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研究成果の概要（和文）：黄斑などの眼球構造がヒトと類似するカニクイザルの遺伝子改変眼疾患モデルを作製するた
めに、受精卵へCRISPR/Cas9システムを用いたゲノム編集技術を応用した。顕微授精により雄雌前核を持つ受精卵を作
出し、この前核に目的の眼疾患遺伝子の変異を誘導するように構築したCRISPR/Cas9発現ベクターを注入した。このベ
クター注入卵について体外培養および胚移植を行った。体外培養したベクター注入卵は胚盤胞に発生し、これからES細
胞が樹立された。このES細胞において目的遺伝子の変異が誘導されていることが確認された。また、ベクター注入卵の
胚移植を行ったところ、１個体が妊娠を継続し、雌の新生児を得るに至った。

研究成果の概要（英文）：The primate eye has unique structural characteristic such as macula, which do not 
exist in experimental animals, mouse, rat, and zebrafish. In this study, CRISPR/Cas9 was used to 
specifically cut the genome DNA in the fertilized egg to develop gene manipulated cynomolgus macaque 
monkeys with hereditary retinal disease. The fertilized egg was injected with CRISPR/Cas9 vector to 
specifically cut gene responsible for inherited macula disease. ES cell were detected with DNA cleavage 
at the site targeted. The detection of targeted mutation in ES cells provides the possibility of new born 
mutation by continuation of further experiments. A single offspring was born recently born. The new 
methods of CRISPR/Cas9 will be used to create other inherited macula diseases.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： 医歯薬学　外科系臨床医学　眼科学　眼生化学・分子生物学　カニクイザル
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１．研究開始当初の背景 
ヒトの眼疾患を忠実に再現するモデル動
物は医学研究において欠かせない実験材料
である。モデル動物は病態機序についての貴
重な基礎的情報をもたらし、新薬の評価にも
利用されている。特にマウスについては遺伝
子改変技術が進歩し、眼疾患関連遺伝子のノ
ックアウト・マウスやノックイン・マウスが
多数作製されている。しかしながらヒトの眼
球構造は高等霊長類にのみ共通なものであ
り、厳密には他の生物種と異なる。実験用マ
ウスには黄斑は存在せず、視神経乳頭の構造
も大きく異なる。   
我々はこれまでに複数の眼科疾患モデル
動物の作製を行ってきた。黄斑変性カニクイ
ザル(Umeda, Iwata et al, FASEB J 2005. IOVS 
2005)や緑内障遺伝子 Optineurin (Chi, 
Iwata et al, Hum Mol Genet 2010)、WDR36 (Chi, 
Iwata et al, Hum Mol Genet 2010)の変異体
を発現するマウス、さらに Vav2/Vav3 ダブル
ノック・アウトによる閉塞緑内障マウス等の
作製である。常にサルとマウスの眼球を研究
材料としてきた我々とって、カニクイザルに
も応用できる遺伝子改変技術を待っていた。
2009 年、実験動物中央研究所の佐々木らによ
って世界で初めてのトランスジェニック・マ
ーモセットが報告され(Sasaki et al, Nature 
2009)、遺伝子改変によって GFP 遺伝子を生
殖細胞で発現し、次の世代へ受け継がれた初
めての霊長類が作製された。しかしながらマ
ーモセットは新世界ザルに属し、下等霊長類
に分類され、眼球構造もヒトとは異なる。ま
た、ノックアウトやノックインの技術は確立
されていない。2007 年、Sangoma BioSciences
の Miller ら に よ っ て zinc finger 
nuclease(ZFN)によるゲノム改変技術が発表
された(Miller et al, Nat Biotechnol 2007)。
ZFN は DNA 配列を認識して切断し、切断面を
分解する酵素であるが、この認識部位を改変
することによって、ゲノム上の任意の場所を
特異的に切断し、分解する酵素を作製するこ
とができる。この技術を応用して、ZFN DNA
を受精卵に注入し、これを発現させることに
よって目的とする複数の遺伝子をターゲッ
トにこれを切断・分解することができる。さ
らに切断時に切断部位と相同的な塩基配列
の外来DNAを用いることによってノックイン
やトランスジェニックの動物が作製できる。
すでにウシ(Yu et al, Cell Res 2011)、ウ
サギ(Flisikowska et al, PloS One 2011)、
ブタ(Hauschild et al, PNAS 2011)、カエル
(Young et al, PNAS 2011)、ゼブラフィッシ
ュ(Doyon et al, Nat Biotechnol 2008)、ラ
ット(Cui et al, Nat Biothechnol 2011)、
マウス(Li et al, Nature 2011)で報告され
ておりサルへの応用が期待されている。我々
はすでにZFNの技術を用いた緑内障遺伝子オ

プチニュリンのノックアウト・マウスの作製
に成功しており、同様な機能が報告されてい
る CRISPR/Cas9 についてもノックイン・マウ
スの開発を行っている。サルへの応用は十分
に可能であると考えた。 
 
