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研究成果の概要（和文）：本研究では、TALENsを用いた新規かつ効率的な遺伝子改変ラットの作製法の確立を目的とし
た。メラニン合成に関与するチロシナーゼ遺伝子を標的としたTALENsプラスミドから合成したmRNAをDA系統の前核期胚
に導入した。その結果、Exo1遺伝子の共導入により、得られた産子の25%に遺伝子変異が認められた。また、毛色がア
グーチ色からアルビノに変化した個体の作出にも成功した。さらに、改良型TALENs（Platinum TALENs）を用いて、Il2
rg遺伝子の破壊に100%の成功率を示した。本研究成果より、TALENsはラット遺伝子改変系統の効率的な作製を可能にす
る実用的な技術であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：This study was examined to establish the effective new method for production of ge
netically modified rats. Of DA pronuclear embryos introduced TALENs mRNA targeted Tyrosinase gene, 25% of 
offspring had an edited Tyrosinase locus. Coat-color changed albino rats were also obtained in this study.
 All offspring had an edited Il2rg locus when platinum TALENs was introduced into F344 pronuclear embryos.
 This study demonstrated that the TALENs could be used as efficient tool for production of genetically mod
ified rats.
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１．研究開始当初の背景 
遺伝子改変動物は、遺伝子機能を解明す
る上で重要なモデル動物である。通常、遺
伝子改変動物の作製には胚性幹（ES）細胞
が用いられる。相同組み換え法により、遺
伝子改変した ES 細胞を用いてキメラ動物
を作製することで遺伝子改変動物が得ら
れる。しかしながら、ラットにおいては ES
細胞の樹立が報告されておらず、遺伝子改
変動物の作製が非常に困難であった。2010
年、ES 細胞からノックアウトラット誕生が
報告されたが、その作製効率はマウスに比
べると著しく低く、またベクター構築から
個体を得るまでに 1～1.5 年程の期間を必
要とする。 
近年、人工ヌクレアーゼ Transcription 
Activator-Like Effector Nucleases
（TALENs）により遺伝子特異的な改変や破
壊を行うことができることが報告された。
TALENs は、作製が 5日間でできる点、標的
DNA 配列を自由に変更できる点など、利便
性の高い技術として注目されている。 
 

２．研究の目的 
研究代表者らは、Zinc-finger nucleases
（ZFNs）を用いたノックアウトラットの作
製に既に成功している。これにより、ノッ
クアウトラットを約6ヶ月という短期間で
作製することが可能となった。本研究では、
ZFNs よりも利便性の高い TALENs を用いた
新規かつ効率的な遺伝子改変ラットの作
製法の確立を目的とした。 

 
３．研究の方法 
本研究では、以下の実験を行った。 
(1)チロシナーゼ遺伝子を標的とした
TALENs のラット胚への導入 
チロシナーゼは、細胞内のチロシンを酸
化させる酵素であり、チロシンを酸化させ
ることによりメラニンやその他の色素を
合成する。このため、TALENs が胚内で機能
しチロシナーゼ遺伝子がノックアウトさ
れると毛色が白色（アルビノ）になる。本
研究では、チロシナーゼ遺伝子を標的遺伝
子とした TALENs プラスミドを作製し、こ
のプラスミドから人工的に mRNA を合成し
た。この mRNA を DA 系統の前核期胚に導入
し、生存胚を偽妊娠雌の卵管に移植した。
その後、得られた産子を解析することによ
り遺伝子変異効率を算出した。また、エキ
ソヌクレアーゼ 1（Exo1）遺伝子の mRNA の
共導入についても検討を行った。 
 

(2)主要系統における遺伝子改変ラットの
作製についての検討 
TALENs を用いたノックアウトラット作
製法の実用化には、標的候補遺伝子による
使用系統の選択が必要になる。そこで本実
験では、X 連鎖重症複合免疫不全症
（X-SCID）の原因遺伝子であるインターロ
イキン 2受容体γ鎖（Il2rg）遺伝子を標
的遺伝子とした。さらに TALENs プラスミ
ドは、アミノ酸配列を改変した改良型
TALENs（Platinum TALENs）を用いた。こ
のプラスミドから mRNA を合成し、F344 系
統の前核期胚に導入し、生存胚を偽妊娠雌
の卵管に移植した。その後、得られた産子
を解析することにより遺伝子変異効率を
算出した。 
 

４．研究成果 
(1)チロシナーゼ遺伝子を標的とした
TALENs のラット胚への導入 
TALENs mRNA を導入した胚から得られた
産子を解析した結果、遺伝子変異の見られ
る個体を得ることはできなかった。しかし
ながら、TALENs mRNA と共にエキソヌクレ
アーゼ 1（Exo1）遺伝子の mRNA を共導入し
た結果、得られた産子の 25%に遺伝子変異
が認められた。また、アグーチ色の DA 系
統の毛色がアルビノに変化した個体の作
出にも成功した。 
 
(2)主要系統における遺伝子改変ラットの
作製についての検討 
Platinum TALENs mRNA を導入した胚から
得られた産子を解析した結果、全ての産子
に遺伝子変異が認められた。 
  
本研究結果より、TALENs はラット胚にお
いても機能することが明らかとなり、Exo I
の共導入により作成効率を向上させるこ
とに成功した。また、TALENs の改良により
本方法はラットにおいて系統や標的遺伝
子を自由に選択し、遺伝子改変系統を作製
できる実用的な方法として利用可能な技
術であると考えられた。 
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