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1 動物 ブタ ZFN RELA Sci. Rep. 

 Mammalian
interspecies
substitution of
immune modulatory
alleles by genome
editing

2016  6, 21645.

農学のハプロタイプの正確で効率的な置換を記す。RELA遺伝子は免
疫を調節する。ZFNによって胚のRELA座を編集してアフリカ豚コレラへ
の回復力に関連するイボイノシシのRELAオルソログを持つブタが生き
て生まれた。一世代で種間で対立遺伝子を移入する効率のよい能力
は今までになかった農業と基礎研究の機会を作る。

[Lilico SG et al.]
The Roslin Institute
and R(D)​SVS,
Easter Bush
Campus
University of
Edinburgh
Edinburgh イギリス

2 動物 ブタ ZFN ミオスタチン PLoS One

A 90-​Day Feeding
Study in Rats to
Assess the Safety
of Genetically
Engineered Pork

2016
 11(11), 
e0165843
.

私たちは最近ZFNを利用してミオスタチンの機能を喪失させたGEブタ
を作成した。このGEブタは野生型のブタと同じく正常に成長するが、赤
身肉の収量が多く、脂肪の塊が少ない肉を生産する。このGEブタ肉の
潜在的な亜慢性の毒性を評価するために、ラットにおいて90日間の摂
取の研究を行なった。ラットを無作為に5つのグループに分けて、90日
間基礎的な食事とそれに野生型ブタとGEブタから調製した低容量と高
容量のブタ肉を加えた食事を与えた。動物の行動と臨床的な徴候を観
察して、体重と食事の消費を1週間単位で記録した。45, 90日目に血液
検査を行なった。成長速度、食事の消費、血液検査の数値はGEブタ
肉と野生型ブタ肉を食べさせたラットのグループの間で有意差がなかっ
た。高容量のGEブタ肉と基礎的な食事を食べさせたグループの間では
肝機能のパラメーターと白血球数で差があったが、GEブタ肉を食べさ
せたグループの結果はすべて正常の範囲内だった。45, 90日目にす
べてのグループから単離した臓器に障害はなかった。GEブタ肉をラット
に食べさせたときに長期間の悪い効果はなかった。

[Xiao GJ et al.]
Institute of Animal
Sciences, Chinese
Academy of
Agricultural
Sciences, Beijing 中
国

3 動物 ブタ ？ aminopeptidase N
Faming
Zhuanli
Shenqing

 Pig with site-​
directed
modification of
porcine
aminopeptidase N
(pAPN) gene

2016

 CN 
10554325
7 A 
20160504
.

本発明はブタのアミノペプチダーゼN（pAPN）遺伝子の部位特異的な
修飾を持ったブタに関連する。pAPN遺伝子のクローニングとシークエ
ンシング分析、pAPN編集ベクターの構築と活性の分析、ドナーベク
ターの構築、pAPN遺伝子に部位特異的な修飾を持つST細胞系列の
構築、伝染性胃腸炎コロナウイルスの病原性の研究、pAPN遺伝子に
部位特異的な修飾を持つトランスジェニック繊維芽細胞の構築、再構
築された胚の獲得、pAPN遺伝子の部位特異的な修飾の同定によって
このブタは構築される。本発明はブタのウイルス性の下痢とK88の感染
を遺伝的な観点から絶滅させて、ブタの育種における伝染病を制御す
るための費用を削減して、環境汚染を低減し、抗生物質の乱用を減ら
して健康的な育種の方法を提供する。また、ヒトのガンや他の関連した
病気の病原性の研究と関連する治療のスクリーニングと前臨床的なテ
ストの基礎を提供する。

[Chen J et al.]
Anhui Agricultural
Univ. 中国

4 動物 ブタ TALEN ミオスタチン
Mol.
Reprod.
Dev.

Efficient
modification of the
myostatin gene in
porcine somatic
cells and
generation of
knockout piglets

2016
 83(1), 
61-70.

