－ＴＢＡを測定）したところ、プリオンタ

ンパクを欠失しているＫＯ牛の神経ホモジネートの脂質過酸化割合はコントロール牛のそれ

より高く、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛神経細胞の方が酸化が進行していることが推測された

（下図）。タンパクのカルボニル化もプリオン欠失神経細胞では速く進行し酸化され易い結果

となった。 
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そこでカルボニル化タンパクを同定するために、二次元電気泳動を行った。その結果を次

頁にします。図中のＡとＢは試験管内フェントン反応前のタンパクの電気泳動像、ＣとＤは

反応後のタンパクを二次元電気泳動し、カルボニル化を検出した像である。プリオンタンパ

クを欠失した牛の神経細胞のタンパクが多く酸化された（Ｄ）。特に２０ｋＤａ附近の５種類

の蛋白質（次頁の図中の赤矢）がプリオンタンパクの欠失により新たに酸化されたことが分

かった。 
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プリオンタンパクを欠失した牛の神経細胞のタンパクに験管内フェントン反応を施し、そ

の後 Caspase3/7 活性を測定した。プリオン欠失ウシの神経細胞で Caspase3/7 活性が有為に

上昇し、アポトーシスが進行していることが予測された（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

牛において、プリオンタンパクは神経細胞の脂質やタンパクの酸化を抑制する働きを有し

ていることが濃厚となった。よってプリオンタンパク遺伝子ＫＯ牛ではその飼育過程におい

て、神経細胞の脂質過酸化やタンパク酸化が生じやすく、アポトーシスが生じて細胞傷害さ

れ、神経疾患に陥りやすいと考えられる。酸化タンパクの二次元電気泳動の結果、プリオン

欠失により２０ｋＤａ附近の５つの低分子量タンパクが酸化されていた。今後このタンパク

の特定を行うことにより、プリオンが酸化抑制しているタンパクが判明する。すなわちこの

相互作用を解析することで、プリオンの生理的役割を更に詳しく解析出来る可能性がある。

このようにすることで、プリオン欠失牛の飼育やその牛からの畜産製品の加工時などに留意

する点が明確になってくる。 

 

（２）全体の研究成果 

１）全体の研究成果の要旨 

正常に誕生したプリオン遺伝子ＫＯ牛の全ての臓器（脳、脊髄、脾臓、肝臓、腎臓、肺、心

臓、筋肉、消化管など）でプリオンタンパクをコードする遺伝子領域が欠失していること、プ

リオン遺伝子ＫＯ牛では loxP/Cre 組換え反応によりノックアウトベクター中の薬剤耐性遺伝

子境域は完全に除去されているがベクター由来の loxP 配列を含む外来遺伝子が存在すること

が確認できた。またプリオン遺伝子ＫＯ牛のいずれの諸臓器においてもプリオン mRNA が検出さ

れず、mRNA レベルでもノックアウトされており、かつ病理組織学的異常所見は認められず、細

胞と組織の形態形成は正常であると考えられた。プリオン遺伝子ＫＯ牛の脳ではカルボニル化

しているタンパクがあることからプリオンタンパクはタンパクが酸化されにくくしていること

が示唆されたが、プリオン遺伝子ＫＯ牛とでは脂質酸化が抑制されていたことから、プリオン

タンパクは神経系組織において脂質の酸化を亢進させると考えられた。プリオン遺伝子ＫＯ操

作により、タンパクプロファイルが変化する可能性が示唆された。 

 

２）研究成果 

平成１９年１１月に全国農業組合連合会の中央研究所と胚移植（ＥＴ）センターの技術開発

により、我が国で初めて bovine spongiform encephalopathy（ＢＳＥ）の病因であるプリオン
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の遺伝子（プリオン）をホモにノックアウト（ＫＯ）した黒毛和種の雌牛が生産された。米国

では約２年先行してプリオン遺伝子ＫＯホルスタイン種雄牛が生産されたが、雌牛での成功は

世界に先駆けたものであった。マウスと異なり牛の胚性幹細胞（ＥＳ）細胞は確立しておらず、

かつ性成熟までの期間が長いので、ＫＯ牛の作出には手間と時間のかかる複雑なプロセスが必

要である。具体的には、最初に、牛の発生初期の胎仔の線維芽細胞を体外で培養し、これを用

いてヘテロプリオン遺伝子ＫＯ細胞を作出する。これの核をあらかじめ核を抜いておいた（脱

核）卵母細胞に移植（核移植）して初期胚とし、これを胚盤胞まで体外で成熟培養したものを

仮母牛（レシーピエント牛・受胚牛）の子宮に移植（胚移植）し、着床させて胚発生を進める

（１次体細胞クローン牛の作出）。このようにして作出した発生初期の胎仔から再び線維芽細胞

を調製して体外で培養し、これを用いてホモプリオン遺伝子ＫＯ細胞を作出する。このホモＫ

Ｏ細胞の核を脱核した卵母細胞に核移植してホモプリオン遺伝子ＫＯ初期胚を作出する。この

胚をレシーピエント牛の子宮に胚移植して２次体細胞クローン牛を作出する（２次体細胞クロ

ーン牛の作出）。平成２１年度は、２次体細胞クローン牛（ホモプリオン遺伝子ＫＯ牛）作出の

ために５頭のレシーピエント牛を用い、各々にホモプリオン遺伝子ＫＯ初期胚を２胚ずつ移植

した。その結果４頭（うち２頭は双子妊娠）で着床が認められ、これらは順調に妊娠が推移し

て出産に漕ぎ着け、６頭のプリオン遺伝子ＫＯ雌牛を作出することができた。しかしながら、

６頭のうちの１頭は誕生の直後に原因不明で死亡し、１頭は過大仔で分娩時事故によって死亡

した（牛や豚などの家畜だけでなくマウスなどの実験動物でも、体細胞核クローン動物の胎仔

は巨大仔となり、分娩時期に流産したり、出産時に死産となることが多い）。残りの４頭は正常

（健康体）であった。プリオン遺伝子ノックアウトの影響を生化学および病理学的に精査する

ために、これらの全てを経時的に安楽殺して全身の臓器を採取した（２頭は生後３ヶ月齢で、

１頭ずつを５ヶ月齢と１２ヶ月齢）。２１年度は（１）プリオン遺伝子ＫＯ牛が性成熟の達する

までの成育過程における正常性を経時的にモニタリングすること、（２）性成熟に達した場合に

性腺、生殖器官、生殖に関わる内分泌系（特に、脳下垂体系）が正常に機能することおよび（３）

生殖細胞（卵母細胞）が正常に成熟して受精能を獲得していることの確認、ならびに（４）１

次体細胞クローン牛作出効率の一段の改善法の開発のために新たにホモプリオン遺伝子ＫＯ牛

を生産した。すなわち、対照群としては、胎仔から調製した線維芽細胞を用いて核移植を行っ

た初期胚を２頭のレシーピエント牛の子宮に２胚ずつ移植した。なお、前回は体細胞核移植の

効率がよくなかったので、これを高めるために細胞周期が初期Ｇ１期になるようコントロール

したドナー細胞を使用し、効率を大幅に向上させることができた。レシーピエント牛のうちの

１頭は、妊娠２１２日（牛の妊娠期間は約２８０日で、妊娠初期と後期に流産し易い）で流産

したが、残りの１頭は妊娠を維持して２頭（双子）を出産した。プリオン遺伝子ＫＯ牛生産の

ためには、上記のようにして作製したホモプリオン遺伝子ＫＯ初期胚を２頭のレシーピエント

牛の子宮に２胚ずつ移植した。１頭は双仔で残りは単仔であった。これらは分娩期まで約２８

０日間妊娠を維持できたが、プリオン遺伝子ＫＯ胎仔を２仔妊娠したレシーピエント牛は、分

娩時に難産となり、残念ながら２胎仔とも死産となってしまった（臓器を病理組織学的に調べ

たが、特記すべき異常所見は得られておらず、死産の原因は体細胞クローン胎仔特有の過剰発

育に起因する可能性が高い）。プリオン遺伝子ＫＯ胎仔を１仔妊娠したレシーピエント牛は、分

娩予定日を越えても明確な分娩兆候が確認出来なかったので、緊急に帝王切開術を施して仔牛

を救命した。このように、１頭のプリオン遺伝子ＫＯ牛と２頭の対照牛の作出に成功した。１

回目のプリオン遺伝子ＫＯ牛は、いずれも次世代の配偶子を取るまで飼育しなかったので、２

回目の牛は、性成熟に達するまで経時的に臨床検査などを継続して発育過程の生理特性を明ら

かにするとともに、性成熟後は、生殖系や内分泌系および雌性生殖細胞の正常性を見極めよう

としている。臨床所見として、第１回目と２回目のホモプリオン遺伝子ＫＯ牛は、下半身、特
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に腰部と大腿部の発育が悪く、脆弱であり、離乳期を経た後も気管支炎などを発症し易く、し

ばしば下痢気味になるなど免疫系および消化器系が脆弱である兆候を示していた。ただし、対

照の体細胞核クローン牛でも腰部の脆弱性がうかがわれるので、両者を比較して、用いた線維

芽細胞に起因するものなのか、遺伝子のホモノックアウト操作過程で細胞のゲノムに生じた変

異に起因するものなのか、あるいはプリオン遺伝子のホモノックアウトそのものに起因するも

のなのか精査している。加えて、平成２１年度に安楽死させた第１回目のホモプリオン遺伝子

ＫＯ牛を用いてその特性の精査を継続して得た成果は下記のとおりである。 

 

