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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、ZFNやTALENに代わる新しい遺伝子改変技術であるCRISPR/Cas9シス
テムを用いてマウス個体レベルでのゲノム編集技術を確立した。まずpCAG-EGxxFPプラスミドを作製し、EGFP蛍
光を指標に培養細胞内でのDNA切断効率を判定する系を確立した。次に、標的配列を認識するgRNAとDNA切断する
CAS9酵素を発現するプラスミドを受精卵に注入し、両者を一過性に発現させることで、約半数の子孫で遺伝子破
壊マウスを作製できる系を確立した。さらにゲノム編集したES細胞を用いたキメラ解析などが実用的であること
を示した。

研究成果の概要（英文）：We have introduced CRISPR/Cas9 system to generate genome edited mice. First,
 we prepared pCAG-EGxxFP plasmid to assess gRNA cleavage efficiency. Next, we injected gRNA/Cas9 
expressing plasmids into pronucleus to generate genome edited mice. Transiently expressed gRNA/Cas9 
complex digests the target locus and indels destroy gene function. Finally, we generated chimeric 
mice with genome-edited ES cells and analyzed gene function in mice. Our system can accelerate the 
reverse genetics in mice. 

研究分野： 実験動物学

キーワード： ゲノム編集　生殖不全　遺伝子破壊　点変異　ES細胞
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
これまで遺伝子機能を個体レベルで解析

するためには、外来遺伝子を組み込んだトラ
ンスジェニック (TG) マウスや、目的遺伝子
を破壊したノックアウト (KO) マウスを作
るアプローチがなされており、確実に成果を
挙げてきた。特に KO マウスは個々の遺伝子
機能を個体レベルで調べるために欠かせな
いツールとなっており、2007 年にノーベル賞
を受賞したことも記憶に新しい。我々もこれ
までに 300 系統以上の KO マウスを作製し、
自らの生殖生物学研究に用いるだけでなく、
広く他グループの遺伝子機能解析研究を推
進してきた。 
 
しかし KO マウスの作製は容易ではなく、

ターゲティングベクターの構築や胚性幹 
(ES) 細胞を介したキメラマウス作製など、
高度な技術や多大な労力・時間・費用がかか
る問題点があった。そこで海外では集約によ
る問題の解決を目指し、少数拠点で網羅的に
KO マウスを作製する国際プロジェクト
(KOMP; Knock-Out Mouse Project) が開始さ
れている。ただ殆どは遺伝子破壊された ES
細胞の状態で凍結保存されており、キメラマ
ウスを介して個体復元する必要がある。ES 細
胞が培養の間に全能性を失うことも少なく
なく、その場合には振り出しに戻るリスクを
抱えている。 
 
また、従来の KO マウスの解析から分かる

ことは、エクソンがコードするタンパク質が
ない時の生体情報に限られている。そのため
実際にヒトで見られるような 1 塩基変異 
(SNPs) による疾病との関連や、タンパク質
をコードしないnon-coding RNAやsmall RNA、
さらにはイントロンや遺伝子間に広がる無
数の塩基配列が個体に及ぼす影響を知るこ
とは出来ない。そこで、ゲノムを 1塩基単位
で任意に操作できる次世代の遺伝子改変技
術、オンデマンドゲノム編集システムの開発
が望まれていた。 
 

２．研究の目的 
近年、Zinc Finger Nuclease (ZFN) や

Transcription Activator-Like Effector 
Nuclease (TALEN) などの人工制限酵素を用
いた遺伝子ノックアウト技術が報告されて
いる。切断された DNA 二重鎖が修復される時
に起きるエラー (NHEJ; Non Homologous Endo 
Joining や HDR; Homology Dependent Repair) 
を利用するものであるが、哺乳動物への応用
研究は緒についたばかりである。本研究課題
では、主に TALEN 人工制限酵素をマウスやラ
ットに最適化して応用するとともに、LV-TG
法や、半数体ゲノムしか持たないハプロイド
ES 細胞、さらには生殖幹 (GS) 細胞などと組
み合わせることにより、1 塩基レベルで任意
の遺伝子操作を可能にするシステムを構築
する。 

さらに、①新規に KO マウスを作製して必
須遺伝子を探索することに加え、②重要な因
子についてはマーカー融合遺伝子に置換 
(ノックイン； KI) してイメージング解析を
実施したり、③点変異マウスを作製して機能
ドメインを探索したり、④最終的にはヒト遺
伝子化 (正常型および疾病型との置換) に
よる疾患モデル動物の開発も実施する。 
 

３．研究の方法 
 本研究課題では、サブテーマを設けて目標
を明確化すると同時に、連携研究者 4人を担
当者に配置することで、リスクの軽減と問題
点の早期発見・解決を可能にする。 
 