ゲノム編集技術と体細胞核移植（SCNT）を使ってミオスタチンをノックア
ウトしたブタを作った。Platinum TALENはブタの体細胞において遺伝
子を修飾することにおいて効率が高かった。修飾した体細胞をSCNTに
使ってミオスタチンをノックアウトしたブタを作った。これらの子ブタは筋
肉が2倍になる表現型を示し、体重は増えており、最長筋の塊は野生
型の170 %になっており、筋肉繊維の数は倍になった。ブタにおけるミオ
スタチンの喪失は筋肉の塊を増やし、将来ブタ肉の生産を増加させる
かもしれない。

[Rao S et al.]
Research and
Development
Center
NH Foods Ltd.
Tsukuba 日本

5 動物 ブタ
CRISPR/Cas
9

ミオスタチン

Zhongguo
Shengwu
Huaxue
Yu Fenzi
Shengwu
Xuebao

Generation of
porcine MSTN
knockout cell line
using
CRISPR/Cas9-​
mediated
homologous
recombination

2016
32(10), 
1161-
1167.

ミオスタチン（MSTN）は大型の家畜で肉の性質を改善するための重要
な遺伝子の候補である。2種類のベクターMSTN Cas9とドナーDNAはブ
タPK15細胞系列へエレクトロポーレーションによって導入された。G418
耐性の選抜と蛍光顕微鏡の観察によってNeo-EGFP陽性の細胞を単
離した。MSTNのエクソン3において部位特異的で相同的な組換えを検
出するために、crossover PCR、long-distance PCR、ウエスタンブロット、
サザンブロット、DNAシークエンシングを使った。CRISPR/Cas9発現ベ
クターの効率的な標的部位はMSTN遺伝子のエクソン3に見出され、複
数のスクリーニングによってMSTN遺伝子に変異を持つ細胞系列を得
た。本研究はMSTNの機能の研究のための実験材料を提供する。

[Qi S et al.] Key
Laboratory of
Animal Genetics,
Breeding and
Reproduction in
Plateau
Mountainous
Region, Ministry of
Education
Guiyang 中国

6 動物 ブタ
CRISPR/Cas
9

ミオスタチン Sci. Rep. 

Isozygous and
selectable marker-​
free MSTN
knockout cloned
pigs generated by
the combined use
of CRISPR/Cas9
and Cre​/LoxP

2016  6, 31729.  

CRISPR/Cas9とCre/LoxPによって選択マーカー遺伝子（SMG）を含ま
ない、機能的にミオスタチン（MSTN）をノックアウトしたクローンブタの作
成を報告する。CRISPR/Cas9による相同組換えを利用してブタの初代
細胞でMSTNの1つの対立遺伝子をノックアウトした。次に、Creリコンビ
ナーゼを使って82.7 %の効率でSMGを削除した。フローサイトメトリーに
よってSMGとEGFPを含まない細胞を単離して核移植のためのドナーの
核として使った。685個の再構築された胚は3頭の代理母に移されて、１
頭が2匹の雄の生きた子ブタを出産した。これらのクローンブタでは1つ
の対立遺伝子でMSTNがノックアウトされてSMGを欠失していることが確
認された。筋肉においてMSTNの発現はおよそ50 %減少し、筋原性の
遺伝子の発現は増加していた。組織学的検査では筋原線維の量は増
加していたが、その大きさは変化がないことが明らかになった。本研究
は優れた家畜の生産のための信頼できる方法であり、潜在的な生物学
的リスクを最小にする戦略である。

[Bi Y et al.] Hubei
Key Laboratory of
Animal Embryo
Engineering and
Molecular Breeding,
Hubei Institute of
Animal Science and
Veterinary
Medicine
Hubei Academy of
AgroSciences
Wuhan 中国

7 動物 ブタ
CRISPR/Cas
9

CD163
PCT Int.
Appl.

Preparation method
for anti-​porcine
reproductive and
respiratory
syndrome cloned
pig

2016

 WO 
20161102
14 A1 
20160714
.

