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研究成果の概要（和文）：本研究は霊長類において標的遺伝子座を任意に改変する技術の開発を進めた。結果は以下の
通りである。1) AAV2Repタンパク質を発現するrAAV5を作製し、rAAV2ベクターゲノムの安定導入効率が上がることを確
認した。2) 単独でNicking活性を持つTALEを発現するAAVベクタープラスミドを構築した。3) CRISPR/Cas9を搭載するA
AVベクタープラスミドで標的遺伝子座に挿入/欠失変異を誘導出来、また、rAAVにパッケージング可能な事を確認した
。4) 9型のAAVベクターがマーモセット受精卵に対し十分な感染能力を有し、特に内部細胞塊において導入遺伝子の強
い発現が見られる事を確認した。

研究成果の概要（英文）：Although generation of transgenic marmosets with random insertion of lentivirus ve
ctor genome into embryo was reported, the phenotypes of such an animal would be diversified depending on t
he integration site. To establish more advanced method, adeno-associated virus vector (rAAV)-mediated tran
sduction into marmoset embryo, and inclusion of several gene-editing systems into rAAV were examined. The 
results were as follows: 1) Enhancement of rAAV2 genome integration into a marmoset cell line due to addit
ion of rAAV5 expressing AAV2Rep. 2) Construction of AAV vector plasmid carrying TALE with phi-Gamma cataly
tic domain. 3) Induction of indel mutation to HEK293 cells by transfection of AAV vector plasmid carrying 
CRISPR/Cas9 system, and production of rAAV from the plasmid. 4) Efficient rAAV9-mediated transduction into
 marmoset embryo, and consequent robust transgene expression in ICM. These resulting objects and findings 
would be useful for production of genome-edited non-human primate.
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１．研究開始当初の背景 
長年にわたり、遺伝子組み換えによる霊長類
の疾患モデル動物作出は、大きな期待がされ
つつも実現が困難であった。霊長類は経済
的・倫理的に多数の検討を行う事が難しい動
物であり、研究開始当初では、遺伝子導入効
率の高いウイルスベクターを用いた方法に
よる受精卵へのランダムな遺伝子挿入によ
る遺伝子導入個体作出の成功のみが報告さ
れていた。しかし、ホストゲノム上のランダ
ムな領域への挿入では、挿入された外来遺伝
子が、挿入された周囲に存在する遺伝子発現
制御領域の影響を受けるため、期待する遺伝
子の発現、および表現型を得るのは困難であ
った。 
 
２．研究の目的 
本研究では霊長類における遺伝子改変動物
作出に利用し得る、標的遺伝子座を任意に改
変する技術の開発を目的とした。そのため、
培養環境への不純物の混入や、温度変化に弱
い受精卵に対し、高い精製度かつ体温でも安
定した遺伝子導入に定評のあるアデノ随伴
ウイルスの応用を目指した。 
 
３．研究の方法 
遺伝子改変を行うための技術として、当初は
野生型アデノ随伴ウイルスベクターが持つ
Rep タンパク質の機能による、AAVS1 領域へ
のAAVベクターゲノムの特異的な遺伝子挿入
について開発を進めた。一方で、研究開始後
に新規技術として報告された、TALE および
CRISPR/Cas9 についても開発を行った。AAV
ベクターによる遺伝子導入については、実際
にマーモセット受精卵に対し感染させ、検証
した。 
 
４．研究成果 
研究を進めた結果、以下の成果を得た。 
1)AAV2Rep タンパク質を発現する rAAV5 を作
製し、AAV2 ベクターゲノムの安定導入効率が
上がることを確認した。 
2)単独で Nicking活性を持つ領域を付加した
TALEを発現するAAVベクタープラスミドを構
築した。 
3)rAAV に搭載可能な CRISPR/Cas9 を構築し、
少なくともAAVベクタープラスミドではター
ゲット遺伝子座に挿入/欠失変異を誘導出来、
また、rAAV にパッケージング可能な事を確認
した。 
4)9 型の AAV ベクターがマーモセット受精卵
に対し十分な感染能力を有し、特に内部細胞
塊において導入遺伝子の強い発現が見られ
る事を確認した。 
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