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研究成果の概要（和文）：本研究では、人工ヌクレアーゼのZFNやTALENを用いたゲノム編集技術によって、様々な動物
において利用可能な標的遺伝子の破壊法および外来遺伝子のノックイン方法の確立を行った。バフンウニHesC遺伝子を
ターゲットとするZFNタンパク質を大腸菌で作製し、ウニ受精卵に顕微注入したところ、ZFN mRNAを用いた変異導入に
比べて発生の早期での変異導入が観察された。さらに、新たに開発されたTALENの作製システムの構築し、高活性型TAL
EN(Platinum TALEN)を用いた線虫、ショウジョウバエ、コオロギ、ウニ、ホヤ、カエル、イモリなど様々な動物での標
的遺伝子破壊を成功させた。

研究成果の概要（英文）：In this study, I tried to establish the method for gene modifications such as 
targeted gene knockout and gene knock-in in various animal species using artificial endonucleases (ZFN 
and TALEN). Using ZFN protein targeting sea urchin HesC gene generated by E. coli, I observed mutations 
in early stage of sea urchin embryo, indicating that microinjection of ZFN protein can efficiently 
introduce mutations in target gene compared to that of ZNF mRNA. Moreover, I established construction 
system for a highly active TALEN (Platinum TALEN) and demonstrated efficient targeted gene disruption 
using Platinum TALENs in various animal species such as roundworm (C. elegans), fruit fly (D. 
melanogaster), sea squirt (C. intestinalis), sea urchin (H. pulcherrimus), frog (Xenopus laevis) and newt 
(P. waltl)

研究分野： ゲノム生物学

キーワード： バイオテクノロジー　ゲノム編集
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１．研究開始当初の背景 
目的の遺伝子を改変する遺伝子ターゲテ

ィングは、酵母やマウスなど限られた生物に
おいて有効な技術である。これらの生物では、
相同組換えを利用した任意の遺伝子の破壊
が可能であるが、ほとんどの生物では相同組
換え活性が低いため標的遺伝子のノックア
ウト個体を作製することは困難である。ラン
ダムに変異導入されたプールから、標的遺伝
子に変異導入された系統をスクリーニング
することは可能であるが、多大な労力と経費
を必要すること、変異導入箇所を正確に選べ
ないことから、様々な生物に利用可能な標的
遺伝子のターゲティング技術の開発が待た
れていた。 
 近年、人工制限酵素 ZFN によって標的遺伝
子を特異的に切断し、修復過程での挿入・欠
失変異の導入あるいはドナーベクターを介
した遺伝子ノックインが可能となってきた。
研究者が任意の標的配列を選択することが
可能であることから、人工ヌクレアーゼを利
用したゲノム編集は、次世代の遺伝子ターゲ
ティング技術として注目されている。このよ
うな利用価値の高い ZFN であるが、特定企業
の高額な受託作製に頼っており、広く利用さ
れるに至っていない。 
 
２．研究の目的 

本研究では、申請者が確立した方法
(Ochiai ら, 2010)をベースとして、受精卵
において高い翻訳活性と高い切断活性を発
揮する ZFN を独自に作製し、これを用いて
ウニの効率的な遺伝子改変法を開発する。
これらの開発から、発生研究に使われる生
物種に広く利用できる遺伝子改変システム
を確立する。特に、次世代での解析が困難
な生物種に利用可能な、受精卵での完全遺
伝子破壊技術の確立を目的とする。具体的
には、ZFN の翻訳効率化のための UTR の
改変、高活性化のためのヌクレアーゼドメ
インの改変、ZFN タンパク質での導入を行
い、ウニ受精卵への導入によって変異導入
効率を評価する。さらに、本技術のグロー
バルな有効性を、前口動物のコオロギと後
口動物のホヤをモデルケースとして確認す
る。コオロギやホヤは遺伝学が確立してお
り、変異体系統作出のスクリーニングの効
率化をもたらすと考えられるため、その点
も解析する。 
 次世代シーケンサーの発達によってゲノ
ム情報が指数関数的に増加する一方、ゲノム
配列を細胞内で自由に改変することは未だ
困難である。本研究によって、ZFN 導入世代
での遺伝子ノックアウト法が確立すれば、発
生生物学のみならず遺伝学や医学を含む生
命科学分野に与える影響は大きい。さらに、
この技術は遺伝子調節領域の改変に利用す
ることも可能であり、ゲノム生物学および進
化生物学、合成生物学における利用など可能
性は高い。 