本発明は豚繁殖・呼吸障害症候群に抵抗性のあるクローンブタの作成
方法を提供する。本方法は以下の段階から構成される。CRISPR/Cas9
ターゲッティングベクターとCD163遺伝子相同組換え修飾ベクターをブ
タの線維芽細胞へ入れて陽性のクローン細胞を得る。その細胞ではブ
タの内在性CD163遺伝子の第7エクソンがヒトのCD163-L1遺伝子の第
10エクソンと置換されて、豚繁殖・呼吸障害症候群ウイルスの侵入を媒
介できない。ドナー細胞と受容細胞としてこの陽性細胞と卵母細胞を使
い、体細胞核移植の技術を利用してクローン化した胚を得る。その胚を
子宮へ移してブタを妊娠させてクローンブタを得る。

[Li N et al.] China
Agricultural
University 中国

8 動物 ブタ
CRISPR/Cas
9

細胞表面のウイル
スが侵入するとき
に利用するタンパ
ク質

Sci. Am.
 You Can Edit a
Pig, but It Will Still
Be a Pig

2016 314(3), 22.  ブタの感染症を防ぐためにCRISPRを利用する [ Brouillette M]

9 動物
ブタを含
む哺乳類

CRISPR/Cas
9

MC3R
Faming
Zhuanli
Shenqing

 A method for
producing MC3R
gene knock-​out pig
by CRISPR​/CAS9
system

2016

CN 
10619111
3 A 
20161207

本発明はCRISPR/Cas9システムによってMC3R遺伝子をノックアウトした
ブタを作る方法を開示する。本方法は、MC3R遺伝子をノックアウトした
動物の細胞を得るために、gRNA1および/またはgRNA2をコードする遺
伝子を動物の細胞へ導入することを含む。動物の細胞は哺乳類の細
胞であり、たとえばブタの細胞である。MC3R遺伝子をノックアウトする効
率は29.16 %である。本発明は標的のMC3R遺伝子の大きな断片を迅速
に効率良くノックアウトして、外来遺伝子を残さない。本発明はMC3Rの
機能を解明するための研究と動物の育種に使える。

[Li Q et al.] China
Agricultural Univ.
中国

10 動物 ブタ
CRISPR/Cas
9

MC4R
Faming
Zhuanli
Shenqing

Method for
preparation of pigs
with MC4R gene
knocked out

2016

 CN 
10619106
4 A 
20161207
.

本発明はCRISPR/Cas9システムと体細胞核移植を使ってMC4R遺伝子
を編集することでノックアウトしたブタを作ることに関する。本方法では、
MC4R遺伝子の大きな断片を欠失させてその欠失を持ったブタを作る
ためにブタのMC4R遺伝子のコード領域内で2ヶ所の部位に対する
sgRNAを設計することで特徴付けられる。本発明はブタMC4R遺伝子を
研究するための実行可能な研究である。

[Li Q et al.] China
Agricultural Univ.
中国

11 動物 ブタ
CRISPR/Cas
9

ミオスタチン
Faming
Zhuanli
Shenqing

Swine myostatin
gene editing site,
and application
thereof

2016

CN 
10608603
1 A 
20161109
.

本発明はブタのミオスタチン遺伝子の編集部位とその応用を開示す
る。その編集部位はミオスタチン遺伝子のコード領域内、第1エクソン中
に存在する。その部位はCas9によって特異的に認識されて、ターゲッ
ティングベクターと相同組換えを行い変異した遺伝子または選択マー
カー遺伝子を受容細胞のゲノムの決まった部位に取り込まれるようにす
る。統計的な結果ではターゲッティングの効率は80.5 %である。この方
法によって高い肉係数を持った新しい品種のブタが開発できて、ミオス
タチンの研究のための材料を提供できる。

[Bi Y et al.]
Institute of Animal
Husbandry and
Veterinary Science,
Hubei Academy of
Agricultural
Sciences 中国



12 動物 ブタ
CRISPR/Cas
9

ミオスタチン遺伝
子のプロモーター

Faming
Zhuanli
Shenqing

sgRNA set for
specific
identification of
swine MSTN gene
promoter and its
encoding DNA set
and application in
gene editing of
MEF3M factor
binding site of
MSTN gene
promoter

2016

 CN 
10595062
5 A 
20160921
.

