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研究成果の概要（和文）：本研究では、生殖細胞を体外に取り出すことなく遺伝子組換え動物を作製する方法を
開発するために、分子送達に適した人工ヌクレアーゼの開発と、細胞移植を介した送達の可能性を検討した。は
じめに、CRISPR/Casの構成要素であるCas9およびガイドRNAを単一のプロモーターで発現可能なシステムを開発
した。また、極めて高効率に機能するZFNや従来とは異なるPAMを認識するオーソログCRISPR/Casについて受精卵
を介したゲノム改変に利用できることを報告した。一方、移植細胞を介した個体への分子送達は極めて困難であ
り、人工ヌクレアーゼの送達によるゲノム改変は困難であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to develop a method for preparing a transgenic animal without 
taking the germ cells out of the body, we studied the development of engineered endonucleases 
suitable for molecular delivery and the possibility of delivery via cell transplantation. First, we 
developed a system capable of expressing Cas9 and guide RNA with a single promoter. Besides, we 
developed a ZFN that functions efficiently, and also reported that S. thermophiles-derived 
orthologous CRISPR/Cas can be used for genome modification via zygotes. On the other hand, molecular
 delivery to recipient body and germ cell via transplanted cells was extremely limited, suggesting 
that it is hard to generate the genome-modified germ cells by delivery of engineered endonucleases.

研究分野： 発生工学

キーワード： ゲノム改変動物
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ノックアウト動物などの個体レベルでゲノ
ム DNA 配列が改変されたゲノム改変動物は、
遺伝子情報と形質の関係を検証する上で非
常に有用なツールである。ゲノム改変動物の
作製には、相同組換えによって標的遺伝子を
破壊した ES 細胞や体細胞を用意し、キメラ
作製や体細胞核移植を介して作製を行うが、
多大なコストや労力を要する上、利用できる
動物種が限定されていた。近年従来法に代わ
る新たな方法として、人工的な制限酵素を導
入し、標的座位への２本鎖切断と修復エラー
を介して直接ゲノム改変を行う方法が注目
を集めている。しかし、従来法も人工制限酵
素による方法も共通して、受精卵や未受精卵
などの卵細胞を大量に採取し試験管内で発
生能を維持したまま操作する必要があるこ
とから、現行のゲノム改変動物作製法は、大
量の卵細胞を回収し体外で操作できる動物
に限られている。そのため、モデル動物や家
畜のうち限定された品種を除き、多くの動物
種では未だ応用できないのが現状である。 
ある動物個体に細胞や組織を移植した際、母
体と移植細胞は血液やサイトカインなどの
物質の交流を行っている。本研究開始前に、
移植細胞からエキソソームと呼ばれる脂質
二重膜で形成された小胞が分泌され、タンパ
ク質やRNAの伝播を行っていることが報告さ
れた（Cossetti et al., PLoS ONE, 2014）。
この報告では驚くべきことに母体の生殖細
胞にも外来遺伝子の発現が認められた。申請
者は、この細胞移植を介した生殖細胞への外
来遺伝子導入現象を利用することで、卵母細
胞を体外に取り出すことなく人工制限酵素
を送達し、遺伝子組換え動物の作出が可能な
のではないかと考えた。そこで、本研究では、
争奪に適した人工制限酵素の開発を行うと
ともに、細胞移植を介して母体へ外来遺伝子
の送達が可能か、またそれによる人工制限酵
素の送達と遺伝子組換え動物作製が可能で
あるか検討を行うことにした。 
 
２．研究の目的 
前述の通り、本研究は多様な動物種でノック
アウト動物の作製を可能とすることを目指
し、人工制限酵素によるゲノム改変法を利用
し、標的個体への細胞移植を介して標的動物
の生殖細胞へ施し、卵細胞を体外で操作する
ことなくノックアウト動物の作製が可能で
あるか検証することを目的とした。具体的に
は、①送達に適した人工ヌクレアーゼの開発、
②送達方法の検証、を検討した。 
 