３．研究の方法 
1)ZFN を用いたウニ受精卵での効率的遺伝
子破壊…申請者がこれまでに作製したウニ
HesC 遺伝子の ZFN をモデルとして、受精
卵での遺伝子破壊実験を行う。ウニ胚での
変異導入は、受精後 4 時間以降に変異導入
を開始することがわかっているので、変異
の時期を早めるために、第一に HesC ZFN
の ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ ン を 高 活 性 型
Sharkey 変異体へ改変する (Guo et al., 
2010)。加えて、導入する mRNA の UTR
に安定化配列を付加し、翻訳効率を上昇さ
せる。一方、ZFN のタンパク質として導入
を平行して実施する。HesC ZFN の cDNA
を大腸菌の発現ベクターに挿入し、融合タ
ンパク質として発現させ、HesC ZFN タン
パク質を調製する。予備実験では、His タ
グを付加された ZFN 融合タンパク質はニ
ッケルカラムと Heparin アフィ二ティーカ
ラム精製できることを確認している。精製
した HesC ZFN の in vitro での標的配列切
断活性を調べた後に、マイクロインジェク
ションによりウニ受精卵に導入し、受精卵
および 2 細胞胚での HesC 遺伝子への変異
導入効率を解析する。 
2)様々な動物での遺伝子破壊効率の検討と
系統の確立…遺伝学的解析が可能なコオロ
ギおよびホヤの GFP トランスジェニック
系統を用いて、GFP 遺伝子の効率的破壊を
行う。コオロギでの遺伝子破壊は連携研究
者の野地澄晴（徳島大学・教授）が実施す
る。GFP 破壊用 ZFN を用いて、既にコオ
ロギにおいて導入変異の生殖細胞への転移
は確認されている。そこで、変異導入効率
を上昇させるためにヌクレアーゼドメイン
を高活性型に改変した GFP ZFN セットを
作製する。この高活性型 ZFN をコオロギ卵
に導入し、変異解析により受精卵での導入
条件を検討する。 
 さらに新しい人工ヌクレアーゼである植
物病原細菌の転写因子様エフェクターの
TALE タンパク質を利用した TALEN を用
いた遺伝子破壊を行うために、TALEN 作
製システムの確立および高活性型 TALEN
の開発を行う。さらに、高活性型 TALEN
を用いて様々な動物（線虫、ショウジョウ
バエ、コオロギ、ウニ、ホヤ、ツメガエル、
イモリ、マウス、ラットなど）での標的遺
伝子破壊を行う。 
3)コオロギ、ホヤおよびツメガエルでの遺伝
子遺伝子ノックイン系統の作出…ウニ胚で
確立した ZFN を介したノックイン技術を利
用して、コオロギ、ホヤおよびツメガエルに
おいてレポーター遺伝子のノックイン実験
を行う。細胞系譜特異的な遺伝子に対する高
活性型 ZFN およびドナー構築を作製し、そ
れぞれの卵に導入し、GFP 遺伝子の PCR で
の検出および蛍光観察を行う。これらの解析
からノックインの最適条件を決定し、ノック
イン系統の作出を試みる。 