(1) プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の特性の解析：本研究では、プリオン遺伝子ＫＯ牛の性状の確

認、および、プリオン遺伝子を欠失させることが、加齢に伴い牛にどのような影響を与える

かを検討することを目的としている。平成２２年度は、３ヶ月齢雌２頭、５ヶ月齢雌１頭、

および１歳齢雌１頭、計４頭のプリオン遺伝子ＫＯ牛から得られた脳、脊髄、脾臓、肝臓、

腎臓、肺、心臓、筋肉、消化管などの各臓器を用いて、プリオン遺伝子ＫＯ牛の臨床病理学

的解析、および、プリオン遺伝子の発現解析を行った。プリオン遺伝子ＫＯ牛の全身状態を

確認するため、サンプリングにより得られた各臓器を、パラホルムアルデヒド溶液で固定後、

パラフィンブロックを作成した。１歳齢のプリオン遺伝子ＫＯ牛以外の３頭のサンプルにつ

いては、脳など代表的な組織に関して、薄切後、ＨＥ染色を行ったが、現在のところ、特に

異常と思われる所見は得られていない。一方で、凍結保存された各サンプルを用いて、ＲＴ

－ＰＣＲを行い、プリオン遺伝子のｍＲＮＡの発現を確認した。まず、対照として２ヶ月齢

ホルスタイン雄のサンプルを用いたＲＴ－ＰＣＲによりｃＤＮＡを合成した。得られたｃＤ

ＮＡのうち、大脳、および肝臓のｃＤＮＡを用いてＰＣＲの各条件を検討、決定した。この

条件下で、各臓器由来サンプルを用いて行ったＰＣＲにより、ホルスタイン牛では多くの臓

器でプリオン遺伝子のｍＲＮＡの発現があり、その発現量は、臓器により差異があることが

確認された。次に、プリオン遺伝子ＫＯ牛を用いて同様の検討を行った。このプリオン遺伝

子ＫＯ牛は、最終的には、プリオン遺伝子のうち、エクソン３の一部（ＯＲＦの大部分を含

む２９１４ｂｐ）が欠損し、その代わりに、ｌｏｘ Ｐを含む外来遺伝子をプリオン遺伝子Ｏ

ＲＦ領域に含む。プリオン遺伝子ＫＯ牛のどの臓器からも、プリオン遺伝子の欠失プリオン

タンパク部分のｍＲＮＡは、検出されず、きちんとノックアウトされていることが確認され

た。さらに、プリオン遺伝子ＫＯ牛のみに発現している外来遺伝子部分を用いて、プリオン

遺伝子ＫＯ牛の各臓器におけるプリオン遺伝子の転写状況を確認するため、外来遺伝子に置

換された領域を含むようなプリオン遺伝子のＯＲＦ部分を含む領域を増幅させるＰＣＲを試

みたところ、多くの臓器において、この領域のｍＲＮＡの発現が確認された。現在、１歳例

のプリオン遺伝子ＫＯ牛のサンプルを用いて、それぞれの解析を進めており、今年度中には、

プリオン遺伝子ＫＯ牛におけるプリオン遺伝子の発現、および、プリオン遺伝子の転写状況

の経時的なｍＲＮＡの発現の変化について検討できると考えている。今後は、パラフィン切

片を用いて、病理組織学的にプリオン遺伝子ＫＯ牛を評価すること、プリオン遺伝子（ｍＲ

ＮＡ）の臓器による発現パターン、量的または経時的な変化に関して検討していく予定であ

り、エピジェネティックな解析も試みたいと考えている。さらに、プロテオーム解析により、

プリオンタンパクが発現されないことにより、細胞内の発現タンパクのプロファイルがどの

ように変化しているのかを解析していく予定である。 

 

(2) プリオン遺伝子ＫＯ牛、対照クローン牛の作成と改良法の検討：プリオン遺伝子ＫＯ牛の

作出：プリオン遺伝子（プリオン）ＫＯ牛の作出は培養体細胞を用いた遺伝子ノックアウト

操作と得られたノックアウト体細胞を使用した核移植クローン操作により実施した。牛プリ



 37

オン遺伝子は３つのエクソンより構成されており、プリオンタンパクをコードする領域はエ

クソン３に位置している。今回、プリオン遺伝子をノックアウトするために使用したノック

アウトベクターは、プリオンタンパクをコードする領域を除去するようにデザインし構築し

た。また、ノックアウトベクターは、選択マーカ遺伝子（ネオマイシン耐性遺伝子）を挟む

かたちにｌｏｘＰ配列が位置しており、Ｃｒｅ組換え酵素処理（Ｃｒｅ発現アデノウイルス）

することにより選択マーカ遺伝子を除去できる構造となっている。このようなベクターを使

用することにより、１種類（本来は２種類必要）のノックアウトベクターを使用してホモノ

ックアウト体細胞株を比較的短期間で樹立することが可能となる。牛胎子由来細胞（線維芽

細胞）を出発材料として２回のノックアウト操作によりホモノックアウト細胞株が得られた。

さらに、このホモノックアウト細胞をドナーとした核移植クローン操作によりプリオン遺伝

子ホモＫＯ牛を作出した。ノックアウト操作の開始からホモＫＯ牛の誕生まで、おおよそ１

４ヶ月を要したが、この作出法は通常の繁殖法（性成熟後のヘテロＫＯ牛のかけ合わせ）と

比べると非常に短期間に作出できる方法と考えられる。樹立されたプリオンホモノックアウ

ト細胞（＃Ｈ２－１４Ｃｒｅ）及び当該細胞をドナーとして作出したクローン胎子由来の細

胞（＃Ｈ２－１４ＣｒｅＮ）におけるゲノム上のプリオン遺伝子の存在様式をＲＴ－ＰＣＲ

法により解析した。樹立されたプリオンホモノックアウト細胞（＃Ｈ２－１４Ｃｒｅおよび

＃Ｈ２－１４ＣｒｅＮ）はプリオンタンパクをコードする遺伝子領域を完全に欠失しており、

プリオンタンパク領域の遺伝子を発現していないことが確認できた。プリオンホモノックア

ウト細胞（＃Ｈ２－１４ＣｒｅＮ）をドナーとして作出したプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の作

出成績では、５頭の受胚牛にプリオン遺伝子ＫＯ胚を２胚ずつ移植し、４頭が妊娠を継続し

（うち２頭は双子妊娠）、６頭のプリオン遺伝子ＫＯ牛を作出することができた。６頭中、１

頭は生後直死、１頭は分娩事故による死産となり、最終的に４頭が正常（健康体）に誕生し

た。正常に誕生した４頭のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛のゲノム遺伝子のＰＣＲ解析の結果で

は、４頭全てにおいてプリオンタンパクをコードする領域が欠失していることが確認できた。

また、死亡した２頭においても同様の解析結果が得られた。 

 

(3) プリオン遺伝子ＫＯ牛の生化学的解析：プリオンタンパクは細胞の酸化ストレスを防御す

る Super oxide Dismutase（ＳＯＤ）活性を担っているという報告が有るので、プリオン遺

伝子をＫＯすると、細胞の自然死であるアポトーシスが誘発される可能性が考えられる。プ

リオン遺伝子をノックアウトした牛の神経は酸化ストレスを受け易く、増殖／成長過程で重

要な障害を受ける可能性を示している。平成２２年度は生後数ヶ月のＫＯ牛の神経（延髄）

細胞中の酸化ストレスに関連している下記酵素活性をＫＯしていない牛のそれと比較した。

さらに、同組織内の酸化状態をカルボニル化タンパクを検出することで比較した。プリオン

遺伝子ＫＯ新生仔牛神経組織のＳＯＤ、Caspase-3、Caspase-7、ＰＤＩ活性を測定した結果、

どの酵素活性もクローン牛のそれと大きな差はなかった。プリオンの本来の機能として予測

される抗酸化作用について明らかにするために、今後、成長過程を追ってこれらの酵素活性

をモニターしてゆくことが求められる。また、プリオンタンパクが抗酸化作用を有している

とすると、プリオン遺伝子ＫＯ新生仔牛神経組織は酸化ストレスを受け易いことが予測され

る。タンパクの酸化ストレスの代表的指標であるカルボニル化状態をクローン牛のそれと比

較したところ、プリオン遺伝子ＫＯ新生仔牛脳では数種のタンパクのカルボニル化が観察さ

れた。この結果は、抗酸化作用を有するプリオンを欠失したことにより、これらのタンパク

の酸化が防御できなかったと推察される。よって、プリオン遺伝子ＫＯ新生仔牛の神経細胞

ではいろんなタンパクが酸化ストレスを受けやすく成長後様々な障害が出現する可能性が考

えられる。 
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３）考察及び結論 

(1) 正常に誕生したプリオン遺伝子ＫＯ牛のゲノムのＰＣＲ解析では、全ての諸臓器（脳、脊

髄、脾臓、肝臓、腎臓、肺、心臓、筋肉、消化管など）においてプリオンタンパクをコード

する遺伝子領域が欠失していること、プリオン遺伝子ＫＯ牛では loxP/Cre 組換え反応により

ノックアウトベクター中の薬剤耐性遺伝子境域は完全に除去されているがベクター由来の

loxP 配列を含む外来遺伝子（328 bp）が存在することが確認できた。これを除去するために、

外来遺伝子除去に有効と考えられるベクターを数種類設計して有効性を検討しているが、未

だ十分なものを構築するにいたっていないので、平成２３年度も継続して取り組む必要があ

る。 

 