本発明はブタのゲノム中のミオスタチン（MSTN）遺伝子のプロモーター
のMEF3M因子結合部位を遺伝子編集するためのsgRNAの組み合わせ
とその応用を提供する。sgRNAは特異性が高く、MEF3M因子の結合部
位をノックアウトするために使える。本発明によりブタの筋細胞の発達を
促進して筋肉量を増やせる。

[Li K et al.]
Institute of Animal
Sciences, Chinese
Academy of
Agricultural
Sciences 中国

13 動物 ブタ
CRISPR/Cas
9

ミオスタチン Sci. Adv.

Somatic cell
reprogramming-
free generation of
genetically modified
pigs.

2016 2(9):e1600803.

医療に応用するためのGMブタは主に体細胞核移植を使って作られ
る。しかし、この方法は複雑な細かい技術を必要とし、ドナーの体細胞
の核の不完全なエピジェネティックのリプログラミングのために出産前に
および出産後に死ぬリスクをしばしば大きくする。その結果、ＧＭブタの
生産は広く行なわれなかった。体外受精させた受精卵へエレクトロポー
レーションによってCas9とsgRNAを導入させることを含むブタにおける
CRISPR/Cas9による遺伝子編集のための簡単な方法を提供する。
Cas9のエレクトロポーレーションによる遺伝子編集は高い効率で標的
遺伝子の破壊を起こし、ミオスタチンに変異のあるブタの作成によって
確認した。この方法はGMブタの生産を促進する潜在的能力がある。

[Tanihara F et al.]
Laboratory of
Animal
Reproduction,
Faculty of
Bioscience and
Bioindustry,
Tokushima Univ.
Tokushima 日本

14 動物 ウシ
CRISPR/Cas
9

PRNP
Therioge
nology 

Efficient edition of
the bovine PRNP
prion gene in
somatic cells and
IVF embryos using
the CRISPR/Cas9
system

2016
86(8), 
1886-
1896.e1.

CRISPRをウシに適用した報告は少ない。本研究ではウシPRNP遺伝子
をCRISPR/Cas9システムでノックアウトとノックインした。ウシ胎児の線維
芽細胞と体外受精の胚を使った。PRNP遺伝子エクソン3を標的にする
ために5つのsgRNAを設計してCas9と一緒に細胞へ導入した。相同組
換えの効率はEGFP遺伝子の両側に1kbpのPRNP遺伝子を連結させた
レポーターベクターを使って評価した。体細胞についてはCas9と
sgRNAをコードするプラスミドを2つの条件下でトランスフェクトした。体
外受精の受精卵にはプラスミドまたはmRNAを使って顕微授精を行なっ
た。体細胞と胚において標的部位に挿入、欠失と大きな欠失が起き
た。胚では相同組換えも検出された。CRISPR/Cas9システムはウシのゲ
ノムで部位特異的に編集ができて、重要な人獣共通伝染病に耐性な
大きな動物の開発につながるだろう。

[Bevacqua RJ et al.]
Animal
Biotechnology
Laboratory
Buenos Aires アル
ゼンチン

15 動物 ウシ
CRISPR/Cas
9

ミオスタチン遺伝
子のプロモーター

Reprod.
Fertil.
Dev.

EFFICIENT
GENERATION OF
MYOSTATIN
PROMOTER
MUTATIONS IN
BOVINE
EMBRYOS USING
THE CRISPR/Cas9
SYSTEM

2016 29(1), 212.