２．研究の目的 
ヒトの眼疾患は高等霊長類に特徴的な眼
球構造が強く影響していると考えられる。緑
内障、加齢黄斑変性、黄斑ジストロフィーな
どの眼疾患をより忠実に実験動物において
再現するには霊長類を用いることが望まし
い。これまで技術的な問題から遺伝子改変霊
長類を作製することは困難であった。本研究
ではこの技術的な問題を克服した Zinc 
Finger Nuclease (ZFN), CRISPR/Cas9 などの
遺伝子改変技術を用いて、眼疾患原因遺伝子
に関連するノックアウトあるいはノックイ
ン・カニクイザルの作製を目的とする。この
研究によって、より患者の病態に近い眼疾患
モデル動物の作製が期待される。研究対象の
遺伝子は優性遺伝の眼疾患原因遺伝子を対
象とする。作製された個体については、病理
学的、視覚機能の解析を行い、疾患個体の繁
殖による量産をめざす。 
 
３．研究の方法 
本研究はゲノム上の任意の配列を認識し、
切断・分解する CRISPR/Cas9 の特徴を利用し
て、眼疾患原因遺伝子をターゲットにこれを
欠損あるいは遺伝子変異を挿入し、遺伝子改
変カニクイザルを作製する。この方法によっ
て複数のターゲット遺伝子を同時に改変す
ることが可能である。繁殖能力や他臓器への
影響を最小限にするために、眼での発現が優
位な眼疾患原因遺伝子を選別する。初年度は
受精卵から分裂過程におけるCRISPR/Cas9の
特異的切断・分解能力を確認し、CRISPR/Cas9 
DNA の適正注入量を検討する。また注入方法
を改善して、より確実に F0 の段階で遺伝子
改変のホモ個体が作製できるように検討す
る。CRISPR/Cas9 のみを注入して作製するノ
ックアウトから外来遺伝子ベクターを用い
たノックインの実験を試みる。遺伝子改変動
物は複数の方法によって総合的に評価され
る。 
 
１）CRISPR/Cas9 の設計およびカニクイザル
由来の培養細胞を用いたノックアウト、ノッ
クインの確認実験： 
繁殖能力や他臓器への影響を最小限にする
ために、眼での発現が優位な眼疾患原因遺伝
子を選別する。ノックアウトの対象としては
劣性の疾患である黄斑ジストロフィー原因
遺伝子 ABCA4、ELOVL4 などとし、また遺伝子
変異のノックインの対象としては緑内障原
因遺伝子ミオシリン(MYOC)、オプチニュリン



(OPTN)、網膜色素変性原因遺伝子 Rhodopsin、
RPE65、RP1、RP2、加齢黄斑変性感受性遺伝
子 Complement Factor H などとする。カニク
イザル用にカスタム設計された CRISPR/Cas9
の特異的切断能力を調べるためにカニクイ
ザル由来の網膜色素上皮細胞と毛様体上皮
細胞にCRISPR/CAS9のプラスミドをトランス
フェクションして、その作用を一部で確認し
た。また、ノックインについては、8Kbp 以下
の DNAを前後 800bp の相同的配列で囲むこと
によって、任意のゲノム上に挿入することが
できる。挿入する配列を変異体にすることに
よってノックインやトランスジェニックを
作製可能である。目的の機能が確認された一
部の ZFN については DNA を作製し、受精卵の
インジェクションに利用した。 
 
２）受精卵を用いた CRISPR/Cas9 によるノッ
クアウト、ノックインの実験： 
カニクイザルの受精卵から分裂過程にお
けるCRISPR/Cas9の発現量や対象遺伝子の切
断・分解を確認し、受精卵への CRISPR/Cas9 
DNA を注入した。注入した受精卵は、通常の
受精卵と同様に一部において発生が継続し
た。今後はさらに注入方法を改善して、精子
と卵子由来の両核に CRISPR/Cas9 DNA を注入
し、確実に F0 の段階で遺伝子改変のホモ個
体が作製できるように検討する。
CRISPR/Cas9 DNA のみを注入して遺伝子を破
壊する実験を行う予定であるが、一度諸条件
が確立されれば外来遺伝子ベクターを用い
たノックインの実験を試みる。 
 
３）CRISPR/Cas9 を用いたノックアウト、ノ
ックイン・カニクイザルの作製： 
トランスジェニック・マウスの作製に準じ
た方法で、サル前核期受精卵へ CRISPR/Cas9 
DNA （ノックインの場合 CRISPR/Cas9 DNA + 
プラスミド）を注入し、その受精卵を仮腹の
雌ザルへ移植することで遺伝子操作ザルを
作製する（図 3）。この一連の操作において、
重要となる卵は卵胞発育を人為的に刺激し、
過剰な発育を誘起する必要がある。マウスや
家畜では確立している技術であるがカニク
イザルにおいては確立しておらず、採取され
る卵の内、実験に使用できる成熟卵の数や質
は制限される。そこで、良質且つ数を多く得
ることを目的とした卵胞発育誘起法の検討
を実施した。この過程で採取された成熟卵は、
雄から採取した精子を顕微注入（顕微授精）
し、受精卵を作出した。卵採取時にプロゲス
テロン値が急激な上昇あるいはほとんど変
動がない時に、採取された卵は少なく、その
ような卵から作出した受精卵の発生は確認
できなかった。この結果を踏まえて、良質と
考えられる状態の卵から作出した雌雄前核
を有する受精卵に対して、本研究において、