(2) プリオン遺伝子ＫＯ牛の諸臓器のいずれにおいてもプリオン mRNA が検出されず、mRNA レ

ベルでもノックアウトされていたが、多くの臓器において外来遺伝子の発現が認められ、こ

れの完全な除去が必要であると考えられた。 

 

(3) プリオン遺伝子ＫＯ牛のいずれの諸臓器においても病理組織学的異常所見は認められず、

細胞と組織の形態形成は正常であると考えられた。 

 

(4) プリオン遺伝子ＫＯ操作に起因するエピジェネティックな変化の有無を検討するため、諸

臓器よりゲノムＤＮＡを抽出してプリオン遺伝子のメチル化を調べた。48887 - 50730 の

1,844 bp 中に CpG island が存在することが推定できたので、バイサルファイト・シークエ

ンス法を用いてメチル化部位の特定を進めたが、ホモプリオン遺伝子ＫＯ牛のゲノム上にｍ

Ｃの存在は確認できていない。 

 

(5) プリオン遺伝子ＫＯ操作によるタンパクプロファイルの変化を主に２次元電気泳動法に

て検索し、脾臓、脊髄などでは対照と類似していたが、大脳、扁桃では、ホモプリオン遺伝

子ＫＯ牛に特有のスポットが認められた。ノックアウト操作により、タンパクプロファイル

が変化する可能性が示唆された。 

 

(6) 平成２１年度にタンパクの酸化ストレスの代表的指標であるカルボニル化状態をホモプ

リオン遺伝子ＫＯ牛と対照牛間で比較したところ、プリオン遺伝子ＫＯ牛の脳では数種のタ

ンパクがカルボニル化していることが分かったので、この現象の機構を理解するためにタン

パクのカルボニル化を in vitro 系で測定できる測定系を確立した。これを用いてホモプリオ

ン遺伝子ＫＯ牛と対照牛の神経組織におけるタンパクカルボニル化を測定したところ、ホモ

プリオン遺伝子ＫＯ牛の神経組織でより多くカルボニル化されていることが分かった。牛の

神経組織においては、プリオンタンパクはタンパクを酸化されにくくしていることが濃厚と

なった。ところが、両者の神経組織の脂質の過酸化を in vitro 測定系で比較したところ、ホ

モプリオン遺伝子ＫＯ牛とでは脂質酸化が抑制されていたことから、プリオンタンパクは神

経系組織において脂質の酸化を亢進させる方向で影響を及ぼしていると考えられた。 
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Ⅴ 研究期間を通じた全体の研究成果 

１. ３年間の主な研究成果 

（１）研究項目ごとの研究成果の概要 

１）「プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の特性の解析」（分担研究者：東大；眞鍋昇、吉川泰弘、小野憲

一郎、協力研究者：濱崎裕子、小野山一郎） 

    本研究でプリオン遺伝子ＫＯ牛の性状の確認、およびプリオン遺伝子を欠失させることが、

加齢に伴い牛にどのような影響を与えるかを検討した。 

北海道士幌町にある全農ＥＴセンターで誕生後６ヶ月間飼育され、その後茨城県にある東大

牧場に移動された動物を用い、１２ヶ月齢にて採材のために安楽殺されるまで経時的に臨床性

状を調べるとともに、３ヶ月齢２頭、５ヶ月齢１頭および１２ヶ月齢１頭のプリオン遺伝子Ｋ

Ｏ牛から得られた脳、脊髄、脾臓、肝臓、腎臓、肺、心臓、筋肉、消化管などの各臓器を用い

てプリオン遺伝子ＫＯ牛の臨床病理学的解析、およびプリオン遺伝子の発現解析を行った。 

脳など代表的な組織に関して、切片に一般染色、免疫染色、in situ hybridyzation などを

施して病理組織学的検査を行ったところ、異常と思われる病理組織学的所見は得られなかった。 

プリオン遺伝子エクソン３の一部（ＯＲＦの大部分を含む 2,914 bp）を欠損し、その代わり

にｌｏｘＰを含む外来遺伝子をプリオン遺伝子ＯＲＦ領域に含む手法でＫＯしたプリオン遺伝

子ＫＯ牛の各種臓器におけるプリオン遺伝子のｍＲＮＡの発現をＲＴ－ＰＣＲ法にて調べた結

果、どの臓器からもプリオン遺伝子の欠失プリオンタンパク部分のｍＲＮＡは検出されず、き

ちんとノックアウトされていることが確認された。さらに、プリオン遺伝子ＫＯ牛のみに発現

している外来遺伝子部分（ノックアウト操作に用いたベクターに依然１つ含まれているｌｏｘ

Ｐ配列を含むプラスミド由来の３２８残基の外来遺伝子）を指標として用いて、プリオン遺伝

子ＫＯ牛の各臓器におけるプリオン遺伝子の転写状況を確認するために外来遺伝子に置換され

た領域を含むようなプリオン遺伝子のＯＲＦ部分を含む領域を増幅させるＰＣＲを試みた結果、

多くの臓器においてこの領域のｍＲＮＡの発現が確認された。 

プリオン遺伝子ホモＫＯ牛においてはタンパクの発現もないことを確認したが、プリオンタ

ンパクが発現されないことによって細胞内の発現タンパクのプロファイルがどのように変化し

ているのかプロテオーム解析（タンパクをＬＣ－ＭＳ/ＭＳを利用したショットガン法により網

羅的に解析）およびエピジェネティック解析の面から精査した。多くの臓器においては明瞭な

変化が認めらなかったが、大脳、脊髄、扁桃においていくつかのタンパクの発現に異常が惹起

されることが分かった。今後その生理的意義を精査しなくてはならない。 

最後に、初めに供したプリオン遺伝子ホモＫＯ牛は、免疫系および消化器系が脆弱である兆

候を示したので、作出のプロセスを検証するために、再度プリオン遺伝子ホモＫＯ牛およびそ

の対照牛（胎仔線維芽細胞の核を用いた体細胞核クローン牛）を作出し、誕生直後からの臨床

生化学的な臨床性状を詳細にフォローし、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛が臨床診断面では健常で

あることを確認した。 

 

２）「プリオン遺伝子ＫＯ牛、対照クローン牛の作成と改良法の検討」（分担研究者：全農飼料畜

産中央研究所 千代豊） 

牛プリオン遺伝子は３つのエクソンより構成されている。プリオンタンパクをコードするエ

クソン３領域を除去するようにデザインしたコンストラクトを作製しノックアウトベクターと

した。このノックアウトベクターは選択マーカ遺伝子としてネオマイシン耐性遺伝子（薬剤耐

性遺伝子）を挟むかたちに loxP 配列を配置させており、Cre 組換え酵素処理（Cre 発現アデノ

ウイルス）することによりノックアウト後には不必要となる選択マーカ遺伝子を除去できる構

造とした。このベクターにより１種類（本来は２種類必要）のノックアウトベクターを使用し
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てホモノックアウト体細胞株を比較的短期間で樹立することが可能となった。 

牛胎子由来の線維芽細胞を出発材料として２回のノックアウト操作を繰り返すことにより、

ホモノックアウト細胞株を得られた。このホモノックアウト細胞をドナーとした核移植クロー

ン操作により、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の作出に成功した。作出したクローン胎子由来の細

胞におけるゲノム上のプリオン遺伝子の存在様式をＲＴ－ＰＣＲ法により解析した結果、樹立

されたプリオンホモノックアウト細胞では確かにプリオンタンパクをコードする遺伝子領域を

完全に欠失しており、プリオンタンパク領域の遺伝子を発現していないことを確認できたので、

プリオンホモノックアウト細胞をドナーとしてプリオン遺伝子ホモＫＯ牛を作出した。 

プリオン遺伝子ホモＫＯ牛のゲノム遺伝子のＰＣＲ解析の結果、全てにおいてプリオンタン

パクをコードする領域が欠失していることが確認できた。 

ところがプリオン遺伝子ホモＫＯ牛ではプラスミド由来の外来性の塩基配列がプリオン遺伝

子欠損部位に残っていることが判明し、これを除去しなくてはならないので、これを除去する

方法の開発を進めた。すなわちノックアウトベクター中に自殺遺伝子を導入した新規ベクター

を構築し、２回の相同遺伝子組換え操作を経て外来遺伝子を除去する方法を開発した。 

初回のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛作出に際して行った体細胞核移植の効率がよくなかったの

で、初期Ｇ１期に細胞周期コントロールしたドナー細胞（除核した卵母細胞）を使用して体細

胞核移植することで、成功率を大幅に向上できた。 

 

３）「プリオン遺伝子ＫＯ牛の生化学的解析」（分担研究者：酪農学園大学横田博、協力研究者：

松田一哉、宮庄拓、 野村幸子、奥村佳奈子） 

    プリオンタンパクは、細胞の酸化ストレスを防御する super oxide dismutase（ＳＯＤ）活

性を担っているという報告が有る。マウスでは、プリオン遺伝子をＫＯすると細胞の自然死で

あるアポトーシスが誘発され易くなる。すなわちプリオン遺伝子ＫＯ動物の神経は酸化ストレ

スを受け易く、増殖・成長過程で重要な障害を受ける可能性を示している。プリオン遺伝子Ｋ

Ｏ牛の脳組織内の神経細胞中の酸化ストレスに関連している（ＳＯＤ、Caspase-3、Caspase-7、

protein disulfide-isomerase：ＰＤＩ）酵素活性とカルボニル化タンパクを指標として同組織

内の酸化状態を調べた。 

プリオンＫＯ牛の神経組織における抗酸化を担う一群の酵素の活性は、どれも対照の体細胞

核クローン牛と有意差がなかった。しかし、プリオンＫＯ牛の脳では数種のタンパクのカルボ

ニル化（カルボニル化は不可逆反応であり、アルギニンの分解を誘導するので、タンパクの機

能障害を示唆する重要な指標である）が認められた。これから抗酸化作用を有するプリオンを

欠失したことにより、タンパクの酸化が防御できなくなってしまったことが推察される。 

そこでプリオンタンパク欠失による神経組織におけるタンパクの酸化促進を精査するために

まず in vitro でのタンパク酸化反応系を確立した。この反応系を供してプリオンタンパク欠失

牛の神経のタンパクが酸化を受け易いことが確認できた。 

脂質の易酸化性［組織ホモギネートに活性酸素を発生させる目的で FeCl2 を添加後、脂質の

過酸化によって生じる malondialdehyde などの thiobarbituric acid 反応性物質（ＴＢＡ）を

測定］も検討し、酸化亢進状態にあることが分かった。今後、加齢にともなう臨床症状を精査

しなくてはならない。 

 