ミオスタチンを不活性化させると、肉を増やせるが、難産や生殖能力の
低下などの悪影響もある。ミオスタチンの発現を低下させて、これらの悪
影響を出さないために、ミオスタチンのプロモーターの異なる因子の欠
失をCRISPR/Cas9システムを使って作った。ミオスタチンのプロモー
ター中の-1577、-689、-555、-116の位置を標的とする4つのsgRNAを
設計した。ウシの胎児線維芽細胞で試した後に、ウシの受精卵でミオス
タチンのプロモーターを修飾した。Cas9 mRNAとそのタンパク質を導入
したときに94.12 %と64.17 %で編集が起きた。得られるプロモーターはヘ
テロになることが多かった。ウシの胚でCRISPR/Cas9システムを利用す
るにはさらなる改良が必要である。

[Pinzon CA et al.]
Department of
Veterinary
Physiology and
Pharmacology,
College of
Veterinary
Medicine and
Biomedical
Sciences, Texas
A&M University,
College Station 米

16 動物 ニワトリ
CRISPR/Cas
9

オボアルブミン、オ
ボムコイド

Sci. Rep. 

Targeted
mutagenesis in
chicken using
CRISPR/Cas9
system

2016 6, 23980.

受精卵にアクセスすることが難しいために、ニワトリではCRISPR/Cas9シ
ステムは利用されていなかった。私たちはニワトリにおいて
CRISPR/Cas9システムによる遺伝子ターゲッティングを報告する。
Cas9、sgRNA、薬剤耐性マーカーをコードする遺伝子を含むプラスミド
をトランスフェクションすることによって、ニワトリの培養した始原生殖細
胞（PGCs）において２つの卵白の遺伝子であるオボアルブミンとオボム
コイドを効率良く変異させた。CRISPRによってオボムコイド遺伝子に変
異を持つPGCsをニワトリの胚へ移植して、3匹の生殖細胞系列のキメラ
な雄鶏（G0）を確立した。すべての雄鶏はドナーに由来する変異型の
オボムコイド遺伝子を持った精子を作った。2匹については高い効率で
その変異型の遺伝子を次世代（G1）に伝達してヘテロな遺伝子型のニ
ワトリが得られた。G1変異型のニワトリを交配してオボムコイド遺伝子が
ホモな変異型の子孫（G2）を作った。これらの結果からCRISPR/Cas9シ
ステムはニワトリで利用できることが証明された。

[Oishi I et al.]
Biomedical
Research Institute
National Institute of
Advanced Industrial
Science and
Technology
Osaka 日本

17 動物 ニワトリ
CRISPR/Cas
9

peroxisome
proliferator-​
activated
receptor-​γ​, ATP
synthase epsilon
subunit ​, オボアル
ブミン

G3
(Bethesda
, Md.) 

Efficient Genome
Editing in Chicken
DF-​1 Cells Using
the CRISPR/Cas9
System

2016
 6(4), 
917-23.

CRISPR/Cas9のニワトリにおける利用は情報が少ない。私たちはニワト
リのDF-1細胞において peroxisome proliferator-​activated receptor-​γ
​、 ATP synthase epsilon subunit​、オボアルブミン遺伝子に変異を導入
するためにCRISPR/Cas9システムを使った。T7E1アッセイの結果では3
つの遺伝子座における変異の率は、0.75 %、0.5 %、3 %だった。変異の
効率を高めるために、代理のレポーターシステムと一緒にGM細胞を効
率良く濃縮するために私たちはPuro(R)遺伝子を使った。T7E1アッセイ
では変異の効率は上昇して、60.7 %、61.3 %、47.3 %となった。後のシー
クエンシングによる分析では変異の効率は上昇して、94.7 %、95 %、95
%だった。T7E1アッセイによって3ヶ所の潜在的なオフターゲット部位を
調べたところ、オフターゲット変異は検出されなかった。このように、
CRISPR/Cas9システムはニワトリのゲノム編集に利用できる。

[Bai Y et al.]
College of Animal
Science and
Technology,
Northwest A&F
University,
Yangling 中国

18 動物 ヤギ TALEN
β-ラクトグロブリ
ン、ヒトa-ラクトアル
ブミン

PLoS One 

Targeting human
α-​lactalbumin
gene insertion into
the goat β-​
lactoglobulin locus
by TALEN-​
mediated
homologous
recombination

2016

 11(6), 
e0156636
/1-
e0156636
/14.

