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研究成果の概要（和文）：筋幹細胞特異的にCas9を発現誘導するPax7-IRES-CreER/+;Rosa26-LSL-Cas9マウスを
作出した。また，筋線維特異的にCas9を発現するMlcCre/+; Rosa26-LSL-Cas9マウスを作出した。初代培養細胞
を用いて，エレクトロポレーション法およびリポフェクション法によりgRNAの導入条件を検討した。リポフェク
ション法と比較し、エレクトロポレーション法によるgRNA導入率は高く，十分なゲノム編集効率を確認した。ま
た，複数のgRNA導入によるノックアウト効率の改善も確認した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to establish genome editing techniques for 
muscle cells using Cas9 mice. To induce satellite cell-specific Cas9 expression, Pax7-IRES-CreER/+ 
mice were crossed with R26-LSL-Cas9 mice to create Pax7-IRES-CreER/+;Rosa26-LSL-Cas9 mice. We also 
generated MlcCre/+;R26-LSL-Cas9 mice that express Cas9 specifically in myofibers. Using primary 
cultured cells, we investigated transfection efficiency of gRNA by electroporation or lipofection. 
We observed that the transfection of gRNA was more efficient with electroporation compared to the 
lipofection method. Genome editing efficiency for target genes was determined by qPCR. We also 
confirmed the genome editing method is applicable for multiple genes. The knockout efficiency varied
 with the length of the target genome.

研究分野：筋生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨格筋の可塑性や再生を制御する分子機構については不明な点が多く，研究分野を加速する技術開発が望まれて
いる。今回検討したゲノム編集技術を，今後さらに効率を改善することで，単一遺伝子のみならず複数遺伝子の
同時欠損や遺伝子発現調節領域の編集も可能となり，当該分野を加速する強力なツールになる。

※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 
骨格筋は運動により損傷しても筋線維周囲

に存在するサテライト細胞 (筋幹細胞)の働
きにより速やかに修復・再生される(図１)。ま
た，骨格筋は使用頻度や強度に応じて大きさ

やエネルギー代謝を変化させる可塑性の高

い臓器である（図 2）。 
超高齢化社会を迎えた我が国では，平均寿命は延びる一方，健康で介護を必要

としない期間である健康寿命は延び悩んでいる。加齢，不活動，代謝性疾患では，

骨格筋の可塑性や再生能は低下し，加齢性筋萎縮 (サルコペニア) 発症の引き金
になる。サルコペニアに対する予防治療法を確立するためにも，骨格筋の可塑性

や再生の分子機構の解明は急務である。 

 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究では，骨格筋の可塑性や再生のメカニズム解明研究を加速する技術開

発を目的として，筋幹細胞や筋細胞に対する効率の良い遺伝子改変技術として

Casマウスを用いたゲノム編集技術の有用性を検討する。 
 
 
３．研究の方法 
本研究ではCre依存性にCRISPR/Cas9システムを誘導できるRosa26-LSL-Cas9
ノックインマウスを用いる。目的とする筋細胞あるいは筋幹細胞以外のゲノム

に影響を与えないように，筋線維特異的あるいは筋幹細胞特異的に Cre 組換え
酵素を発現させる。そのために，タモキシフェン投与により筋線維特異的に Cre
を発現する Acta-CreER/+マウスまたはタモキシフェン投与によりサテライト細
胞特異的に Creを発現する Pax7-IRES-CreER/+マウスと，Rosa26-LSL-Cas9マウ
スを掛け合わせ， Acta-CreER/+;R26-LSL-Cas9 マウスおよび Pax7-IRES-
CreER/+;R26-LSL-Cas9 マウスをそれぞれ作出する (図３)。これらのマウスを用
いることで，任意のゲノム配列を標的とする一本鎖ガイド RNA (sgRNA) を作
製・導入することで，筋線維特異的あるいはサテライト細胞特異的に標的ゲノム

図１．サテライト細胞 (筋幹細胞) 

図２．骨格筋の萎縮と肥大（左）と筋幹細胞による筋線維の再生（右） 



配列を迅速かつ簡便に削除することがで

きる。 
本研究で用いたマウス筋幹細胞は，成体

マウス後肢筋組織から採取した。エレクト

ロポレーション法およびリポフェクショ

ン法により sgRNAの導入条件を検討した。
また，複数の sgRNA を用いて，２つ以上
の遺伝子を標的にしたゲノム編集効率を

評価した。 
 
 
４．研究成果 

Cas9 マウスから筋幹細胞を単離し、初代培養系でのゲノム編集効率の条件検
討を行った。エレクトロポレーション法およびリポフェクション法により

sgRNA の導入条件を検討した。リポフェクション法と比較し、エレクトロポレ
ーション法による sgRNA導入効率は高く，遺伝子欠損効率は高かった。sgRNA
の作成箇所に依存してノックアウト効率は大幅に異なることを確認した。標的

ゲノムの長さに応じてノックアウト効率も低下することを観察した。また，複数

の sgRNA導入による遺伝子欠損効率も確認した。ただし，単独での遺伝子欠損
の効率に比べて複数の遺伝子を標的した場合の遺伝子欠損効率は低く改善の余

地がある。 
今回検討したゲノム編集技術を，今後さらに効率を改善することで，単一遺伝

子のみならず複数遺伝子の同時欠損や遺伝子発現調節領域の編集も可能となり，

当該分野を加速する強力なツールになると考えられる。 

図３．筋細胞または筋幹細胞特
異的に Cas9 を発現誘導する 
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