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研究成果の概要（和文）：FLExシステムと異動物種由来ゲノム等を用いた新規コンディショナル遺伝子発現制御
法の開発を試み、その手法を用いた6系統のノックインマウスを樹立できた。また、遺伝子改変マウス作製法の
技術開発を行ない、初期胚に対する電気穿孔法を用いたゲノム編集により、簡便に長い配列のノックインを可能
とする新技術を確立することができた。本研究の目的の一つは、神経疾患原因遺伝子Car8、Eef1a2及びそれらの
関連分子を対象として小脳発達の分子機序の一端を明らかにすることであったが、得られた知見は多くはなかっ
た。しかし、遺伝子発現制御と遺伝子改変マウス作製の技術開発という点においては著しい成果を上げることが
できた。

研究成果の概要（英文）：In this project, I attempted to develop a novel method for the regulation of
 conditional gene expression using the FLEx system and genomes derived from different species. A 
total of six knock-in mouse strains were established using the novel method. We also developed a 
method of producing genetically engineered mice. In the genome editing of early mouse embryos using 
the electroporation method, we were able to establish a technology that enables the knock-in of 
longer sequences more easily. One of the objectives of this study is to elucidate some aspects of 
the molecular mechanisms of cerebellar development, focusing on two genes that cause neurological 
diseases, Car8, Eef1a2, and their related molecules. Although we did not obtain much information on 
the molecular mechanism of cerebellar development, we believe that we were able to achieve 
remarkable results in terms of the regulation of gene expression and the development of technology 
for producing genetically modified mice.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 神経疾患原因遺伝子　ゲノム編集　コンディショナル遺伝子発現制御
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究においてゲノム編集による遺伝子改変動物作製について技術的にさらに向上させたことで多くの生命科学
研究の推進に寄与することができると期待され、また、遺伝子発現制御法の改良は遺伝子機能の評価をより正確
にするという点で学術的意義は高い。さらに、一系統のマウスを希少神経疾患であるTimothy症候群の病態モデ
ルとして研究代表者が発明者の一人となり特許出願したことから、本研究成果を社会へ還元できる可能性も高
い。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
ゲノム配列中の変異が引き起こす個体の表現型変化および疾患は、生命現象を司る分子的基盤
の解明のための貴重な情報源となる。ヒト遺伝性疾患のゲノム解析から同定される原因候補遺
伝子に見出される変異の多くはゲノム配列中の 1 塩基の置換により生じる点変異や数塩基程度
の欠損/挿入による微細な変異であり、古典的遺伝学や飽和ミュータジェネシスプロジェクト等
から同定される変異も同様であるが、その微細な変異が引き起こす表現型の変化の原因を生体
内で正確に評価することは後述のように比較的困難である。申請者は、中枢神経系の回路発達お
よび脳高次機能である記憶・学習の分子機構や精神・神経疾患の発症機序、さらにそれらの現象
と関連の深い生命現象である睡眠や概日リズムについて研究を推進してきた。申請者が参画し
たミュータジェネシスプロジェクトにおいて睡眠に関連する極めて興味深い遺伝子変異が同定
され、共著者として報告することができたが（Funato et al., Nature, 539: 378-383, 2016）、
その遺伝子の生理機能を完全に解明するまでには至らず次の課題として残っていた。その原因
の一つとして挙げられるのは、全身性の遺伝子変異に起因する表現型を掘り下げて解析するた
めの最も有力な手法であるコンディショナル（組織、時間特異的）な遺伝子変異の導入が、微細
な変異を対象とした場合は困難であるという制約である。 
 生体内における遺伝子の生理機能解析法の中でも特に強力な技術として、Cre-loxP 組換え系
を用いたコンディショナルノックアウト法が発展してきた。その原理を利用した遺伝子発現系
として、ノックイン-トランスジェニック型で Cre組換え依存的に強力なプロモーターにより遺
伝子を発現させるシステムや、数種の loxP 類縁配列と組み合わせ DNA配列を逆位にすることで
遺伝子発現を制御する FLEx（または DIO）と呼ばれるシステムなども存在するが、多くの場合は
内在の遺伝子構造と異なっており、前述のような微細な変異が生じた遺伝子と正常遺伝子の機
能を正確に比較検証することは難しい。そこでこの問題を克服するため、異種動物のゲノム配列
を含む DNA 要素などで構成された新規 FLEx変異を導入する予備実験を行った結果、内在遺伝子
の発現を正確に反映するコンディショナルな変異遺伝子発現制御が可能となることが示唆され
た。一方、従来の遺伝子改変マウス作製が遺伝学、発生工学を中心的技術とするため長い実験期
間を要するという最大の問題については、ゲノム編集技術を適用することで解決可能だと考え
られた。 
 