（２）全体の研究成果 

１）全体の研究成果の要旨 

経口的に感染するのみならず孤発性も確認されている牛海綿状脳症（ＢＳＥ）の統御には病

原体であるプリオンタンパクを発現しないようにプリオン遺伝子をホモＫＯした牛の作出しか
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方策がない。プリオン遺伝子ＫＯ牛作出とその特性解明を目的とする本研究開発事業は、食の

安全の担保、牛生体材料を利用した様々な医薬・医療品などの安全確保にとって必須である。

プリオン遺伝子ＫＯ牛では体細胞核移植の効率が悪いので、大幅に改善する手法を開発した。

またプラスミド由来の外来性の塩基配列がプリオン遺伝子欠損部位に残っているのでＫＯベク

ターに自殺遺伝子を導入し、残存外来遺伝子を大幅に減少させることができた。プリオン遺伝

子ＫＯ牛でも体細胞核クローン牛に共通に認められる大きな胎仔と胎盤、自然分娩の困難、新

生仔における高死亡率などは認められるものの、対照（体細胞核クローン牛）と比較した場合、

胎仔においては臨床レベルでの異常、様々な臓器における病理学的異常、生化学的脳神経系に

おける抗酸化系酵素活性の異常などの明瞭な異常は認められなかった。しかし詳細に調べると、

プリオン遺伝子ＫＯ牛では、ＫＯ操作にともなって脳を含む様々な臓器の多様なタンパクの発

現が影響を受けていること、神経系細胞において多くのタンパクの酸化変性や脂質酸化の抑制

が生じていることが判明し、加齢に伴う変化や次世代における健常性を見極めなくてはならな

いことが分かった。 

 

２）研究成果 

    全体を通した研究成果を３つの課題別にまとめ以下に述べる。 

(1) 分担課題：「プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の特性の解析」（分担研究者：東京大学 眞鍋昇、

吉川泰弘、小野憲一郎、協力研究者：濱崎裕子、小野山一郎） 

本課題の研究目的は、わが国で独自に開発された牛胎児由来リサイクル体細胞核移植法に

より、プリオン遺伝子をホモにノックアウト（ＫＯ）したクローン黒毛和種（プリオン遺伝

子ＫＯ牛）が作出できた。具体的には黒毛和種雌牛の胎児線維芽細胞を用いてプリオンホモ

ノックアウト細胞（＃Ｈ２－１４ＣｒｅＮ）を作製し、これをドナーとして、脱核した未受

精卵に核移植を行い、体細胞由来クローン胚を作出した。平成２０年度には、５頭のメス牛

（レシーピエント牛・借腹牛）にプリオンＫＯ初期胚を２胚ずつ合計１０胚を移植した結果

４頭が妊娠し（うち２頭は双子を妊娠）、その結果、６頭のプリオンＫＯ雌黒毛和種を作出す

ることができた。このようにして生産したプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の発育・加齢に伴いプ

リオン遺伝子の欠損が牛にどのような影響を与えるかを分子生物学的、臨床的、病理学的に

評価し、牛における正常プリオンタンパクの機能を解明すること、性成熟に達した時点で、

この遺伝形質が配偶子に安定して継代されるか否かを受精卵で確認すること、およびプリオ

ン遺伝子を欠損する有用性を細胞などプリオン遺伝子を欠損する有用性を食品の原料、動物

用医薬品の利用面からヒトへの健康影響評価をすることが本研究課題の目的である。そのた

めに、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛を用いて、ｍＲＮＡや、プリオンタンパクの発現の有無を

確認する。またプリオン遺伝子ＫＯ牛の臨床データの取得、臨床病理学的解析、生殖細胞の

解析などによりプリオン遺伝子ＫＯ牛の特性を解析する。さらに、血液成分、性ホルモン／

代謝酵素系、薬物代謝系、脳内酸化変性タンパク等の網羅的解析を行い、プリオンタンパク

欠失による生体内代謝酵素系や抗酸化作用等への影響を解明することも重要な目的である。 

平成２０年度は６頭のうちの４頭（３ヶ月齢雌２頭、５ヶ月齢雌１頭および１歳齢雌１頭）

のプリオン遺伝子ＫＯ牛から得られた脳、脊髄、脾臓、肝臓、腎臓、肺、心臓、筋肉、消化

管などの各臓器を用いて、プリオン遺伝子ＫＯ牛の臨床病理学的解析、およびプリオン遺伝

子の発現解析を行った。このプリオン遺伝子ＫＯ牛は、最終的には、プリオン遺伝子のうち、

エクソン３の一部（ＯＲＦの大部分を含む２９１４ｂｐ）が欠損し、その代わりに、ｌｏｘ

Ｐを含む外来遺伝子をプリオン遺伝子ＯＲＦ領域に含む。プリオン遺伝子ＫＯ牛の全身状態

を確認するため、サンプリングにより得られた各臓器を、パラホルムアルデヒド溶液で固定

後、パラフィンブロックを作成した。１歳齢のプリオン遺伝子ＫＯ牛以外の３頭のサンプル
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については、脳など代表的な組織に関して、薄切後、ＨＥ染色を行った。凍結保存した各サ

ンプルを用いて、ＲＴ－ＰＣＲを行い、プリオン遺伝子のｍＲＮＡの発現を確認した。まず、

対照として２ヶ月齢ホルスタイン雄のサンプルを用いたＲＴ－ＰＣＲによりｃＤＮＡを合成

した。得られたｃＤＮＡのうち、大脳、および肝臓のｃＤＮＡを用いてＰＣＲの各条件を検

討・決定した。 

平成２０年度作出したプリオン遺伝子ホモＫＯ牛（１回目）は、北海道士幌町にある全農

ＥＴセンターで誕生後６ヶ月間飼育され、その後茨城県にある東大牧場に移動されたために、

この後から１２ヶ月齢にて採材のために安楽殺されるまで経時的に臨床性状を調べた。この

ため、免疫系および消化器系が脆弱である兆候を示すプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の特性を理

解するために重要な出生直後（誕生直後から１週間の初乳哺乳期は特に免疫系の確立に重要

な時期である）、その後の哺乳時期（１週齢から５０週齢まで）、徐々に反芻胃が発育して

粗飼料を摂食し始める５０週齢以降から性成熟（黒毛和種の初回発情は早くても１２ヶ月齢）

に達するまでの一連の推移を詳細に検討できなかった。 

平成２１年度には２回目のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛を生産した。すなわち、平成２０年

２月に胚移植した妊娠中の母牛を妊娠安定期に北海道の全農ＥＴセンターから東大牧場に移

送して飼育して、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛およびその対照牛（胎仔線維芽細胞の核を用い

た体細胞核クローン牛）の出産、誕生直後からの臨床生化学的な情報臨床性状を詳細にフォ

ローしている。この牛が性成熟に達した後は、雌性配偶子の解析、体外授精、初期胚の体外

成熟培養、レシーピエント牛子宮への胚移植を試み、次世代（Ｆ１）個体におけるプリオン

遺伝子ノックアウトの影響を的確に評価する基盤を確立しようとしている。具体的には、平

成２２年度に生まれたプリオン遺伝子ホモＫＯ牛と対照牛の体尺測定、体温測定、心拍数測

定などを行って臨床所見を随時記録するとともに、定期的に採血して臨床血液学・生化学検

査を行って、健常性のモニタリングを行った。 

併行して、平成２１年度得られたプリオン遺伝子ホモＫＯ牛（出産直後１頭、３ヶ月齢２

頭、５ヶ月齢１頭、１２ヶ月齢１頭）のサンプルを用いた基盤情報の集積を昨年度に引き続

いて行った。平成２１年度生まれたプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の諸臓器（脳、脊髄、脾臓、

