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研究成果の概要（和文）：染色体にコードされた遺伝子から発現するタンパク質は各種の生命活動や生命イベン
トの根幹となる。これまで、実験用マウスなどのモデル動物を用いた生命科学研究および医学研究において、遺
伝子自身を欠失させた際の影響はよく調べられてきたが、その遺伝子の発現時期や場所や量を制御する染色体配
列の機能解析は実施されていなかった。
本研究では、遺伝子の発現パターンを制御する染色体領域を決定するための方法の開発を実施し、マウス胚性幹
(Embryonic Stem, ES)細胞においては、遺伝子の発現パターンを制御している広域なゲノム候補領域の特定に資
する手法を開発することが出来た。

研究成果の概要（英文）：Proteins expressed from genes encoded on chromosomes are the basis of 
various biological activities and life events. Although the effects of gene deletion have often been
 studied in life science and medical research using model animals such as laboratory mice, 
functional analysis of the chromosomal sequences that control the timing, location, and amount of 
gene expression has not been conducted.
In this study, we developed a method to determine the chromosomal regions that control gene 
expression patterns, and in mouse Embryonic Stem (ES) cells, we succeeded in developing a method 
that contributes to the identification of a wide range of candidate genomic regions that might 
control gene expression patterns.

研究分野： 実験動物学

キーワード： 遺伝子改変マウス　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
一般的な遺伝子は各種の生命活動や生命イベントを制御するタンパク質をコードしている。遺伝子およびそれに
コードされたタンパク質の機能を知るためには、その遺伝子が存在する染色体領域を欠落させたモデル動物を作
出すればよい。このノックアウト動物の作出と解析により、各種遺伝子の機能が続々と明らかとなってきている
が、それらの遺伝子が機能すべき時間や細胞種、そしてそれらの遺伝子およびタンパクの量を規定する染色体領
域の解析はほとんど進んでいない。我々が新たなに開発した大規模かつ半ランダム染色体領域を欠落させること
ができる今回の手法は、遺伝子の発現パターンの理解に貢献する。

※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 

染色体にコードされた遺伝子から発現するタンパク質は各種の生命活動や生命イベントの根幹

となる。これまで、実験用マウスなどのモデル動物を用いた生命科学研究および医学研究におい

て、遺伝子自身を欠失させた際の影響はよく調べられてきたが、その遺伝子の発現時期や場所や

量を制御する染色体配列の機能解析は実施されていなかった。ゲノム科学の発展により、遺伝子

の発現パターンを制御するゲノム領域が多種多様な疾患に関連することが明らかとなってきた。

そして、この発現パターン制御ゲノム領域の位置をまとめた ENCODE 等のデータベース整備が着

実に進んでいる。ENCODE などのデータベースにある膨大な ChIP-Seqデータ、そしてヒトやマウ

ス等の遺伝学的研究から、重要と思われる発現パターン制御候補領域が多数同定されているが、

その機能を生体で証明する研究が少ないため、それらは玉石混交のデータの羅列に留まってい

る側面が強い。 

各生命現象を制御する主因子がタンパク質であることに疑いはないが、その産生のタイミング

や量、すなわち細胞内の文脈は発現パターン制御ゲノム領域により規定されている。この極めて

重要なゲノム機能エレメントの機能解析実験があまり実施されていない主な理由は、発現パタ

ーン制御領域の機能的部位が不明瞭なためである。遺伝子機能(=その遺伝子にコードされてい

るタンパク質機能)を検証する実験の場合、標的遺伝子のエクソンの位置や翻訳フレームは明確

に決定されているため、タンパク質をコードしている配列に数塩基の欠損や挿入変異を生じさ

せて機能的なタンパクを発現しない null 変異体を容易に作出できる。一方、発現パターン制御

配列に翻訳フレームはなく、機能的に重要な領域の位置や長さも不明瞭である。この不確定要素

の多さから、実験規模が大きい in vivo実験の実施が特に少ないが、発現パターン制御ゲノム領

域の機能部位は細胞系譜や細胞状態ごとに異なるため、in vivo実験で得られる非遺伝子ゲノム

領域の機能に関する情報は非常に多い。 

発現パターン制御ゲノム領域の機能を実験的に証明するほとんど唯一の方法は、その領域を染

色体 DNA 上から切除(欠失)することである。CRISPR を用いて標的領域の両端を同時に切断する

ことで、その領域を切除することができる。しかし、機能的に重要な“必要かつ十分な領域”を

特定するためには、欠損領域が少しずつ異なる多くの変異マウス系統が必要で、その作出と解析

には多大な労力を要する。 
 

２．研究の目的 

細胞内の文脈を支配する発現パターン制御ゲノム領域の機能的重要性を標的領域内で網羅的に
評価できる in vivo 解析系を確立する。 

 