２．研究の目的 
 
（1）本研究の主な目的はゲノム編集技術を用いた新規一世代コンディショナル遺伝子発現制御
技術の確立である。そのため、内在遺伝子の発現を正確に反映させるよう導入する遺伝子発現制
御カセットの構成要素の種類、相同性、配置等を決定する。また、ゲノム編集技術に用い、より
簡便な一世代ノックイン技術を開発する。 
 
（2）開発された技術の有効性を確認するため、遺伝子変異-中枢神経系回路発達-表現型の関連
性を捉えやすい小脳発達期をモデルとして選択し、生理機能が明らかでない 2 つの神経疾患原
因遺伝子、炭酸脱水素酵素関連タンパク Car8及びその結合分子 Itpr1、翻訳伸長因子 Eef1a2 と
類縁分子 Eef1a1、それらの関連分子等を主な変異導入の対象として、小脳発達の分子機序の一
端を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
（1）コンディショナル遺伝子発現制御法を確立するため、遺伝子発現制御カセットを構成する
異種動物のゲノム配列、loxP配列および loxP 類縁配列の位置関係などを検討しつつ、実際にノ
ックインマウスを作製し動作確認を行った。また研究代表者は、ゲノム編集技術の中でも簡便な
ノックインマウス作製法であるマウス初期胚に対する電気穿孔法の一種の TAKE(Technique for 
Animal Knockout system by Electroporation)法により、既に一世代-低分子タグ-ノックイン
マウス作製技術を確立していたことから、この技術の応用によって微細な変異を対象とした一
世代でのコンディショナル遺伝子改変マウス作製が可能になると考えた。本研究で採用したの
は TAKE 法よりもさらに簡便である GONAD(Genome-editing via Oviductal Nucleic Acid 
Delivery)法であり、CRISPR 溶液組成やドナーDNAの種類等の各種実験条件について最適な条件
を検索した。一方、ゲノム編集技術は世界的に技術発展が著しく、本研究の遂行途中に申請当時
には存在しなかった新技術も開発されたことから、必要に応じてこれら技術について部分的に
本研究に取り入れた。 
 
（2）前述の遺伝子を標的として、主に GONAD 法を用いて遺伝子発現制御カセットの導入を試み
た。 



 

 

 
４．研究成果 
 
（1）新規一世代コンディショナル遺伝子発現制御技術の確立 

 
①新規コンディショナル遺伝子発現制御法を用いて、計 6 系統のノックインマウスを樹立した。
そのうち 3 系統については発現制御の確認ができており、想定通りに Cre 組換え前は野生型同
様の発現量での標的遺伝子の発現、組換え後は同程度の発現を維持しつつ変異型遺伝子の発現
が認められた。遺伝子発現制御カセットについて検討し、異種動物のゲノム配列、loxP 配列お
よび loxP 類縁配列の位置関係について実用に耐える構成要素を決定することができた。このカ
セットを使用したうち、１系統については希少神経疾患である Timothy 症候群の病態モデル
になり得ると考えられたことから（図 1。特許申請中により遺伝子名は伏せる）、研究代表者
が発明者の一人となり特許出願することができた（Timothy 症候群新規病態モデル。出願中：
03992021JP）。残りの 3 系統についても引き続き発現制御の動作確認を行う。以上の結果より、
新規遺伝子発現制御法の確立という本研究課題の主要な目的が達成されたと考えられる。 
 