肝臓、腎臓、肺、心臓、筋肉、消化管など）におけるプリオン遺伝子およびノックアウト操

作に用いたベクターに依然１つ含まれている loxP 配列を含むプラスミド由来の外来遺伝子

（３２８残基）などの発現解析を行うとともに、エピジェネティック変動の解析およびプロ

テオーム解析を行った。加えて、諸臓器を定法に従って組織切片として一般染色、免疫染色、

in situ hybridyzation などを施して病理組織学的異常の有無を検索した。 

平成２２年度には平成２１年度までに得られたプリオン遺伝子ホモＫＯ牛および対象健常

牛の大脳、脊髄、扁桃などを用いて、それぞれの組織で発現しているタンパクをＬＣ－ＭＳ/

ＭＳを利用したショットガン法により網羅的に解析した。 

これらの研究を行った結果を以下にまとめる。平成２０年度に得たプリオンＫＯ仔牛６頭

のうち、１頭は誕生直後に死亡した。また１頭は分娩時の事故による死産となったため、最

終的に４頭が正常（健康体）に誕生した。４頭のうち２頭は生後３か月で安楽殺し、全身の

臓器を採取した。解剖時に腰部の構造に脆弱性が認められた。また、残りの１頭も腰部・後

肢に脆弱性を示し、飼育柵に挟まれる事故のため切迫と殺した。最後の１頭は東大牧場で飼

育したが、慢性肝機能障害で栄養状態が悪く、ヘルニアを起こしたため開腹手術を実施した。

開腹時に腹腔内に大きな膿瘍が認められた。生誕時の臍帯の化膿が原因と考えられた。衰弱

が激しく手術中に心停止した。本研究では、プリオン遺伝子ＫＯ牛の性状の確認、および、

プリオン遺伝子を欠失させることが、加齢に伴い牛にどのような影響を与えるかを明らかと

した。 
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平成２０年度および平成２１年度に作出したプリオンＫＯ仔牛を用いて血液生化学的検

査、血液学的検査、グロス病理学的検査および脳、脊髄、脾臓、肝臓、腎臓、肺、心臓、筋

肉、消化管などの各臓器標本を用いた病理組織学的検査を行った結果、いずれのパラメター

においても正常値を外れる異常値は検出されず、各臓器の病理組織学的にも異常と思われる

所見は得られなかった。加えてプリオン遺伝子ホモＫＯ牛を、その対照として通常の体細胞

核クローニングのみを行ったクローン対照ならびに全くの自然分娩によって出産した正常牛

（黒毛和種とホルスタイン種の雌牛）と比較して、各臓器由来サンプルを用いて行ったＲＴ

－ＰＣＲにより、ＫＯしていない牛の多くの臓器でプリオン遺伝子のｍＲＮＡとタンパクの

発現があり、その発現量は、臓器により差異があることが確認された。プリオン遺伝子の欠

失プリオンタンパク部分のｍＲＮＡは検出されず、きちんとノックアウトされていることが

確認された。プリオン遺伝子ＫＯ牛は、最終的には、プリオン遺伝子のうち、エクソン３の

一部（ＯＲＦの大部分を含む２，９１４bp）が欠損し、その代わりに、ｌｏｘＰを含む外来

遺伝子をプリオン遺伝子ＯＲＦ領域に含む。このプリオン遺伝子ＫＯ牛のみに発現している

外来遺伝子部分を用いて、プリオン遺伝子ＫＯ牛の各臓器におけるプリオン遺伝子の転写状

況を確認するため、外来遺伝子に置換された領域を含むようなプリオン遺伝子のＯＲＦ部分

を含む領域を増幅させるＰＣＲを試みたところ、多くの臓器において、この領域のｍＲＮＡ

の発現が確認された。対照胚（体細胞核クロン）とホモプリオンＫＯ胚を各々２頭のレシー

ピエント牛に２胚ずつ移植し、着床した。対照胚移植レシーピエント牛のうちの１頭は妊娠

２１２日で流産したが、残りは１１月に双子を出産した。ホモプリオンＫＯ胚移植レシーピ

エント牛は２頭とも分娩期まで妊娠を維持できたが、片方は分娩時に死産となり、残り１頭

は分娩予定日を越えても明確な分娩兆候が確認出来なかったので帝王切開して１頭のプリオ

ン遺伝子ホモＫＯ牛を得た。これら仔牛の成長にともなう臨床特性の推移を調べた。第１回

目と同様に２回目のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛も下半身、特に腰部と大腿部の発育が悪い。

哺乳初期から気管支炎などを発症し易く、しばしば下痢気味であるため成長が悪い。このよ

うに形態形成異常と免疫系および消化器系の脆弱兆候が認められる。ただし対照牛でも腰部

の脆弱性がうかがわれるので、両者を比較してこれらの異常が何に起因するものなのか精査

したが、未解明である。上述のように平成２０年度のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の諸臓器の

病理組織学的検索の結果、特記すべき異常所見は得られなかったが、平成２２年度死産とな

ってしまった個体の病理組織学的検索の結果も同様であり、死産の原因は体細胞クローン胎

仔特有の過剰発育に起因する可能性が高い。 

プリオンＫＯ操作に起因するエピジェネティックな変化の有無を検討するため、第１回目

のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の各臓器よりゲノムＤＮＡを抽出し、それにおける遺伝子のメ

チル化状況について検索した。プリオン遺伝子のメチル化を確認するため、データベースよ

り得られたゲノムシークエンス（AJ298878_1）を用いて CpG island であると予測される部位

を推測した（条件：300 bp<length of island<2,000 bp ､ C+Gs/total bases>50% ､ CpG 

observed/CpG expected>0.6）。その結果、48,887-50,730 の 1,844 bp 中に CpG island が存

在することが推定できた。そこで、この部位に対して実際のゲノムのメチル化の状況を確認

するため、バイサルファイト・シークエンス法を用いてメチル化部位を特定することを試み

た。ゲノム配列からプライマーとなりうる範囲を検索し、およそ４９,３００－５０,２４０

の範囲でシークエンスを行った。バイサルファイト処理によってメチル化されていないＣは

Ｔに変換されるため、全体としてＡＴ/ＧＣ比が極端に大きくなり、ＰＣＲやＤＮＡシークエ

ンスを行うことが極端に困難となるため、実際には３００～５００ ｂｐの小さな領域ずつの

シークエンスを行っている。現在までにプリオン遺伝子ホモＫＯ牛のゲノム上にｍＣの存在

は確認できていない。また、プリオン遺伝子以外のエピジェネティックな変化の解析として、
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網羅的にメチル化を解析するために抽出したゲノムをメチル化感受性酵素ＨｐａＩＩで処理

した後、末端にアダプターを付加し、この末端アダプターを利用してＰＣＲによりゲノムの

増幅を行っている。このようにして得られたゲノム増幅産物を用いて、加齢に伴うメチル化

の推移を検討した。併行して、諸臓器におけるタンパクプロファイルの変化を主に２次元電

気泳動法にて検索した。プリオン遺伝子ホモＫＯ牛（３ヶ月齢）と健常牛の諸臓器からタン

パクを抽出して２次元電気泳動を行ったところ、脾臓、脊髄などでは両者間でタンパクプロ

ファイルが類似していたが、大脳、扁桃では、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛に特有のスポット

が認められた。プリオン遺伝子のノックアウトにより、タンパクのプロファイルが変化する

可能性が示唆された。より詳細なプロテオーム解析を行うことにより、プリオン遺伝子ホモ

ＫＯ牛のタンパク発現レベルでの生化学的特性の把握が可能になると考えられる。 

プロテオーム解析により変化の見られた大脳、脊髄および扁桃の解析を行った。ＬＣ－Ｍ

Ｓ/ＭＳから得られた、ＭＳおよびＭＳ/ＭＳの値より、データベースとして Mascot（Matrix 

Science）を用い、タンパクの同定を行った。なお､Minimam Protein ９９％、Min Peptide ９

５％、３個以上をタンパクの同定条件とした。また、全体における発現量を検討するために、

解析には、スペクトラムのカウント数を基とする､Scaffold 3 (Proteome Software)の

Quantitative Value を用いた。その結果、全体として、８７２タンパクが同定された。 

大脳においては、健常牛５２６タンパク、ＫＯ牛６９５タンパクがそれぞれ同定され、そ

のうち５０４タンパクは共通であった。同定されたタンパクのうち２９７タンパクでは、Gene 

Ontology （ＧＯ）が報告されている。biological process としては cellular process、

metabolic process、biological regulation の順に多く検出された。cellular compartment

に関しては、cytoplasm、intracellular organelle、organelle part の順に多く、molecular 

function に関しては、molecular function, binding, catalytic activity の順に多く検出

された。健常牛およびＫＯ牛それぞれから検出されたタンパクに関する発現量の差異に関し

て比較解析した結果、Ｇ検定により１５８タンパクに有意差が認められた。脊髄においては、

健常牛５１８タンパク、ＫＯ牛４９４タンパクがそれぞれ同定され、そのうち４４６タンパ

クは共通であった。同定されたタンパクのうち Gene Ontology（ＧＯ）が報告されているも

のは、２２２タンパク存在した。Biological process としては cellular process、metabolic 

process、biological regulation の順に多く検出された｡Cellular compartment に関しては

cytoplasm、intracellular organelle、organelle part の順に多く､molecular function に

関しては molecular function、binding, catalytic activity の順に多く検出された。検出

されたタンパクに関する発現量の差異に関して比較解析した結果、Ｇ検定により４０タンパ

クに有意差が認められた。ＫＯ牛のうち１頭は健常牛と顕著に発現量の違うタンパクが検出

されたが、もう１頭は健常牛とも発現パターンが似ており、ＫＯ牛特異的発現のパターンを

示すタンパクとして、Ｇ検定にて優位差の認められたタンパクから、３７タンパクを抽出、

ＫＯ牛特異的発現パターンを示すタンパク候補としてあげられた。扁桃においては、健常牛

５９８タンパク、ＫＯ牛６２１タンパクがそれぞれ同定され、そのうち５７２タンパクは共

通であった。同定されたタンパクのうち、Gene Ontology（ＧＯ）が報告されているものは、

２５２タンパク存在した。Biological process としては cellular process、metabolic 

process、biological regulation の順に多く検出された｡Cellular compartment に関しては､

intracellular organelle、cytoplasm、organelle part の順に多く、molecular function

に関しては molecular function、binding、catalytic activity の順に多く検出された。発

現量の差異に関して比較解析した結果、Ｇ検定により１４７タンパクに有意差が認められた。

ＫＯ牛のうち１頭は健常牛と顕著に発現量の違うタンパクが検出されたが、もう１頭は健常

牛とも発現パターンが似ており、ＫＯ牛特異的発現のパターンを示すタンパクとして、Ｇ検
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定にて優位差の認められたタンパクから、１３７タンパクを抽出、ＫＯ牛特異的発現パター

