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緒緒  言言  

 
イヌは、形態、行動、遺伝性疾患、癌などの加齢性疾患、寿命の点で最も多様な哺乳類である［1］。イヌは人

間と同じ環境を共有し、高度な医療システムを持つことを踏まえると、様々な病気に関連する遺伝的、環境的、

生活様式の要因を明らかにするための有益な情報をもたらす［2］。2004 年にイヌのゲノム情報が公開され［3］、
現在では比較的容易にイヌのゲノム解析ができるようになり、様々なイヌの特徴をもたらす遺伝的背景が明らか

になってきている。このような背景から、イヌを対象とした分子生物学的な解析により、病態の理解や治療法の

開発が可能になってきている。 
イヌは最も古くに家畜化された動物であり、品種改良の結果として多様な大きさや体毛などの特徴を有する犬

種に系統化されている。それぞれの犬種には固有の遺伝性疾患があり、動物の遺伝性疾患のデータベースである

Online Mendelian Inheritance in Animals（OMIA）には、現在、約 400 の遺伝性疾患が登録されている。しか

しながら、多くのイヌの遺伝性疾患において原因遺伝子が不明であるため、根本的な治療法はない。著者は、近

年急速に進歩している CRISPR/Cas9 をはじめとするゲノム編集技術を用いて、ゲノムレベルでイヌの遺伝性疾

患をゲノム編集マウスで再現することにより、遺伝子多型が生体に与える影響をゲノム編集マウスにより評価し

てきた。本研究では、イヌの遺伝性疾患を再現したゲノム編集マウスを利用して、ゲノム編集による遺伝子治療

法を開発し、将来的に、イヌの症例を治療することを目的とする。本研究を礎にして、将来的に現在治療法のな

いイヌの遺伝性疾患の治療法の開発につながると考える。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．ゲゲノノムム編編集集ママウウススをを用用いいたた犬犬にに認認めめらられれたた血血液液凝凝固固疾疾患患のの原原因因遺遺伝伝子子おおよよびび原原因因変変異異のの同同定定  
著者は、動物の血液内科学を専門とする鬼頭克也（岐阜大学応用生物科学部・教授）との共同研究により、      

血液凝固因子の欠乏症を高頻度に発症する犬の家系を見出している。血液凝固因子の欠乏症はヒトとイヌで共通

して発症する常染色体劣性遺伝の先天性血液凝固異常症である。血液凝固因子の欠乏症は、肝臓で発現する遺伝

子の変異による機能不全を原因とする。血液凝固因子の欠乏症は血液凝固検査で活性化部分トロンボプラスチン

時間（Activated Partial Thromboplastin Time：APTT）の延長を示し、特定の凝固因子の低下により診断され

る。現在、複数ある血液凝固因子の欠乏症の中で治療法が存在しないものがある。はじめに、当該のイヌ家系の

臨床検査と家族歴の調査から、疾患の変異をホモで有する個体とヘテロで有する個体を抽出し、全ゲノム解析に

よる多型解析を実施した。結果として、6 つのホモ個体で特有の多型が同定され、さらにヘテロ個体の結果と照

合することで、2 つの原因変異の候補まで絞り込むことができた。本研究では、エキソン 5 とエキソン 6 に挟ま

れるイントロンのスプライシング部位に存在する多型に着目して解析を進めた（図 1a）。 
イヌの遺伝性疾患の原因変異を特定するためにはいくつかの障壁がある。すなわち、ゲノム解析で特定した多

型をイヌの遺伝子改変で実験的に評価することが技術的・倫理的に困難であり、多型と疾患の因果関係を証明で

きないことが障壁のひとつになっている。この障壁を解決するために、本研究では、ゲノム解析により探索した
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イヌの多型をゲノム編集により動物種を超えてマウスに導入することで、イヌの遺伝性疾患の原因変異をマウス

実験で特定した。はじめに、当該のイヌ多型が存在するゲノム配列がマウスでも保存されていることを検証し、

CRISPR/Cas9 によるゲノム編集の gRNA と鋳型となる多型を有する DNA を設計した。次に、マウスの受精卵

へエレクトロポレーション法により Cas9 タンパク、gRNA、鋳型 DNA を導入し、マウスのゲノム編集を実施し

た。ゲノム編集した受精卵を偽妊娠マウスの卵管に移植し、生まれた産仔をジェノタイピングし、イヌ疾患をゲ

ノムレベルで再現するマウス（疾患再現マウス）を得た（図 1b）。 
交配により系統化した疾患再現マウスから、血液を採取し、イヌの血液凝固因子の欠乏症と同様の症状を示す

ことを APTT 試験により検証した。結果として、疾患再現マウスの APTT は高度に延長を示し、導入した多型が

犬の血液凝固因子の欠乏症の原因変異であることが明らかになった（図 1c）。 
 

 
図 1．イヌの血液凝固疾患の原因遺伝子変異を再現したゲノム編集マウス 

a） 血液凝固因子の欠乏症に罹患したイヌのみが変異（黄色ハイライト）を有する。 
b） ゲノム編集で変異を再現したマウスを作製した。ゲノム編集マウスの当該配列の

シーケンスデータを示した。太文字の G は野生型では C であった配列である。 
c） 疾患再現マウスは APTT の延長を示した。この結果から導入した変異が血液凝固

