
滋賀医科大学・動物生命科学研究センター・特任准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４２０２

学術変革領域研究(B)

2022～2020

ファウンダー(F0)世代からの解析を可能にする受精卵の遺伝子改変技術基盤の構築

Establishment of a technology platform for genetic modification of fertilized 
eggs that enables analysis from the F0 generation

６０６１２１３２研究者番号：

築山　智之（Tsukiyama, Tomoyuki）

研究期間：

２０Ｈ０５７６３

年 月 日現在  ５   ５ １０

円    29,400,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、 トランスジェニック動物におけモザイク性の解消という目標の達成の
ために、トランスポゾンベクター法の改良を行った。 独自に構築したpiggyBac(PB)トランスポゾンによるトラ
ンスジェニック動物の作出法をカニクイザルに適用し、全身で複数の蛍光タンパク質を発現するトランスジェニ
ックカニクイザルの作出に成功した。また、このサルについての詳細な表現型解析を行い、各組織におけるトラ
ンスジーンの発現状態を明らかにしたとともに、トランスジーンのゲノムへの挿入位置の同定も行った。 さら
に、発現時期を制御可能な改変PBaseベクターを用い、非モザイク動物を高率で作出できる条件を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we improved the transposon vector method to achieve the goal 
of eliminating mosaicism in transgenic animals. We applied our originally developed piggyBac(PB) 
transposon-based transgenic animal generation method to cynomolgus monkeys, and succeeded in 
generating transgenic monkeys that express multiple fluorescent proteins throughout the body. 
Detailed phenotypic analysis of the monkeys revealed the expression status of the transgene in each 
tissue, and the position of the transgene insertion into the genome. Furthermore, using a modified 
PBase vector with controllable expression timing, we found the conditions under which non-mosaic 
animals can be produced at a high rate.

研究分野： 発生工学

キーワード： 遺伝子改変　カニクイザル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
実験動物の遺伝子改変技術は、遺伝子機能の解明、有用動物の作出、ヒト疾患の病態解明など、生物学、医学の
発展に多大な貢献をしてきた一方、小動物モデルでヒトの現象を再現するには限界もある。ヒトにおける遺伝子
改変は倫理的問題について議論が尽くされておらず、ヒト胚を用いることは難しい。そこで、非ヒト霊長類胚を
用いた遺伝子改変技術の確立は今後より重要度が増すと考えられる。 
なお、本研究で開発したトランスポゾン転移酵素の活性制御技術は、カニクイザルへの応用のみならず、ブタや
ウシなどの他の大動物モデルへの応用も期待でき、生殖サイクルの長い動物種でも効率的にF0解析を行うための
基盤技術となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

実験動物の遺伝子改変技術は、遺伝子機能の解明、有用動物の作出、ヒト疾患の病態解明など、
生物学、医学の発展に多大な貢献をしてきた。本研究領域は、現状ブラックボックスであるヒト
の着床後発生の解明のための基盤構築を目指しているが、ヒトにおける遺伝子改変は倫理的問
題について議論が尽くされておらず、ヒト胚を用いることは難しい。よって、この目的達成のた
めには非ヒト霊長類胚を用いた効率的な遺伝子改変技術の確立が必要不可欠である。 

我々はこれまでに、レンチウイルスベクター法、CRISPR/Cas9 法をカニクイザルにおける遺
伝子改変に応用し、複数の遺伝子改変サルを作製してきたが、それに伴い、いくつかの欠点が露
呈してきた。 

特に、レンチウイルス法では、インサート長が長いと遺伝子導入効率が顕著に落ちること、受
精卵に適用する場合、1 細胞期中に遺伝子導入が終了した場合にのみ、全ての細胞への均一な遺
伝子導入が可能であるが、実際には難しく、遺伝子改変胚の全例において胚の一部のみに遺伝子
導入が起こるモザイク性が生じることが欠点として挙げられた。元々のレンチウイルスでは
LTR に挟まれた部分の長さは約 8.5 kb であり、インサートのサイズが大きくなるに従い、ウイ
ルスベクターの力価が下がってしまうこと、逆転写により DNA を合成し宿主細胞のゲノムへの
挿入を行うため、ゲノム挿入までに一定の時間を要することから、これらは、原理的に克服が難
しいと考えられた。 

F1(次世代)以降に解析を行うことでモザイク性の問題は解決できる。しかし、本研究領域提案
の一つの柱である試験管内胚発生モデルによる Ex vivo 解析を行う場合、モザイク性は致命的
な問題となる。また、In vivo 遺伝子改変で F1 以降を用いる場合でも、マウスの場合、多数の
ラインを得て選抜すれば良いのに対し、サルなどの大動物では、時間・費用・労力の関係上極め
て難しく、ファウンダー(F0)世代で解析できるようにすることが望ましい。F0 で解析を行う場
合、作出された遺伝子改変動物にモザイク性が見られると、表現型の表出が妨げられたり、表現
型の解析に支障をきたす可能性があり、モザイク性の回避はカニクイザルでの遺伝子改変にお
いて非常に重要な課題であった。 
 