３．研究の方法 
上記①について、CRISPR/Cas を用いる場合、
構成要素であるCas9タンパク質とガイドRNA
は、通常は異なる 2種類のプロモーターで発
現誘導する必要があり、別々の分子として独
立に細胞内に存在するため、本研究での送達
効率に影響を及ぼすと予想された。そこで、

（ 1 ） 単 一 の プ ロ モ ー タ ー に よ っ て
CRISPR/Cas 構成要素を発現する、新たなツー
ルの開発を試みた。（２）また、従来用いら
れているS. pyogenes由来のCRISPR/Casは、
標的配列として5’-NGGという塩基配列が存
在する座位のみを認識するため、より広範な
座位を標的とした CRISPR/Cas が本研究で利
用可能か検討するため、S. thermophiles 由
来の CRISPR/Cas が受精卵を介したゲノム改
変に利用可能か検討した。（３）CRISPR/Cas
とは異なるタンパク質型の人工制限酵素と
して、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ZFN）
が古くから検討されている。これは他の人工
制限酵素と比較しても分子量が極めて小さ
く、タンパク質として機能するために
CRISPR/Cas とは異なる性状で利用可能であ
ると予想された。しかし、これまでの報告で
は ZFN は CRISPR/Cas と比較してゲノム改変
の効率が低いことが知られていた。そこで、
マウス受精卵で利用可能な高効率なゲノム
改変機能を発揮するZFNセットの探索を行っ
た。（４）また、これまでの検討では受精卵
がゲノム改変の主な対象であったが、生体内
での改変を考えた場合、未授精・未成熟の卵
母細胞がより多く存在するため、これらを標
的として利用できればより効率よく実施可
能であると予想される。しかし、未成熟卵母
細胞において人工制限酵素によるゲノム改
変が可能かは十分に検討されていなかった。
そこで、ブタの卵成熟系を利用し、未成熟・
成熟・前核形成の各期の卵母細胞について、
CRISPR/Cas によるゲノム改変効率の比較を
行った。２-②については、前述の報告結果
を追試するため、蛍光マーカーを発現する ES
細胞をオスヌードマウスに皮下移植し、精巣
内における蛍光マーカーの発現を観察した。 
 
４．研究成果 
①（１）従来の CRISPR/Cas では、Cas9 は
RNApolⅡ型プロモーターで発現さる一方で、
ガイドRNAはRNApolⅢ型プロモーターで発現
させ必要があるとされていた。我々ははじめ
にに Cas9 とともに RNApolⅡ型プロモーター
でガイド RNA の発現を行ったところ、人工ヌ
クレアーゼとしての機能は認められなかっ
た。これは、RNApolⅡ型プロモーターの特性
として、ガイド RNA の 5’,3’にキャップ構
造などの余計な構造を付加することが原因
であると予想された。そこで、ガイド RNA の
両端に Ribozyme を付加し、Cas9 とともに
RNApolⅡ型プロモーターで発現させたとこ
ろ、人工ヌクレアーゼとしての機能が認めら
れた。続いて、単一のプロモーター下で、Ires
配列で Cas9 配列と Ribozyme 付加ガイド RNA
を発現させるコンストラクトを作製し細胞
に導入したところ、人工ヌクレアーゼとして
の機能が認められた。驚くべきことに、IRES
配列を利用せず、Cas9 配列と Ribozyme 付加
ガイドRNAを連結したコンストラクトについ
ても、人工ヌクレアーゼとしての機能が認め