因子の欠乏症の原因変異であると判断した。 
 
22．．疾疾患患再再現現ママウウススのの解解析析にによよるるイイヌヌ疾疾患患のの病病態態解解明明  
次に、疾患再現マウスを使って、当該変異が血液凝固因子の欠乏症をもたらすメカニズムの解析を実施した。

当該の血液凝固因子は肝臓で産生されるため、疾患再現マウスの肝臓の RT-PCR を実施して、転写産物の解析を

実施した。結果として、エキソン 6 のスプライシング部位が 23 塩基後方にシフトする病的なスプライシングが

生じていることが明らかになった（図 2）。新たに生じた病的スプライシング部位には、スプライシングモチーフ

となる（T）n＋AG 配列が存在し［4］、この配列はマウスとイヌで保存されていた。すなわち、在来のスプライ

シング部位の機能が低下したことにより、新たに後方のスプライシング部位を使ってイントロンが除去されたこ

とになる。この結果として、フレームシフトが生じて、それ以降のアミノ酸が翻訳されず、当該の血液凝固因子

は機能不全になったと考えられた。 
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図 2．血液凝固疾患の病的スプライシング 

疾患再現マウスの肝臓の RT-PCR により、転写産物に病的なスプライシングが生

じていることが明らかになった。病的スプライシングにより生じたフレームシフ

トをゲノム編集することで遺伝子治療を実施する（コンセプト）。 
 

33．．ゲゲノノムム編編集集治治療療にに向向けけたたフフレレーームムシシフフトト変変異異のの修修正正にによよるる血血液液凝凝固固不不全全ののレレススキキュューー（（治治療療））  
上記の結果から、犬の血液凝固因子の欠乏症はエキソン 6 の前方に位置するスプライシング部位の変異により、

病的なスプライシングが生じ、フレームシフトによりタンパクの機能が不全になることが分かった。このフレー

ムシフトを修正できれば、タンパクの機能が回復し、血液凝固異常をレスキュー（治療）できる可能性がある。

この仮説を検証するために、疾患再現マウスの受精卵をさらにゲノム編集することで、フレームシフト後の配列

を 1 塩基欠損させるインフレーム化を実施した。結果として、新たに生じたエキソンの 1 塩基を欠損したマウス

個体を得ることができた（図 3）。現在、このマウスの凝固異常の表現型がレスキューされているかを APTT によ

る血液凝固試験で評価しているところである。 
 

 
 

図 3．先天的にゲノム編集した疾患再現マウスの遺伝子配列 
疾患再現マウスをゲノム編集によりフレームシフトを修正した。

図は実際のシーケンスデータである。一連のシーケンス上に疾患

の変異と加えて導入した 1 塩基欠損が並んでいる。 
 
44．．ゲゲノノムム編編集集治治療療にに向向けけたた、、AAAAVV にによよるる後後天天的的ゲゲノノムム編編集集法法のの確確立立  
疾患再現マウスの受精卵を先天的にゲノム編集による修正を加えた際に、血液凝固異常が回復した場合には、

次に、疾患再現マウスを後天的にゲノム編集する治療を実施する。本研究では、その予備的検討のために、AAV
による肝臓のゲノム編集の実験系を立ち上げた。残念ながら、本研究期間では、結果を得ることができなかった

が、HEK293 細胞の導入、細胞培養実験のセットアップまで完了しており、今後、遺伝子組換え等の関連法規の

申請、ベクターの構築、トランスフェクションによるウイルスの作製を実施し、後天的なマウスのゲノム編集を

実施する予定である。 
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考考  察察  

 
21 世紀のはじめに、全ゲノム情報が解読されている生物はマウスとヒトのみであった。しかしながら、科学技

術の進歩により、現在ではイヌを含む 300 種を超える動物の全ゲノム情報が公開されている。全ゲノム情報の公

開に加えて、CRISPR/Cas9 を代表としたゲノム編集技術が成熟したことにより、あらゆるゲノム配列を自在に

操作することが可能になった［5］。このような科学技術の発展に基づいて、2020 年代には、全ての動物種が分子

生物学の研究対象となりつつある。 
イヌのゲノムが解読される以前の研究では、遺伝子を研究するためのツールが少ないため、イヌの研究の大半

はヒトの疾患に関する知識に基づいて行われていた。現在では、イヌのゲノム解析に必要なリソースが揃い、さ

らに GWAS を中心としたゲノム解析が普及したことにより、様々な疾患で、犬の遺伝性疾患の遺伝子多型が報

告されてきている。本研究で実施した、ゲノム編集マウスを使った、遺伝子変異の同定手法は、イヌの遺伝性疾

患の原因遺伝子を同定するために有用なだけでなく、この疾患再現マウスを使った遺伝子治療法の確立に使用で

きる。残念ながら、本研究期間では、実際のイヌの治療まで到達することができなかったが、マウスを使って病

態を解明することに成功し、その治療法のコンセプトを確立することができた。後天的に疾患再現マウスの治療

が成功した場合には、そのスケールをイヌまで拡大することで、実際にイヌ症例の治療が可能になると想定して

いる。これらが達成された場合には、初めてのイヌにおけるゲノム編集治療薬を実現することになり、ヒトのゲ

ノム編集治療薬に先駆けて、イヌで新たな治療法を開発することに繋がる。今後、イヌの遺伝性疾患の原因遺伝

子および遺伝子変異の同定が進むことで、イヌ疾患の病態解明や遺伝子診断法の開発はもとより、ヒト疾患の克

服にも役立つと期待できる。 
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