肝となる遺伝子改変を誘導する CRISPR/Cas9 
DNA を前核へ注入し、受精卵の DNA の切断・
分解を行う。CRISPR/Cas9 DNA を注入した受
精卵から個体を作製するために、母体への移
植（胚移植）が必要となる。移植する母体は
排卵が確認された個体で有ること、且つ卵の
発生ステージをある程度同調させる必要が
ある。そこで、母体への負担が少ない採血を
行い、血中エストラジオール（E2）を測定す
る。E2 値を排卵が行われると予想される月経
出血確認から 9日目以降に測定を開始し、そ
の値の急激な上昇および急激な値の低下を
確認し、排卵日を特定する。卵の発生ステー
ジとほぼ同調する母体の卵管あるいは子宮
内へ胚移植を行う。胚移植後約 35 日に最初
の妊娠診断を行う。この方法により、ノーマ
ルな受精卵の胚移植により妊娠が成立した。
このような胚移植からおよそ165日で出産あ
るいは帝王切開により産子を得た際には、胎
盤等の胎児付属臓器を採取して解析を行い、
目的遺伝子の欠損を調べる。遺伝子改変カニ
クイザルの存在が確認されれば、性成熟後安
定した時期となる 3才以降には、別性の個体
との同居、繁殖を行い、繁殖能力の有無およ
び操作遺伝子の伝達を確認する。遺伝子改変
カニクイザルが雄である場合には、非侵襲的
に精子を採取し、複数の雌から採取した卵へ
顕微授精を行い発生工学的な手法による子
孫の作出（継代）も平行して実施する 
 
４）遺伝子改変カニクイザルの診断： 
出産直後に DNA 検査を行い、目的とする遺
伝子改変を確認し、定期的に視機能を検査し
て目的とする疾患が発症するか診断を行う。
緑内障の診断としは眼底撮影、眼圧、光干渉
断層計(OCT)による視神経乳頭の観察を行い、
網膜色素変性の診断としては眼底撮影、網膜
電図、光干渉断層計による観察、そして黄斑
ジストロフィーと加齢黄斑変性の診断として
は眼底撮影、網膜電図、蛍光眼底造影(FA, 
ICG)、光干渉断層計による観察を行う。この
診断は３か月間隔で行う。緑内障、網膜色素
変性、黄斑ジストロフィーの原因遺伝子およ
び加齢黄斑変性感受性遺伝子による遺伝子改
変カニクイザルについては電気生理学的に視
機能検査を行い、共焦点レーザー走査型眼底
検査装置(HRA)とスペクトラルドメイン OCT
が融合したハイデルベルグ・スペクトラリス
（ハイデルベルグエンジニアリング社）を用
いて視神経乳頭、黄斑部の網膜から脈絡膜の
断層像、蛍光造影(FA, ICG)による網膜血管お
よび脈絡膜血管の状態を観察する。 
 
 
４．研究成果 
従来通りの受精卵の作出法に加え、GnRH ア
ンタゴニストを投与する卵胞発育刺激誘起



法を用いて採取した卵は、顕微授精によって
受 精 卵 を 作 成 で き る こ と 、 さ ら に
CRISPR/Cas9 プラスミドを前核に注入しても
正常に卵割し、発生が進行することを確認し
た。また、受精卵培養には従来牛血清添加
CMRL-1066 培地を使用していたが、牛血清の
ロット差による培養成績への影響が危惧さ
れる。そこで、均一な成績を得ることを目的
に成分が明らかな完全合成培地を用いたと
ころ、胚盤胞への発生を確認することができ
た。卵の採取および受精卵の培養のような基
盤的技術の改善が確認できた。そして、
CRISPR/Cas9 プラスミド注入受精卵を仮親に
胚移植したところ、妊娠が得られたものの流
産した。受胎産物を回収することができなか
ったために、CRISPR/Cas9 による遺伝子の改
変を確認することはできなかった。流産の要
因は、受精卵の質、胚移植後の母体の状況、
そ の 他 多 く の 要 因 が 考 え ら れ る 。
CRISPR/Cas9 プラスミドによる受精卵への負
の影響も考えられることから、全く新たに構
築した RNAタイプの CRISPR/Cas9 を用意した。
受精卵への応用を行う前に、カニクイザル体
細胞を用いた遺伝子改変を検討した。 
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