４．研究成果 
1)ZFN を用いたウニ受精卵での効率的遺伝子
破壊…HesC 遺伝子を切断する ZFN タンパク
質を、大腸菌を用いて作製・精製し、ウニ受
精卵にマイクロインジェクションすること
によって変異導入を行った。その結果、ZFN
タンパク質においても ZFN mRNA と同様に
変異導入が可能であることが示された。さら
に、変異導入の時期は、mRNA では受精後６
時間以降であったのに対し、タンパク質では
受精後３時間において変異導入が確認でき、
変異導入の時期を早めることに成功した。
ZFN タンパク質によって導入された変異に
ついて塩基配列の解析を行ったところ、その
ほとんどが欠失変異であることが明らかに
なった。しかしながら変異導入の割合が低く、
タンパク質の導入量を増やす等の更なる改
良が必要であることがわかった。 
2)様々な動物での遺伝子破壊効率の検討と
系統の確立…コオロギおよびホヤでの人工
ヌクレアーゼの効果を調べるために、GFP 遺
伝子破壊する人工ヌクレアーゼ ZFN を作製
し、それぞれの種のトランスジェニック系統
を用いて破壊を試みた。ZFN を導入した結果、
コオロギでは、F0 世代において蛍光が消失し
た胚は見られなかったが、F1 世代において蛍
光が見られない卵が多数得られ、塩基レベル
で変異導入されていることが確認された
(Watanabe et al., 2012)。一方、ホヤにおいては
F0 世代において蛍光が消失する個体が得ら
れ、高効率での変異導入が可能であることが
示された(Kawai et al., 2013)。 
 次に、人工ヌクレアーゼの TALEN によっ
て変異導入が可能かどうかを検討するため、
高活性型の TALEN(Platinum TALEN)を開発
し、その作製システムを確立した(Sakuma et 
al., 2013, 2014)。このシステムを用いて作製し
た TALEN を利用して、線虫(Sugi et al., 2014)、
ショウジョウバエ(Kondo et al., 2014)、ウニ
(Hosoi et al., 2014)、ホヤ(Treen et al., 2014)、カ
エル(Sakane et al., 2014)、イモリ(Hayashi et al., 
2014)、マウス、ラットにおいて、高効率に遺
伝子破壊が可能であることを確かめた。これ
らの成果をまとめ、日本発生生物学会機関誌
Development Growth & Differentiation におい
てゲノム編集特集を企画した。 
 Platinum TALEN を用いたホヤの体細胞お
よび生殖細胞での変異導入効率を調べたと
ころ、生殖細胞において高い変異導入が見ら
れた(Yoshida et al., 2014)。この結果は、ホヤ
において Platinum TALEN を用いた変異体作
製は実用レベルの技術であり、今後の様々な
遺伝子の変異系統作製に重要な情報を得る
ことができた。 
 アフリカツメガエルにおいて Platinum 
TALEN を用いた変異体作製を試みた。ツメガ
エルのチロシナーゼ遺伝子の破壊を行った
ところ、F0 世代において完全なアルビノ個体
が得られた（写真１）。この結果から、アフ
リカツメガエルにおいては、F0 世代において

遺伝子破壊個体の作製が可能であることが
示された(Suzuki et al., 2013)。さらに、Platinum 
TALEN を用いて複数の遺伝子を同時に破壊
できるかどうかを調べた。チロシナーゼ遺伝
子および GFP 遺伝子が GFP 遺伝子のトラン
スジェニック系統において同時に破壊する
ために、2 セットの TALEN mRNA を受精卵
に顕微注入したところ、GFP 蛍光を消失した
アルビノ個体が観察された (Sakane et al., 
2014)。また、2 倍体のカエルであるネッタイ
ツメガエルを用いて甲状腺ホルモン受容体
の破壊を行い、発生におけるこの受容体機能
の新たな側面を解明した(Choi et al., 2015)。 

写真１：Platinum TALEN を用いたアフリカツ
メガエルチロシナーゼ遺伝子の破壊 
 
3) コオロギ、ホヤおよびツメガエルでの遺
伝子遺伝子ノックイン系統の作出…ZFN お
よび TALEN を用いて標的遺伝子を切断し、
切断箇所にドナーベクターを用いてレポー
ター遺伝子を挿入する実験を行った。当初、
ZFN を中心に研究を進める予定であったが、
研究期間中にTALENが開発されたことから、
本研究項目では作製がより簡便な TALEN を
用いた。コオロギにおいては、相同組換えに
よってノックイン個体を得ることができな
かったが、ホヤでは効率は低いながらも相同
組換えでの挿入が確認された。さらに、ツメ
ガエルにおいては、切断箇所に非相同組換え
によってレポーター遺伝子を挿入する方法
に加えて、マイクロホモロジー媒介末端結合
を利用して、レポーター遺伝子を挿入するこ
とが可能であることがわかった。 
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