人間に対する栄養としてのヤギのミルクの価値は、β-ラクトグロブリン
（BLG）のようなミルクのタンパク質によって引き起こされる食物アレル
ギーの問題に関連している。本研究では、ヤギのBLG遺伝子座へヒトa-
ラクトアルブミン（hLA）遺伝子を導入するためにヤギの線維芽細胞にお
いてTALENを利用した相同組換えを行なった。1つ、2つの対立遺伝子
に外来遺伝子が導入されたコロニーが選抜の後に単離される率は10.1
%、1.1 %だった。1つ、2つの対立遺伝子に外来遺伝子が導入されたヤ
ギの乳房上皮細胞においてBLG mRNAの濃度は徐々に低下して、
hLAの発現が確認された。遺伝子ターゲッティングされた繊維芽細胞は
効率良く体細胞核移植に使えた。ミルク中にBLGが少なく、hLAを豊富
に含むhLAをノックインしたヤギが作れた。私たちの研究は動物のミル
クの最適化の基礎となり、農業と生態臨床医学の発展を促進する。

[Zhu H et al.]
College of
Veterinary
Medicine
Northwest A&F
University
Yangling, Shaanxi
中国
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本発明はヤギのBLG遺伝子をターゲッティングによって欠失させる方法
とその応用に関連する。本発明ではTALENを使ってBLGの標的配列を
切断する。ヤギのBLG遺伝子をターゲッティングによって欠失させて、ヒ

トのラクトフェリン（hLF）遺伝子をノックインして、BLG-/hLF+トランスジェ
ニック胎児線維芽細胞を得る。この細胞をドナーとして体細胞核移植を

行なってBLG
-
/hLF

+
トランスジェニックヤギを作る。本発明はターゲッ

ティングによって欠失させたトランスジェニック哺乳類を作るための優れ
た技術である。

[Cheng Y et al.]
Yangzhou
University 中国

20 動物 ヤギ TALEN β-ラクトグロブリン
Transgeni
c Res.

 The growth and
reproduction
performance of
TALEN-​mediated
β-​lactoglobulin-​
knockout bucks

2016
25(5), 
721-729.

本研究の目的は、設計されたヌクレアーゼを利用して遺伝子ターゲッ
ティングされた雄のヤギの生殖能力に遺伝子ターゲッティングとリクロー
ニングが影響しているかを調べることである。TALENによってβ-ラクト

グロブリン（BLG）遺伝子の1つの対立遺伝子をノックアウトした（BLG+/-）

ヤギと、BLG+/-の雄ヤギの線維芽細胞において遺伝子ターゲッティン
グとリクローニングによって作られた2つの対立遺伝子がノックアウトされ

た（BLG-/-）雄のヤギを使って健康状態と生殖能力を調べた。BLG+/-の
雄ヤギの出生のときの体重と出産後の成長は野生型のヤギと同等だっ

た。BLG+/-またはBLG-/-の雄ヤギから得た新鮮なまたは凍結融解した
精子の質のための指標は対照の物との間で有意差がなかった。体外

受精によって得られた受精卵の中で胚盤胞まで育つ割合はBLG+/-、

BLG-/-、野生型の間で同じだった。BLG+/-、BLG-/-、野生型の雄ヤギ
から得た凍結融解した精子を使ったときの人工授精の受胎の率は42.3
%、38.0 %、42.6 %だった。ターゲッティングしたBLGの修飾の生殖細胞
系伝達はメンデルの法則と一致した。解析した成長と生殖の性質は

BLG遺伝子をターゲッティングしたことで影響を受けておらず、BLG+/-

およびBLG
-/-

の雄ヤギの育種の可能性を示唆する。

[Ge H et al.]
College of
Veterinary
Medicine
Northwest A&F
University
Shaanxi 中国
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2016 16(1), 26.