ンを示すタンパク候補とした。 

大脳、脊髄、扁桃のプロテインプロファイルは、それぞれの組織で特徴的で、ＫＯ牛と健

常牛との比較解析によりいくつかの特異的発現パターンを示すタンパク群も見つけられた。

これらの候補の中には、他の疾患でも注目されているものもあり、ＫＯ牛と健常牛の臨床状

態を調べていくうえでも、重要な情報が得られると考える。 

 

(2) 分担課題：「プリオン遺伝子ＫＯ牛、対照クローン牛の作成と改良法の検討」 

（分担研究者：全農飼料畜産中央研究所 千代豊、協力研究者：浦川真実、出田篤司） 

プリオン遺伝子ホモＫＯ牛および対照群として同一の胎仔由来線維芽細胞の体細胞核を用

いて作製した胚由来クローン牛を作成するとともに、現在の欠損部位に残っているプラスミ

ド由来の外来性の塩基配列を除去する方法の検討を進めることである。加えて作製効率を大

幅に改善する作出方法の開発を進めた。すなわち、プリオン遺伝子をノックアウトするため

に使用したノックアウトベクターは、プリオンタンパクをコードする領域を除去するように

デザインし構築したものであるが、選択マーカ遺伝子（ネオマイシン耐性遺伝子）を挟むか

たちにｌｏｘＰ配列が位置しており、Ｃｒｅ組換え酵素処理（Ｃｒｅ発現アデノウイルス）

することにより選択マーカ遺伝子を除去できる構造となっている。このベクターを使用する

ことによって１種類（本来は２種類必要）のノックアウトベクターを使用してホモノックア

ウト体細胞株を比較的容易に樹立することが可能となり、牛胎子由来線維芽細胞を出発材料

として２回のノックアウト操作によりホモノックアウト細胞株が得られた。さらに、このホ

モノックアウト細胞をドナーとした核移植クローン操作によりプリオン遺伝子ホモＫＯ牛を

作出しできた。ノックアウト操作の開始からホモＫＯ牛の誕生まで、おおよそ１４ヶ月を要

した。この作出法は通常の繁殖法（性成熟後のヘテロＫＯ牛のかけ合わせ）と比べると非常

に短期間に作出できる方法であるが、１年以上も必要であるので、格段の改善が必要である。 

平成２０年度に作出した第１回目のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛は、樹立されたプリオンホ

モノックアウト細胞（＃Ｈ２－１４Ｃｒｅ）及び当該細胞をドナーとして作出したクローン

牛であるが、由来細胞（＃Ｈ２－１４ＣｒｅＮ）におけるゲノム上のプリオン遺伝子の存在

様式をＲＴ－ＰＣＲ法により解析したところ、樹立されたプリオンホモノックアウト細胞（＃

Ｈ２－１４Ｃｒｅおよび＃Ｈ２－１４ＣｒｅＮ）はプリオンタンパクをコードする遺伝子領

域を完全に欠失しており、プリオンタンパク領域の遺伝子を発現していないことが確認でき

た。このプリオンホモノックアウト細胞（＃Ｈ２－１４ＣｒｅＮ）をドナーとして作出した

プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の作出成績では、５頭の受胚牛にプリオンＫＯ胚を２胚ずつ移植

し、４頭が妊娠を継続し（うち２頭は双子妊娠）、６頭のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛を作出

することができた。６頭中、１頭は生後直死、１頭は分娩事故による死産となり、最終的に

４頭が正常（健康体）に誕生した。正常に誕生した４頭のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛のゲノ

ム遺伝子のＰＣＲ解析の結果では、４頭全てにおいてプリオンタンパクをコードする領域が

欠失していることが確認できた。また、死亡した２頭においても同様の解析結果が得られた。 

第２回目では、プリオンＫＯ樹立に使用したオリジナル細胞（胎仔由来線維芽細胞＃９０

６株）をドナーとした核移植クローン牛（対照牛）の作出も併せ行った。核移植の結果、＃

９０６株を用いた核移植において２３個の核移植胚中の１１個（４７．８％）の胚が移植可

能胚（胚盤胞）へと発生した。＃Ｈ２－１４ＣｒｅＮ株を用いた核移植においては、２３個

の核移植胚中、１２個（５２．２％）の胚が移植可能胚へと発生し、両者間で差異はなかっ

た。この高い胚発生率は、体細胞核移植に用いる核を提供するドナー細胞の細胞周期を初期

Ｇ１期に同期できるコントロール法の確立が大きく寄与していると考えられた。子宮に移植
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可能な胚を用いた作出の結果は、対照牛作出において２頭のレシーピエント牛にそれぞれ２

個の移植可能胚を移植し、１頭の受胚牛は妊娠２１２日目で流産したが、残りの１頭は妊娠

を継続して２頭（双子）の対照牛を出産に至ることができた。プリオン遺伝子ホモＫＯ牛作

出においては、２頭のレシーピエント牛にそれぞれ２個の移植可能胚を移植し、２頭（双子

および単子）とも分娩期まで妊娠を継続できた。しかし、プリオンＫＯ２胎仔（双子）を妊

娠した受胚牛は分娩において、難産となり２胎仔とも死産となり、プリオンＫＯ単子妊娠牛

は分娩予日を越えても明確な分娩兆候が確認出来なかったので緊急に帝王切開して仔牛を摘

出した。このように、最終的に１頭のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛と２頭の対照牛が作出でき

た。最後に作出したプリオン遺伝子ホモＫＯ牛では、ｌｏｘＰ／Ｃｒｅ組換え反応によりＫ

Ｏベクター中の薬剤耐性遺伝子境域は完全に除去されているが、依然外来遺伝子（ｌｏｘＰ

配列を含むプラスミド由来の３２８ ｂｐ残基）が１つ含まれている。これを除去しなくて

はならないので、この外来遺伝子除去法の開発を進めた。文献情報等を調査して外来遺伝子

の除去に有効と考えられるベクターを設計し、数種類のベクターを構築して有効性を検討し

たが、不十分なものであった。そこで平成２２年度には、再度基本にもどってベクターの構

築を進めて有効性の確認に取り組んだ。すなわち、ＫＯベクター中に自殺遺伝子である

herpes virus thymidine kinase（ＴＫ）遺伝子または大腸菌（E. coli）の cytosine deaminase

（ＣｏｄＡ）遺伝子を組み込んだベクターを使用し、最初の相同組換え操作においてプリオ

ンヘテロＫＯ－自殺遺伝子ノックイン（ＫＩ）細胞株の樹立を行った。その結果、表に示す

ように両者のベクターにおいて、高率にプリオンヘテロＫＯ－自殺遺伝子ノックイン（ＫＩ）

細胞コロニーの出現が確認できた。細胞コロニー中で増殖性が優れたコロニーより細胞株の

樹立を行い、プリオンヘテロＫＯ－ＴＫ－ＫＩ細胞として＃１－５株を、プリオンヘテロＫ

Ｏ－ＣｏｄＡ－ＫＩ細胞として＃１－９株および＃１－３０株を、それぞれ樹立した。つい

でこれまでにすでに樹立している＃１－５株（プリオンヘテロＫＯ－ＴＫ－ＫＩ細胞）と＃

１－３０株（プリオンヘテロＫＯ－ＣｏｄＡ－ＫＩ細胞）を供試し、自殺遺伝子の選別効果

を調べた。＃１－５株に対してはガンシクロビル（ＧＣＶ）添加し、＃１－３０株に対して

は５－Fluorocytosine（５－ＦＣ）添加を調査した。プリオンヘテロＫＯ－ＴＫ－ＫＩ細胞

である＃１－５株に対してＧＣＶを添加することにより細胞増殖が顕著に阻害された。しか

し野生型９０６株に対してはＧＣＶを添加しても増殖抑制が起きないことが確認できた。他

方、プリオンヘテロＫＯ－ＣｏｄＡ－ＫＩ細胞である＃１－３０株と野生型９０６株に対し

て５－ＦＣを添加した場合には、同程度に細胞増殖が抑制された。このように、５－ＦＣ添

加ではＣｏｄＡ遺伝子による細胞増殖抑制効果は確認出来なかった。細胞増殖阻害効果が確

認できた＃１－５株を使用し、外来遺伝子除去ベクターｐＰｒＰ－ＲＥによる相同組換え試

験を実施した結果、７８６ｗｅｌｌ解析中１ｗｅｌｌにおいてｐＰｒＰ－ＲＥベクターとＰ

ｒＰヘテロＫＯ－ＴＫノックイン細胞ゲノム間で相同組換えが起きたことを示唆するＰＣＲ

増幅が観察された。しかしながら、＃１－５株は細胞増殖能力がかなり低下している（相同

組換え操作を１回実施しており約３０日間継続培養した状態にある）ことから、細胞株の樹

立は不可能と判断された。この問題を解決するため、＃１－５株をドナーとした核移植・胎

仔細胞樹立試験を実施した。その結果、１胎仔を回収し胎仔細胞株を樹立する事が出来た。

樹立した＃１－５由来胎仔細胞株を使用し、自殺遺伝子の選別効果を調査した。＃１－５由

来胎仔細胞株はオリジナルの＃１－５株とは異なりＧＣＶ添加による細胞増殖阻害が起こら

ない細胞に変化した。ゲノム中のＴＫ遺伝子の存在は確認できたことから、核移植操作、そ

の後の発生過程でＴＫ遺伝子のプロモータであるＭＣ１プロモーターが何らかの修飾を受け

サイレンシングされた可能性が考えられる。今後、ＴＫ遺伝子のプロモーターをＭＣ１から

別のプロモーター（ＰＧＫ，ＳＶ４０等）に変更し試験する必要がある。 
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ノックアウトベクター中に自殺遺伝子（ＴＫ）を導入したベクターシステムを 用いるこ