られた。また、異なる２種類の座位を標的と
した Ribozyme 付加ガイド RNAを Cas9 ととも
に単一プロモーターで発現誘導したところ、
複数座位のゲノム改変が認められた。以上よ
り、単独のプロモーターから CRISPR/Cas の
構成要素を同時に発現することが可能な新
たなツールの開発に成功した。 
（２）S.thermophiles由来のCas9について、
ヒトコドン最適化したものを受精卵内で高
発現するコンストラクトを作製し、この mRNA
と Tyr を標的としたガイド RNAを受精卵に顕
微注入し、胚移植によって産子を得たところ、
従来の CRISPR/Cas と同等の効率でノックア
ウト個体の作出が認められた。続いて、従来
の CRISPR/Cas では設計が困難な座位に対し
するノックインについて、S. thermophiles
由来 CRISPR/Cas を利用し、高効率にノック
インが可能であることを確認し、本ツールの
汎用性を報告した。 
（３）これまでの検討では、ZFN による受精
卵を介したゲノム改変個体の作製では、およ
そ1~2割の産子で標的ゲノムの改変が認めら
れていた。本検討において、Aqpep 遺伝子の
C 末端付近に対して ZFN を設計し、受精卵に
顕微注入し、胚移植後に産子を得たところ、
驚くべきことに、得られた個体すべてで標的
座位のゲノム改変が認められた。受精卵のみ
で高効率にゲノム改変が可能であるのかを
検証するために、標的配列をコードしたレポ
ーターコンストラクトとともに HEK293 細胞
に導入し、効率を評価したところ、対象区と
して利用した過去に報告したZFNと比較して
有意に高いゲノム改変効率を示した。以上よ
り、汎用的に利用可能な高効率 ZFN の作製に
成功した。 
（４）卵核胞期、成熟後、前核形成期のブタ
卵母細胞に CRISPR/Cas を導入し、ゲノム改
変効率を評価したところ、未成熟である卵核
胞期では著しく効率が低いことが明らかと
なった。卵巣内の卵母細胞の大半は未成熟卵
母細胞であるため、本研究の目的の達成には、
未成熟卵母細胞でのゲノム改変効率を向上
させる必要がある。導入した Cas9 の卵母細
胞内局在を観察したところ、卵核胞内への局
在が低いことが明らかとなった。小分子化合
物を利用して核移行シグナルを制御したと
ころ、卵核胞内への局在が上昇し、それに伴
いゲノム改変効率が上昇した。以上の結果か
ら、人工ヌクレアーゼによる未成熟卵母細胞
での低い改変効率は核内移行の効率による
ことが示唆されたとともに、本研究によって
未成熟卵母細胞でもゲノム改変が可能な新
たな系の確率に成功した。 
②過去の報告（Cossetti et al., PLoS ONE, 
2014）を追試するために、EGFP を発現する
ES 細胞を KSN ヌードマウスの皮下に移植し、
テラトーマ形成後に精巣を回収し、組織観察、
ウェスタンブロット、RT-PCR によって EGFP
分子の送達を観察したが、非移植個体と同様
に分子は検出されなかった。本法による分子

の送達は実質的なツールとして利用するこ
とは困難であることが示唆された。細胞移植
に代わる新たな検討として、細胞膜透過シグ
ナルペプチド配列を付加した人工ヌクレア
ーゼを利用する方法を考案した。蛍光レポー
ター配列について、シグナルペプチド
（MASIWVGHRG）をコードしたプライマーを利
用して PCR 法で増幅し、Neuro2A 細胞に導入
することで、蛍光タンパク質を調製した。し
かし、別細胞に対する得られたタンパク質の
導入能は認められなかったため、人工制限酵
素の新たな送達方法として利用可能である
か、その検討までは至れなかった。 
 
以上の結果より、本研究によって、分子送達
に適した新たな人工制限酵素ツールの確率
に成功した。しかし、本研究計画で提案した
送達方法は利用が困難であることが示唆さ
れた。本計画の遂行中に、東海大学の大塚ら
によって、卵管内に存在する受精卵に対して
エレクトロポレーションによって人工ヌク
レアーゼを導入し、ゲノム改変個体を得ると
いう優れた方法は報告された（Takahashi ら、
Sci Rep、2015）。今後は、このような方法と
本研究で確立した新たなツールとを組み合
わせることによって、様々な動物種に利用可
能なゲノム改変個体の作製が可能になると
期待される。 
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