TALENによるミオスタチン（MSTN）の編集がヤギにおいて可能であるか
を調べた。ヤギのMSTNを認識する一対のTALEN（MTAL-2）を作っ
た。ヤギの線維芽細胞をMTAL-2でトランスフェクトして272個のモノク
ローナルな細胞がMSTNの1つまたは2つの対立遺伝子において変異
を持つことが確認された。異なる遺伝子型を持つ10種類の細胞をド
ナー細胞として体細胞核移植を行なって、3頭の子ヤギ (K179​
/MSTN(-​/-​)​, K52-​2​/MSTN (+​/-​)​, K52-​1​/MSTN (+​/+)​）が得られた。
MTAL-2はヤギのゲノムの中のMSTNを効率良く破壊できた。得られた
体細胞からは発生に異常のないMSTNに変異を持つヤギが作れた。
TALENを使ってヤギにおいて正確なゲノム編集ができた。

[Yu B et al.]
College of
Veterinary
Medicine, Yangzhou
University,
Yangzhou 中国
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ヤギの胎児の線維芽細胞においてβ-ラクトグロブリン（BLG）遺伝子を
ノックアウトして、BLG遺伝子座へヒトのラクトフェリン（hLF）遺伝子の
コード領域を挿入するためにTALENを利用して組換えを行なった。そ
れをドナー細胞として体細胞核移植を行なった。ヤギBLGのエクソン3
を認識するTALENをコードするプラスミドTALEN-3-L/Rと、hLF遺伝子
をノックインするための陰性選択遺伝子HSV-TKを含むベクター
BLC14-TKを設計した。BLC14-TKとTALEN-3-L/Rを一緒にヤギの胎
児線維芽細胞へトランスフェクトして薬剤によって細胞を選抜した。

TALEN-3-L/Rによる変異導入効率は25-30 %だった。6個のBLG-

/hLF+の細胞系列に由来する335個の再構築された胚を16匹の代理ヤ

ギに移植した。9匹のヤギが妊娠して50日生きたBLG-/hLF+の胎児が
得られた。この研究はアレルゲンが少なくてhLFを豊富に含むヤギのミ
ルクを得る研究の基礎となる。

[Song S et al.]　中
国
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ミオスタチン Sci. Rep.
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2016 6:29855.

ミオスタチン（MSTN）を正確に破壊することで安全に肉の生産性を改善
できるかは証明されていない。この問いに答えるために、私たちは
CRISPR/Cas9システムを応用してMstnをノックアウトしたウサギとヤギを
作って表現型の変化を解析した。4頭のヤギの中で1頭はMstn遺伝子
座に編集が起きた。このヤギの早い段階での成長速度は対照を上回っ
た。しかし、Mstnノックアウトは重大な健康上の問題を引き起こし、他の
生物種でも同様な効果があるかもしれない。この安全性の問題はさらに
研究する必要がある。

[Guo R et al.]
Jiangsu Livestock
Embryo Engineering
Laboratory, Nanjing
Agricultural
University, Nanjing
中国
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ヒツジのミオスタチン（MSTN）遺伝子を標的とするZFNを培養線維芽細
胞へ導入した。2つのコロニーは1つの対立遺伝子に変異があって、1
つのコロニーは2つの対立遺伝子に欠失があった。さらに、MSTN-ZFN
mRNAをヒツジの胚へマイクロインジェクションによって導入した。37個の
単為生殖の胚の中で13個がZFNによってターゲッティングされて効率
は35 %だった。本研究はマイクロインジェクションと体細胞核移植によっ
てMSTN遺伝子を編集したヒツジを作るための基礎となる。