３．研究の方法 

発現パターン制御ゲノム候補領域は遺伝子間に散在的に存在する。プロモーターやエンハンサ

ー、もしくは、miRNAクラスターは互いに協調的に作用するため、各発現パターン制御ゲノム候

補領域の単一切除だけでなく複数を同時に切除することでより多くの知見が得られる。 

そこで『CRISPR Excision Random Mutagenesis(以下、CERM)』を開発する。CERM とは、自身が

標的としたゲノム DNA 領域にランダムな切除変異を導入する方法である。 

CERM の具体的なフローは、①: 解析対象とするゲノム領域を決め、その領域内に 10 個程度の

CRISPR 切断サイト(=sgRNA 標的サイト)を設定する。②: 各サイトに対する sgRNA を発現する

「U6プロモーター-sgRNA Transgene」をサイト数分だけ構築する。③: マウス個体への発生能

を有する胚性幹(embryonic stem; ES)細胞に上述の sgRNA発現ベクターを導入する。この時、ト

ランスポザーゼを用いて各ベクターをその種類も組み合わせもランダムに ES 細胞のゲノム DNA

に組み込ませる。④: ③で構築した sgRNA 発現ベクター発現 ES 細胞ライブラリに Cas9 発現ベ

クターを導入する。この Cas9 発現ベクターには薬剤誘導的自殺遺伝子と二本鎖切断レポーター

カセットも搭載しておき、ゲノム編集が生じた細胞を FACSで分取後、Cas9発現ベクターがゲノ

ム DNAに組み込まれた ES細胞を致死させる。⑤: 生存した細胞集団から一細胞クローニングに

して、ゲノム編集済み ES細胞クローン・ライブラリを構築する。⑥: 各 ES細胞からゲノム DNA

を抽出し、それぞれの ES細胞が有する sgRNA発現ベクターの種類と組み合わせをアンプリコン

次世代シークエンス解析で決定する。また、その sgRNA 保持情報を参照し、発現パターン制御ゲ

ノム候補領域に生じた変異を PCRおよびアンプリコン次世代シークエンス解析で決定する。 
 



４．研究成果 
①および②: sgRNA 発現ライブラリの構築 
このライブラリは X 染色体上に存在する発現パターン制御ゲノム候補領域を一定の間隔で標的
とする 16種の sgRNAをそれぞれ発現するベクターとした。インサートの両端に ITR配列を加え、
その ITR 配列に挟まれた部位に U6 プロモーター-sgRNA(各種)が導入されたベクターである。
sgRNA の発現とその切断活性は EGxxFP により確認した。なお、このベクターにはネオマイシン
耐性遺伝子も搭載した。 
③: マウス ES細胞への sgRNA 発現ベクターを導入 
トランスポザーゼ発現ベクターと上述の sgRNA 発現ベクターライブラリを C57BL/6(黒毛)マウ
スより樹立した ES 細胞集団にトランスフェクション法で共導入した。 なお、トランスポザーゼ
発現ベクターには薬剤誘導的自殺遺伝子も搭載した。遺伝子導入後から数日間、自殺遺伝子を活
性化させる薬剤とネオマイシンを ES 細胞の培養に添加し、sgRNA 発現ベクターが染色体に導入
され、かつ、トランスポザーゼ発現ベクターが染色体に挿入していない ES 細胞のみを取得した。
この ES 細胞集団のゲノム DNA を抽出し、取り込まれた sgRNA発現ベクターの種類をアンプリコ
ン次世代シークエンス解析で確認したところ、16 種すべての sgRNA 発現ベクターが取り込まれ
ていることが確認された。 
④～⑥: ゲノム編集済み ES 細胞クローン・ライブラリの構築と評価 
上述の sgRNA 発現ベクター導入 ES細胞集団に Cas9 発現ベ
クターを導入し、標的染色体領域にランダムな変異を導入
した。Cas9 発現ベクターには薬剤誘導的自殺遺伝子も搭載
されているため、遺伝子導入後に自殺遺伝子活性化薬剤を
添加し、Cas9発現ベクターがゲノムに組み込まれたクロー
ンを致死させた。その後、シングルセルクローニングを行
うことで 90 個近い ES 細胞クローン・ライブラリを構築す
ることに成功した。これらの ES 細胞クローン・ライブラリ
のそれぞれが有する sgRNA の種類とその数をアンプリコン
次世代シークエンス解析した結果、最大で 16 種類の sgRNA
を有するクローンから 1 つの sgRNA のみを有するクローン
が存在していた(図 1)。なお、多くのクローンでは 5 種類
以下の sgRNA 配列が確認されたが、それ以上の sgRNA の種
類を有する ES 細胞も少なからず存在していた(図 1)。図 2
に示す通りに、これらの各クローンがもつ sgRNA の組み合
わせはクローン間で異なっていることから、当初の予定通
りに、ランダムに sgRNA 発現ベクターが導入できたと考えられる。次に、各 ES細胞クローンに
おいて、導入された sgRNA を頼りに各標的サイトにて変異が生じているのかを PCR およびアン
プリコンシーケンス解析で評価した結果、当初の予定通りに indel変異や領域欠損変異が sgRNA
依存的に半ランダムに導入されていた(図 3)。 

ES 細胞だけでなく受精
卵でも同様の系の構築
に取り組んだ。受精卵ゲ
ノム編集ではモザイク
や想定以上の大規模欠
損、そして導入できる
RNA の総体的な量の制
限から、ES 細胞を用い
た系に比べ、ランダム変
異導入効率は著しく低
かった。以上の結果から、
本系は、今のところはシ
ングルセルクローニン
グが可能で、かつ、遺伝
子導入効率が比較的高

い細胞に限られるものの、十分に機能的な非遺伝子ゲノム領域にランダムな切除変異を導入で
きると結論づけた。 
各 ES 細胞クローンから
胚盤胞補完法や 4 倍体補
完法でキメラマウスを作
出し、その表現型を解析
することで、それぞれの
発現パターン制御ゲノム
領域の欠損が表現型に与
える影響を検討すること
が可能となる。 
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