とにより、外来遺伝子を含まないかたちでＰｒＰを含む特定遺伝子のＫＯができる可能性が

示唆された。今後この可能性を検証するためベクターを再構築し、増殖能力の高いＰｒＰヘ

テロＫＯ－ＴＫノックイン胎仔細胞株を樹立し、さらなる試験が必要である。 

 

(3) 分担課題：「プリオン遺伝子ＫＯ牛の生化学的解析」 

（分担研究者：酪農学園大学 横田博、 

協力研究者：松田一哉、宮庄拓、野村幸子、奥村佳奈子） 

プリオンタンパクが細胞の酸化ストレスを防御する super oxide dismutase（ＳＯＤ）活

性を担っており、プリオンをノックアウトしたマウスでは細胞の自然死であるアポトーシス

が誘発されるという報告があるがこれの牛における役割は不明であるので、もしもマウスと

同様であれば、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の神経細胞は酸化ストレスを受け易く、増殖・成

長過程で重要な障害を受ける可能性があることを確認することにある。平成２０年にプリオ

ン遺伝子ホモＫＯ牛の神経（延髄）細胞中の酸化ストレスに関連している一群の酵素（ＳＯ

Ｄ、Caspase-3、Caspase-7、protein disulfide isomerase：ＰＤＩ）の活性をノックアウト

していない牛のそれと比較した。さらに神経組織内の酸化状態をカルボニル化タンパクを検

出することで比較した。その結果、これら酸化ストレス関連酵素の活性は、両者間で有意な

差異が認められなかったが、プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の神経組織では数種のタンパクのカ

ルボニル化が観察された。この結果から、抗酸化作用を有するプリオンタンパクを欠失した

ことにより、神経タンパクの酸化が促進されたことが推察されたので平成２１年度と平成２

２年度には、プリオンタンパク欠失による神経組織におけるタンパクの酸化促進を明らかに

する目的で、in vitro でのタンパク酸化反応系を確立し、プリオンタンパク欠失牛の神経タ

ンパクが酸化受けやすいか否かを確認し、併せて脂質の易酸化性も検討した。 

平成２０年度に、牛の神経組織におけるタンパクの酸化（カルボニル化）および脂質の過

酸化を in vitro 系で測定できる測定系を確立した。そこで、プリオン遺伝子をホモＫＯした

新生仔牛の神経組織のＳＯＤ、Caspase-3、Caspase-7、ＰＤＩ活性を測定した結果、どの酵

素活性もクローン牛のそれと大きな差はなかった。プリオンの本来の機能として予測される

抗酸作用について明らかにするために、今後、成長過程を追ってこれらの酵素活性をモニタ

ーしてゆくことが求められる。また、プリオンタンパクが抗酸化作用を有しているとすると、

プリオンＫＯ新生子牛神経組織は酸化ストレスを受け易いことが予測される。タンパクの酸

化ストレスの代表的指標であるカルボニル化状態をクローン牛のそれと比較したところ、プ

リオンＫＯ新生子牛脳では数種のタンパクのカルボニル化が観察された。この結果は、抗酸

化作用を有するプリオンを欠失したことにより、これらのタンパクの酸化が防御できなかっ

たと推察される。よって、プリオンＫＯ新生子牛の神経細胞ではいろんなタンパクが酸化ス

トレスを受けやすく成長後様々な障害が出現する可能性が考えられる。まず、最初にプリオ

ン遺伝子ホモＫＯ牛と対照牛の神経組織におけるタンパクカルボニル化を測定したところ、

プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の神経組織では対照牛のそれより多くカルボニル化されているこ

とが分かった。このことは、前年度のプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の神経細胞では対照牛のそ

れより酸化されやすいという成果を分子機構レベルで裏づけるものであった。平成２２年度

開発した評価系を用いてカルボニル化神経タンパクの同定を行うことでプリオン遺伝子ホモ

ＫＯ牛の神経細胞がどのような機能を失いやすいか明らかにできるので、加齢に伴う変化を

詳細に検討する。このことによってプリオン遺伝子ホモＫＯ牛が成熟した後の神経疾患の予

測をすることが可能となり、その疾患の防御策を講じることに役立つ。併行して、プリオン

遺伝子ホモＫＯ牛と対照牛の延髄組織の脂質の過酸化を in vitro 測定系で比較した結果、脂
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質の酸化が抑制されていることが分かった。プリオンタンパクは神経系組織において脂質の

酸化を亢進させる方向で影響をおよぼしていることが示唆された）。この評価系を用いて過

酸化した脂質が結合するタンパクの同定を進め、プリオンタンパクが脂質の酸化に関与して

いるか見極めることで、プリオンタンパクの神経細胞内での本来的役割の考察を進めた。 

以上の結果より、健常な牛の神経組織においては、プリオンタンパクはタンパクが酸化さ

れにくくしていることが濃厚となった。プリオンの遺伝子を欠失した牛の神経細胞では、タ

ンパクが酸化され、その機能が傷害されやすくなって神経疾患に陥りやすくなっていると考

察された。しかしながら、プリオン遺伝子欠失牛の脂質は過酸化が抑制されており、プリオ

ンタンパクが細胞膜上に位置している脂質の酸化に関与している可能性が高いことが示唆さ

れた。ただし、この結果は thiobarbituric acid（ＴＢＡ）反応性物質の量を脂質過酸化物

の量として測定した結果のみであり、プリオンタンパクが健常な牛の神経組織の脂質を酸化

促進しているか否かを確認するためには脂質過酸化物によるタンパクの変性の確認等の複数

の裏付けデータを得なくてはならないので、この点に注力して精査を進めなくてはならない。 

最後に Caspase-3、Caspase-7、ＳＯＤ活性にはコントロールに比べ変化は無かったが、Ｐ

ＤＩ活性は上昇傾向にあった。神経組織における脂質過酸化物や神経タンパクのカルボニル

化を測定（脂質過酸化反応の結果生じたＭＤＡ－ＴＢＡを測定）したところ、プリオンタン

パクを欠失しているＫＯ牛の神経ホモジネートの脂質過酸化割合はコントロール牛のそれよ

り高く。プリオン遺伝子ＫＯ牛神経細胞の方が酸化が進行していることが推測された。タン

パクのカルボニル化もプリオン欠失神経細胞では速く進行し酸化され易い結果となった。そ

こでカルボニル化タンパクを同定するために、二次元電気泳動を行った。プリオンタンパク

を欠失した牛の神経細胞のタンパクが多く酸化された。特に２０ｋＤａ附近の５種類の蛋白

質がプリオンタンパクの欠失により新たに酸化されたことが分かった。プリオンタンパクを

欠失した牛の神経細胞のタンパクに験管内フェントン反応を施し、その後 Caspase-3 と

Caspase-7 活性を測定した。プリオン欠失ウシの神経細胞ではアポトーシス実行酵素である

Caspase-3 と Caspase-7 活性が有為に上昇していることからアポトーシスが進行しているこ

とが予測された。 

牛において、プリオンタンパクは神経細胞の脂質やタンパクの酸化を抑制する働きを有し

ていることが濃厚となった。よってプリオンタンパク遺伝子ＫＯ牛ではその飼育過程におい

て、神経細胞の脂質過酸化やタンパク酸化が生じやすく、アポトーシスが生じて細胞傷害さ

れ、神経疾患に陥りやすいと考えられる。酸化タンパクの二次元電気泳動の結果、プリオン

欠失により２０ｋＤａ附近の５つの低分子量タンパクが酸化されていた。今後このタンパク

の特定を行うことにより、プリオンが酸化抑制しているタンパクが判明する。この相互作用

を解析することで、プリオンの生理的役割を更に詳しく解析出来る可能性がある。このよう

にすることで、プリオン欠失牛の飼育やその牛からの畜産製品の加工時などに留意する点が

明確になってくる。 

 

３）考察及び結論 

(1) 正常に誕生したプリオン遺伝子ＫＯ牛のゲノムのＰＣＲ解析では、全ての諸臓器（脳、

脊髄、脾臓、肝臓、腎臓、肺、心臓、筋肉、消化管など）においてプリオンタンパクをコー

ドする遺伝子領域が欠失していること、プリオン遺伝子ＫＯ牛ではｌｏｘＰ/Ｃｒｅ組換え

反応によりノックアウトベクター中の薬剤耐性遺伝子境域は完全に除去されているが、ベク

ター由来のｌｏｘＰ配列を含む外来遺伝子（３２８ｂｐ）が存在することが確認できた。こ

れを除去するために、外来遺伝子除去に有効と考えられるベクターを数種類設計して有効性

のあるものを開発できたものの、未だ十分なものではないので、今後も継続して取り組まな
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くてはならない。 

 