 
２．研究の目的 
 

単純なトランスジェニックカニクイザルやノックアウトサルが作出された今、より高度なベ
クター設計を必要とする遺伝子改変技術の開発が次の焦点である。例えば、人為的な発現制御が
可能な薬剤制御性 promoter を用いた遺伝子発現系や、複数の遺伝子の同時発現、ノックイン技
術を利用した複数遺伝子の同時改変などでは、現行法では効率が悪く、新規の手法の開発が望ま
れている。また、これらの複雑な多重遺伝子改変技術は、試験管内胚発生モデルとの親和性が高
く、それらを融合させることで、増殖因子や小分子化合物の添加実験による詳細な機能解析が可
能となる。 

本研究では、従来の欠点を克服した次世代型の霊長類遺伝子改変技術の基盤を構築すること
で、領域で構築する試験管内胚発生モデルにおける機能実験を可能にすることを長期的な目的
とした。そのため、まず、トランスジェニック動物におけるモザイク性の解消を短期目標として
掲げ、それを達成するために、トランスポゾン転移酵素の改変による発現時期の特異化を計画し
た。 

本技術開発は、他の研究者が本技術を容易に応用できることも大きなメリットであり、様々な
活用が期待できる。よって、本提案はカニクイザルへの応用のみならず、ブタやウシなどの他の
大動物モデルへの応用も期待でき、生殖サイクルの長い動物種でも効率的に F0 解析を行うため
の基盤技術となることが期待される。 
 
 
 
３．研究の方法 
 

研究領域が掲げる霊長類発生学という新たな研究分野の創造のためには、ヒト胚では不可能
な遺伝子改変を、非ヒト霊長類において遺伝子機能解明に応用することが必要不可欠であると
考えられる。 

本研究班では、他班へのカニクイザル胚の供給を担当するとともに、まず、トランスジェニッ
ク動物におけるモザイク性の解消という短期目標の達成のために、piggyBac(PB)トランスポゾ
ンの転移酵素である PBase の改変を行い、その発現時期を制御可能にした。 



トランスポゾンベクターは非ウイルス性であり、初心者でも容易に扱うことができる。また、
挿入できる遺伝子のサイズに制限がないと言われており、過去には BAC の導入も報告されてい
る。しかし、受精卵に応用した場合、２細胞期以降にも PBase の活性が残っていると、挿入遺伝
子のゲノムからの切り出しならびに転移が起こり、割球によって遺伝子型が異なるモザイクと
なってしまう。そこで、本研究では、PBase の活性を１細胞期のみに限定させるために、不安定
化ドメインならびに薬剤誘導性タンパク質を PBase と融合させ、その活性を人為的に制御でき
るようにした（図１）。 

 
一方、PBトランスポゾン法によりトランスジェニックサルを作出した報告例はなかったため、

まずは独自に開発した PB トランスポゾン法によりトランスジェニックサルを作出できるか検証
した。 
 
 
４．研究成果 
 

トランスジェニック動物におけるモザイク性の解消という短期目標の達成のために、トラン
スポゾンベクター法の改良を行った。PBトランスポゾンの転移酵素であるPBaseの改変を行い、
その発現時期を制御可能なベクターを構築し、各種改変 PBase の活性および Background レベル
を評価した。 さらに、PBase の残存を視覚的に評価するために、蛍光タンパク質と改変 PBaseと
の融合タンパク質を搭載したベクターを作製し、受精卵へのインジェクションを行い、条件の最
適化を行い、1細胞期に PBase活性が限局するような条件を同定した。 

 
並行して、独自に開発した PB トランスポゾン法によりトランスジェニックサルを作出できる

か検証し、全身で複数の蛍光タンパク質を発現するトランスジェニックカニクイザルの作出に
世界で初めて成功した。 

今後の研究に活かすために、このサルについての詳細な表現型解析を行い、各組織におけるト
ランスジーンの発現状態を明らかにしたとともに、トランスジーンのゲノムへの挿入位置の同
定も行った。 

 
さらに、発現時期を制御可能な改変 PBaseベクターおよび、PBaseの残存を視覚的に評価する

ための、蛍光タンパク質と改変PBase との融合タンパク質を搭載したベクターを用い、各種改変
PBase の活性と受精卵におけるその活性動態を評価、条件の最適化を進め、非モザイク動物を高
率で作出できる条件を見出した（図２）。 

 
これらの成果は、いずれも論文として報告するために投稿準備中である。 

 

図１. 2 細胞期以降への PBase 活性の残存によるモザイク化と 

PBase の活性制御による均一胚の作製 

図２. 改変型 PBにより作製した 

100%レポーター陽性マウス胚 
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2細胞期以降への遺伝子改変活性の残存によるモザイク化と活性制御による均一胚の作製
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