[Zhang X et al.]
Life Science and
Technology,
Xinjiang University,
Urumqi 中国
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2016
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本研究の目的は、一本鎖DNAオリゴヌクレオチド（ssODN）とTALENを
使ってヒツジのミオスタチン（MSTN）遺伝子が編集できるかを調べること
である。私たちはヒツジMSTN遺伝子のコード領域の中で高度に保存さ
れた配列を標的とする一対のTALENを設計した。ヒツジの初代線維芽
細胞へTALENとssODNを一緒にトランスフェクトしてMSTN遺伝子の正
確な遺伝子編集を誘導した。MSTN遺伝子を編集された細胞は核ド
ナーとして使われてクローン胚が作られた。TALENとssODNを組み合
わせて使うと家畜で正確な遺伝子の修飾ができる。

[Zhao X et al.]
College of Animal
Science and
Technology,
College of Life
Sciences
Shihezi University
Shihez 中国
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私たちはヒツジのミオスタチン（MSTN）に特異的なTALENプラスミドを
作ってSTHヒツジの胎児の線維芽細胞へトランスフェクトした。2つの対
立遺伝子がノックアウトされた細胞を体細胞核移植のためのドナー細胞
として選んだ。クローン胚を37頭の代理ブタに移植して、28頭（75.7 %）
が妊娠して、15頭が出産した。23頭の子ヒツジが生まれて12頭は生きて
いた。子ヒツジの遺伝子変異はドナー細胞の物と一致した。オフター
ゲット変異は検出されなかった。MSTNノックアウトはMSTN関連遺伝子
のmRNAの発現に影響していた。MSTNノックアウトによって体重が顕著
に増加し、筋肉繊維の肥大が起きた。これらのMSTNに変異を持つヒツ
ジは正常に発生と成長した。

[Li H et al.] State
Key Laboratory for
Conservation and
Utilization of Bio-​
Resources in
Yunnan
Yunnan Agricultural
University
Kunming 中国
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1細胞の胚へCas9 mRNAと3つの遺伝子（MSTN、ASIP、BCO2）を標的
とするgRNAをマイクロインジェクションすることによってヒツジにおいて
正確な遺伝子ターゲッティングを行なった。sgRNA : Cas9によるター
ゲッティングの効果をクローニングとシークエンシングによって注入した
胚、体細胞組織、生殖腺において調べた。子ヒツジにおけるこれら3つ
の遺伝子のターゲッティングの効率は27-33 %で、3つの遺伝子が同時
にターゲッティングされた効率は5.6 %だった。受精卵へのマイクロイン
ジェクションは遺伝子修飾されたヒツジを作るための効率的な方法であ
ることが証明された。MSTN遺伝子の破壊では筋原線維が大きくなって
筋肉の肥大が起きた。これは遺伝子修飾が遺伝子と形態学の両方のレ
ベルで起きたことを支持する最初の詳細な証拠である。CRISPR/Cas9
システムを利用して、商業的に重要な性質に関連する複数の遺伝子を
同時にターゲッティングすることによって家畜の改良ができることを本研
究は示唆する。

[Zhao J et al.]
Qingdao
Agricultural
University 中国
Shihezi University
Shihez 中国
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ヒツジのMSTN遺伝子をターゲッティングによってノックアウトして筋肉の
分化への影響を調べる方法は以下の段階から構成される。標的遺伝
子のクローニング、gRNAの設計と合成、CRISPR/Cas9遺伝子ノックアウ
トベクターの構築、CRISPR/Cas9遺伝子ノックアウトベクターの外因性
の活性の検出、CRISPR/Cas9遺伝子ノックアウトベクターの内因性の活
性の検出、CRISPR/Cas9遺伝子ノックアウトベクターのノックアウト効果
の検出。本発明は実験の期間が短く、操作が簡単で、再現性がよく、
ノックアウトの効率が高いという利点がある。

[Li B et al.]
Yangzhou
University 中国


