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研究成果の概要（和文）：CRISPR/Cas9を始めとするゲノム編集技術により、これまでに様々な遺伝子改変動物
が作られるようになってはいるものの、相同組換えによる大きなフラグメントのノックインは依然として効率が
悪いことが知られている。 本研究では、内在性の相同組換え機構に注目し、それをノックインに応用すること
で高効率な遺伝子改変技術を確立することを目的とした。 
本研究では、ノックイン効率を効率よく評価するための評価系を構築したのに加え、内在性の相同組換え機構に
おいて働くことが知られている複数の遺伝子、および内在性の相同組換えに近い状態に誘導するために相乗的に
働く因子のクローニングを行った。

研究成果の概要（英文）：Although CRISPR/Cas9 and other genome editing technologies have enabled the 
generation of a variety of genetically modified animals, knock-in of large fragments by homologous 
recombination is still inefficient. Here, we focused on the endogenous homologous recombination 
mechanism and applied it to knock-in to establish a highly efficient gene modification technique. 
In this study, we first constructed an evaluation system to efficiently assess knock-in efficiency. 
Additionally, we cloned several genes known to work in the endogenous homologous recombination 
mechanism and factors that work synergistically to induce a state close to endogenous homologous 
recombination.

研究分野： 発生工学

キーワード： ゲノム編集

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者が所属する滋賀医科大学では、カニクイザルにおけるゲノム編集研究を積極的に推進しているが、サルを
用いる場合、マウスのように単純に試行数を増やすことで効率の問題を回避するということが倫理的に難しく、
現状の効率ではノックイン実験は難しい状況である。
もし効率よくノックインを誘導することが可能になれば、カニクイザルを含めた大動物のみならず、全てを置き
換えるポテンシャルを秘めた意欲的な研究である。

※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 
 

CRISPR/Cas9 を始めとするゲノム編集技術により、これまでに様々な遺伝子改変動物が作ら
れるようになってはいるものの、相同組換えによる大きなフラグメントのノックインは依然と
して効率が悪いことが知られている。これは Cas9 による DNA の二本鎖切断（Double Strand 
Break、DSB）の後、相同性配向型修復（Homology Directed Repair、HDR）が誘導される前
に非相同性末端結合（Non Homologous End Joining、NHEJ）による修復機構が働き、塩基配
列の挿⼊・⽋失（Inseretion & Deletion、Indel）が誘導されることで target 配列が改変され、
もはや Cas9 の target にならなくなることが大きな要因である。つまり、相同組換えによるノ
ックインの効率を上げるためには、NHEJ をいかに阻害するのかが鍵となる。 

 
これまでに、NHEJ 阻害のため、様々な阻害剤が応用されているが、再現性に欠けるのが現状

である。特に、受精卵における応用で再現性のある報告は未だない。申請者が所属する滋賀医科
大学では、カニクイザルにおけるゲノム編集研究を積極的に推進しているが、サルを用いる場合、
マウスのように単純に試行数を増やすことで効率の問題を回避するということが倫理的に難し
く、現状の効率ではノックイン実験は難しい状況である。 
 
 
 
２．研究の目的 
 

そこで我々は、内在性の相同組換え機構に注目し、それをノックインに応用しようと考えた。
本研究では、様々な阻害剤に加え、HDR 経路の関連タンパク質を発現させることで、NHEJ よ
りも優先的に HDR を誘導させ、ノックイン効率を向上できないか検討することを目的とした。 

 
本研究では特に、内在性相同組換え因子の内因性のヌクレアーゼ活性と NHEJ 阻害活性をそ

のままゲノム編集に応用するために、切断活性を持たない変異型 Cas9 である dCas9 と内在性
相同組換え因子との融合タンパク質を構築し、それをゲノム編集に応用して、効率的なノックイ
ン誘導法を確立しようと考えた。 

さらに、その他の HDR 経路の関連タンパク質の強制発現や化学的阻害剤を駆使し、内在性の
相同組換えに近い状態に誘導するために、相乗的に働く因子の探索を行おうと考えた。 
 
 
 
３．研究の方法 
 

本研究では、内在性の相同組換え機構に注目し、それをノックインに応用することで高効率な
遺伝子改変技術を確立することを目的としたが、その実現のためには効率的なノックインの評
価系の確立が不可欠である。 

 
よって、内在性の相同組換え機構において働くことが知られている複数の遺伝子のクローニ

ングを行い、dCas9 との融合タンパク質を発現するベクターを構築するのに加え、ノックイン効
率を効率よく評価するために、恒常的発現遺伝子あるいは初期胚で高発現している遺伝子の遺
伝子座にレポーターをノックインする評価系を構築を試みた。 
 
 
 
４．研究成果 
 

本研究では、ノックイン効率をいかに効率よく評価するかかが極めて重要となる。そこで恒常
的発現遺伝子あるいは初期胚で高発現している遺伝子の遺伝子座にレポーターをノックインす
る評価系を構築した。 

 
評価系はマウス ES 細胞、カニクイザル ES 細胞、マウス初期胚、カニクイザル初期胚を用い、

それぞれ構築した。 
 
マウス ES 細胞においては、セーフハーバー遺伝子として知られている ROSA26 遺伝子座（図

１）に加え、未分化細胞で高発現することが知られている Pou5f1(Oct3/4)遺伝子座（図２）、恒
常的に発現する Rplp0 遺伝子座（図３）にレポーターをノックインする評価系を構築した。 



マウス初期胚では、これらのうち、
Pou5f1 遺伝子座、Rplp0 遺伝子座へのノ
ックイン系を用いて評価系を構築した。 

 
カニクイザル ES 細胞においては、セ

ーフハーバー遺伝子として知られている
AAVS1 遺伝子座（図４）に加え、マウス
と同様、未分化細胞で高発現することが
知られている POU5F1(OCT3/4)遺伝子
座 、 恒 常 的 に 発 現 す る
RPLP0遺伝子座にレポータ
ーをノックインする評価系
を構築した。 

カニクイザル初期胚で
も、これらのうち、POU5F1
遺伝子座、RPLP0 遺伝子座
へのノックイン系を用いて
評価系を構築した。 

 
なお、ノックインに使用し

たレポーターについて、図ではそれぞれの
一例を掲載したが、これらの他、目的に応
じたレポーターを搭載した複数のベクタ
ーを構築した。 

 
次に、内在性の相同組換え機構において

働くことが知られている複数の遺伝子の
クローニングを行い、dCas9 との融合タ
ンパク質を発現するベクターを構築した。 

さらに、内在性の相同組換えに近い状態
に誘導するために、相乗的に働く因子の探
索を行い、それらの遺伝子のクロ
ーニングも行った。 

 
 
これらの研究により、内在性の

相同組換え機構を用いて効率的に
ノックインを行うための基盤を整
えた。今後、これらの基盤を用いて
さらに研究を推進する予定である。 

 
 
本研究では、内在性の相同組換え機構に注目し、それをノックインに応用することで高効率な

遺伝子改変技術を確立することを目的としたが、もし効率よくノックインを誘導することが可
能になれば、カニクイザルを含めた大動物のみならず、全てを置き換えるポテンシャルを秘めた
意欲的な研究である。 
 
 
 
 

図 1. ROSA26 へのノックイン 
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図３. RPLP0 へのノックイン 
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図２. POU5F1 へのノックイン 
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図４. AAVS1 へのノックイン 
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