(2) プリオン遺伝子ＫＯ牛の諸臓器のいずれにおいてもプリオン mRNA が検出されず、mRNA

レベルでもノックアウトされていた。しかしながら多くの臓器においてＫＯベクター由来の

外来遺伝子の発現が認められ、これの完全な除去が必要である。なお、残存している外来遺

伝子は、ノックアウトベクターに含まれる選択マーカ遺伝子としてのネオマイシン耐性遺伝

子（薬剤耐性遺伝子）とそれを挟むかたちに配置させたｌｏｘＰ配列、およびノックアウト

後には不必要となる選択マーカ遺伝子を除去するためのＣｒｅ組換え酵素処理（Ｃｒｅ発現

アデノウイルス）の断片である。なお、本研究開発事業で開発したノックアウトベクターは、

１種類（本来は２種類必要）のベクターでホモノックアウト体細胞株を比較的短期間で樹立

することが可能とできた優れたものであるので、その構造を改変することは容易ではない。 

 

(3) プリオン遺伝子ＫＯ牛のいずれの諸臓器においても病理組織学的異常所見は認められず、

細胞と組織の形態形成は正常に行われたと考えられた。 

 

(4) プリオン遺伝子ＫＯ操作に起因するエピジェネティックな変化の有無を検討するため、

諸臓器よりゲノムＤＮＡを抽出してプリオン遺伝子のメチル化を調べたところ、48,887 – 

50,730 の 1,844 bp 中に CpG island が存在することが推定できたので、バイサルファイト・

シークエンス法を用いてメチル化部位の特定を進めたが、ホモプリオン遺伝子ＫＯ牛のゲノ

ム上にｍＣの存在は確認できていないので、特段のエピジェネティク異常は生じていないと

考えられる。 

 

(5) プリオン遺伝子ＫＯ操作によるタンパクプロファイルの変化を２次元電気泳動法やＬＣ

-ＭＳ/ＭＳ法にて検索し、脾臓、脊髄などでは対照と類似していたが、大脳、扁桃では、ホ

モプリオン遺伝子ＫＯ牛に特有のスポットが認められた。ノックアウト操作により、タンパ

クプロファイルが変化することが示唆され、このようなプリオンＫＯによって多数のタンパ

ク産生が影響をうけることがプリオン遺伝子ＫＯマウスで知られている表現型の多様性（日

欧米の複数の研究機関でいくつかのノックアウトベクターを用いてプリオン遺伝子をノッ

クアウトしたマウスが作出されたが、研究機関毎に表現型が異なる）と関連するものと推測

された。 

 

(6) タンパクの酸化ストレスの代表的指標であるカルボニル化状態をホモプリオン遺伝子Ｋ

Ｏ牛と対照牛間で比較したところ、プリオン遺伝子ＫＯ牛の脳では数種のタンパクがカルボ

ニル化していることが分かった。この現象の機構を理解するためにタンパクのカルボニル化

を in vitro 系で測定できる測定系を開発し、これを用いてホモプリオン遺伝子ＫＯ牛と対

照牛の神経組織におけるタンパクカルボニル化を測定したところ、ホモプリオン遺伝子ＫＯ

牛の神経組織でより多くカルボニル化されていることが分かった。牛の神経組織においては、

プリオンタンパクはタンパクを酸化アタックから保護して酸化変性を防いでいることが濃

厚となった。ところが、両者の神経組織の脂質の過酸化を in vitro 測定系で比較したとこ

ろ、ホモプリオン遺伝子ＫＯ牛とでは脂質酸化が抑制されていたことから、プリオンタンパ

クは神経系組織においては脂質の酸化を亢進させる方向で影響を及ぼしていると考えられ

た。 
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３. 本研究を基にした学会発表の実績 
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４. 特許及び特許出願の数と概要 

全国農業組合連合会（飼料畜産中央研究所）：体細胞を用いたホモノックアウトの作出と体細胞  

核移植クローン胚技術を用いたノックアウト・クローン牛の作成方法の開発 

 

５. その他（各種受賞、プレスリリース、開発ソフト・データベースの構築等）の実績 

・「日本のＢＳＥとその対策について」吉川泰弘：平成２１年 6 月フランス、パリで開催されたＯ

ＩＥ会議に招待され、我が国のＢＳＥ対策の現況とプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の研究の一部を紹

介した。 

・茨城新聞・読売新聞など（平成２１年）に東大牧場で飼育されているプリオン遺伝子ホモＫＯ牛

が紹介された。 
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・東京大学広報誌（平成２１年）にプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の紹介記事（表紙に仔牛の写真）が

掲載された。 

・「プリオン遺伝子ホモＫＯ牛の作出とその有用性」眞鍋昇ら：平成２１年 11 月カンボジアで開催

された第５回アジア動物バイオテクノロジー学会にて招聘講演を行い、プリオン遺伝子ホモＫＯ

牛研究の一部を紹介した。 

６. 今後の問題点等 

平成２０年度に作出したプリオン遺伝子ホモＫＯ牛を性成熟に達する以前に採材のために安楽

殺したため、次世代の受精卵（初期胚）・個体を作出することが出来なかった。平成２１年度に作

出したものも性成熟には達しなかった。今後、経時的に採血、超音波画像診断などの非侵襲性臨

床検査を行いながら性成熟に達するまでの発育を臨床獣医学的に精査し、性成熟後は生殖器の機

能や雌性配偶子の発育・成熟と受精能などを評価するとともに、体外受精・体外成熟培養によっ

て得られた初期胚由来の次世代仔の健常性を見極めなくてはならない。これまで体細胞核クロー

ン動物では、初代には様々な異常が報告されているが、次世代は健常であり、異常を検出できて

いないので、プリオンＫＯ牛を厳密に評価するためには、次世代、次々世代を生産して、それら

について精査しなくてはならない。このように寿命が長く、成熟までに長い時間を要する体細胞

核クローン牛および遺伝子ＫＯ牛を用いて体細胞核クローンと遺伝子ノックアウトの安定性、安

全性を解析するには、さらに長い時間が必要である。 

プリオン遺伝子ＫＯ牛の諸臓器のいずれにおいてもプリオン mRNA が検出されず、mRNA レベル

でもノックアウトされていたが、ノックアウトベクターを構成する外来遺伝子の一部が遺伝子Ｋ

Ｏ牛の多くの臓器には残存していることが確認され、これを完璧に除去する手法の開発の重要性

も理解でき、改善を進めたが未だ不十分である。残存している外来遺伝子は、ノックアウトベク

ターに含まれる選択マーカ遺伝子としてのネオマイシン耐性遺伝子（薬剤耐性遺伝子）とそれを

挟むかたちに配置させたｌｏｘＰ配列、およびノックアウト後には不必要となる選択マーカ遺伝

子を除去するためのＣｒｅ組換え酵素処理（Ｃｒｅ発現アデノウイルス）の断片であるが、本研

究開発事業で開発したノックアウトベクターは１種類（本来は２種類必要）のベクターでホモノ

ックアウト体細胞株を比較的短期間で樹立することが可能とできる極めて優れたものであるので、

その構造を改変することは容易ではない。 

プリオン遺伝子ＫＯ牛の神経組織ではタンパクが酸化され易いことが確認できたが、分子メカ

ニズムは未解明である。逆に脂質の過酸化は抑制されていることが分かり、マウスなどの短寿命

の動物とは機能がことなることが示唆され、益々実際にＫＯ牛を作出してこれを用いる研究の重

要性が示された。加齢に伴うタンパクのカルボニル化の推移を精査することでプリオン遺伝子ホ

モＫＯ牛の神経細胞がどのような機能を失い易いか明らかにしなくてはならない。また神経組織

の脂質過酸化物によるタンパクの変性の精査も重要な研究課題である。これらの研究成果は、成

熟後の神経疾患の予測が可能となってその疾患の防御策を講じることに貢献する。加えて、ノッ

クアウト操作に起因する遺伝子のエピジェネティック修飾に関してもほとんど解明されていない

ままであるので、長期飼育、加齢の影響を検索する必要がある。 

近年、通常のＢＳＥ（定型ＢＳＥ）と異なる非定型（孤発性）ＢＳＥが欧州、日本、米国など

で、少なくとも４０頭報告されている。起源は現在まで明らかになっていないが、フランスのデ

ータによれば発生頻度はＨ型で成牛１００万頭あたり０.４１頭、Ｌ型で０.３５頭（但し８歳超

ではＨ型で１.９頭、Ｌ型で１.７頭）と推定される。Ｈ・Ｌ型ともマウス脳内接種により伝達性

が確認され、Ｌ型はヒト型トランスジェニックマウスで伝達可、Ｈ型は伝達不可との報告がある。

非定型ＢＳＥがＭＲＭのリスクに与える影響は相当程度低いと考えられるが、利用できるデータ

が限られており不確実な部分が大きく、病原性や伝達性などについて研究が進展して新知見が集

積されれば再評価する必要があるので、評価に長い時間が必要なプリオン遺伝子ホモＫＯ牛の特

性を着実な研究を重ねて明らかにしておく必要がある。 
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平成２１年１１月に東大牧場で誕生したプリオン遺伝子ホモＫＯ牛は、誕生直後から経時的に

採血、超音波画像診断などの非侵襲性臨床検査を性成熟に達するまで継続して、発育過程の特性

を明らかにしようとしている。性成熟（初回発情）後は生殖器の機能、雌性配偶子の発育・成熟

と受精能などを評価するとともに、体外受精・体外成熟培養によって得られた次世代の初期胚の

健常性をも見極めなくてはならない。 

 

 

 