②遺伝子改変マウス作製
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集技術である GONAD法を基

に、より簡便に長鎖 DNA配

列（約 3 kbまで）のノッ

クインを可能とする技術
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図2. GONAD法による長鎖DNA配列のノックイン法の開発
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ことができた。なお、本研究遂行中に、この結果に近い報告が発表されている（文献②、③）。

また、ノックインマウス作製に用いるべきドナーDNAの種類については諸説あり、本研究開始当

時には一本鎖 DNA が最適であるとの認識であったため数回ノックインマウスの作製を試みたが

失敗に終わった。一方、AAV ベクターは培養細胞での相同組換えにおいてドナーDNAとして機能

することはよく知られており、実際に TAKE 法においてマウスおよびラット初期胚においても同

様の結果が報告されていた（文献④、⑤）。そこで予備実験的にラットを用いた GONAD 法におい

て検討したところ、長鎖ノックインが効率的に生じることを見出した（図 2）。マウスでの GONAD

法においても AAV ベクターがドナーDNAとして機能することが確認され、作製されたノックイン

遺伝子が生殖系列伝達することも確認された。これらの技術については現在論文投稿準備中で

ある。 

 

③近年、「プライム編集」とい

う新たな遺伝子変異導入技術

が報告された（文献⑥）。本課

題での開発技術に応用するこ

とでさらなる技術的発展と遺

伝子改変の効率化が期待され

たため、当初計画には含まれて

いなかったが、マウス ES 細胞

にプライム編集技術を適用可

能とする実験条件を検討した。

実験開始当初は変異導入効率

が極めて低かったが、プライム

編集におけるゲノム編集ツー

ルとして報告された PE2（ニッ

カーゼ型 Cas9 と逆転写酵素の

融合遺伝子）について核移行シ

グナルや DNA 結合ドメインの

付加などの改良を行い、変異導

入効率を高めることができた

（図 3）。さらに変異導入後の

ES 細胞より生殖系列伝達する

キメラマウスの作製にも成功

し、これらの成果を第 44 回分

子生物学会年会にて報告した。 

 

（2）神経疾患原因遺伝子変異マウス作製による小脳発達の分子機序の解析 

 

①小脳発達に関連する神経疾患原因遺伝子 Car8、Eef1a2、Itpr1 等について Cas9 の標的となる

guideRNA配列を選定し、まず Car8 の C末端をを変異導入の対象として遺伝子改変を試みた。前

述の遺伝子改変マウス作製技術の改良が途中での試みであったため長鎖ノックインについては

成功せずしなかったが、C 末端のわずかな変異が Car8 の機能を損なうという予想外の知見が得

られた。Car8 は Iptr1 の結合分子としてカルシウム放出に関連する生理機能を有すると予想さ

れているがその結合部位は C 末端ではないため、他の重要な生理機能を有していることが示唆

される。 

 

②本研究課題の主要な目的の一つである遺伝子改変マウス作製技術が確立しなければ標的遺伝

子への長鎖ノックインは困難であったことから、その技術開発を先行させた。さらに新型コロナ

ウイルス感染症対応による動物実験の一時抑制と、ほぼ同時期に発生工学的実験を支援する主

たる研究協力者一名の予期せぬ離職（死亡退職）があり、研究遂行が著しく困難な期間が生じた

ため、結果的に目的とする変異を導入したマウスの樹立には至らなかった。従って、小脳発達の

分子機序の解析を計画通りには行うことができなかった。 

 

以上、本研究課題について、小脳発達の分子機序に関して得られた知見は多くはなかったものの、

遺伝子発現制御と遺伝子改変マウス作製の新規技術開発という主要な目的については達成し、

著しい成果を上げることができたと考えられる。 

 

図3. 培養細胞におけるプライム編集の効率化
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（A）プライム編集におけるゲノム編集ツールであるPE2（上段）について、編集効率を上げるため核局
在シグナル（NLS）等を変更、付加することでCMP-hPE2*（下段）を作製した。HN1, high-mobility
group nucleosome binding domain 1; H1G, histone H1 central globular domain。
（BーD）マウスES細胞（mES）、マウス膵臓がん細胞（PAN02）、マウス胎仔線維芽細胞（MEF）にお
いて、PE2と比較してCMP-hPE2*による変異導入効率が上がった。
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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