（１） ゲノム編集システムの開発 
① DNA 切断効率測定系の開発【図１】 

人工制限酵素等による２本鎖 DNA 切断効
率を判定するためにはレポーターシステ
ムを構築する必要がある。そこで、DNA
切断時に誘発される相同性を利用した遺
伝子修復を活用して、EGFP 蛍光タンパク
質が発現するシステムを考えた。具体的
には、緑色蛍光タンパク質 EGFP を前半
2/3・後半 2/3 に分断し、その間にマルチ
クローニングサイトを挿入し、標的配列
を挿入できる EGxxFP カセットを構築し
た。標的配列が切断されると、重複する
中部 1/3 の間で相同性を利用して修復し、
EGFP 配列が復元されることを期待した。
次に、哺乳類細胞内で普遍的に発現する
CAG プロモーターの制御下に、EGxxFP カ
セットを polyA シグナルと共に配置した、
pCAG-EGxxFP レポータープラスミドを構
築した。 

【図１】DNA 切断活性測定システム 
 
② CRISPR/Cas9 ゲノム編集システムの導入 

本研究を申請後すぐに、TALEN に変わる
新しいゲノム編集システムとしてバクテ
リア病原体由来の CRISPR/Cas9 システム
が Science 誌に報告された。CRISPR/Cas9
システムでは、ガイド RNA により 20 塩基
の標的配列と直下の PAM 配列（NGG）を認
識し、Cas9 タンパク質が PAM の直上 3塩
基目と 4 塩基目の間を平滑末端に切断す
る。そこで、U6 プロモーター制御下にガ
イド RNA、Chicken b-actin プロモーター
の制御下に hCas9（コドンをヒト化した
Cas9）を発現する pX330 プラスミドを入
手して、TALENシステムと比較検討した。 



 
③ ガイド RNA の探索 

本研究課題では、遺伝子破壊しても致死
となる可能性の低い、精巣特異的発現遺
伝子群を標的とした。候補遺伝子につい
て、翻訳開始点の下流に NGG 配列を４箇
所検索し、その上流 20 塩基を標的配列と
するガイド RNA を設計し、BbsI サイトを
用いて pX330 に挿入した。標的配列を含
む 約 300~600 塩 基 を PCR 増 幅 し
pCAG-EGxxFP に挿入しレポータープラス
ミドとした。両プラスミドを HEK293T 細
胞に導入し、EGFP 蛍光強度の高いガイド
RNA を優先的に実験に用いた。 
 

④ 受精卵でのゲノム編集 
ホルモン投与により過排卵処理したメス
マウスをオスマウスと交配させ、受精卵
を回収した。受精卵の前核に pX330 プラ
スミドを注入した後、偽妊娠マウスの卵
管に移植した。得られた仔マウスについ
ては、離乳時にゲノム DNA を抽出して標
的遺伝子の変異を確認した。さらに交配
によりホモ遺伝子変異マウスを作製し、
後の実験に用いた。点変異導入には短鎖
の１本鎖 DNA（ssODN）、ノックインには 2
本鎖 DNA（dsDNA）を同時注入した。なお
2 つの pX330 を混合して注入して 2 箇所
切断することで領域欠損することも試み
た。 
 

⑤ ES 細胞でのゲノム編集 
マウスES細胞を1x10^3/wellで 6穴プレ
ートに播種し、トランスフェクション試
薬を用いて、pX459（pX330 に puro 耐性
カセットを有するプラスミド）を導入し
た。翌日から puromycin 選択を開始し、
３日後に継代、薬剤なしで培養を続け、
約７日後にコロニーピックアップしてク
ローン化した。PCR とシーケンスにより
変異クローンを同定した後、必要があれ
ば ICR 系統の 8 細胞期胚に注入してキメ
ラマウスを作製した。さらに、交配によ
り生殖系列に寄与させた後、ホモ変異マ
ウスを作製して解析した。 

 
（２） ゲノム編集マウスの表現型解析 
① 妊孕性試験 

精巣特異的に発現する遺伝子を破壊した
マウスについては、ホモ変異オスマウス
を作製し、野生型メスと数ヶ月間同居さ
せて妊娠回数、産仔数などを記録した。
平均産仔数が少ない場合には、雄性不妊
を疑い、精巣の重量測定や組織学的解析
を行った。 
 

② 精子受精能力試験 
精子形成に異常が認められない場合には、
精巣上体から精子を採取して、その数、
形態を観察した。さらに CASA（computer 

assisted sperm parameter analysis）を
用いて精子運動性を解析し、その後、体
外受精試験を行った。体外受精には、ホ
ルモン投与により過排卵処理したメスか
ら未受精卵を回収し、卵丘細胞あり、透
明帯あり、両者なしの群に分けて媒精し
た。なお運動性などが全く認められない
場合には、マイクロマニピュレーターで
顕微鏡下に精子頭部のみを見受精卵の細
胞質に注入する顕微授精を実施した。 

 
４．研究成果 
（１） ゲノム編集システムの開発 
① DNA 切断効率測定系の開発 

申請者らが開発した緑色蛍光を指標とし
た gRNA 検定システムは簡便で再現性が
高く、非営利団体 Addgene を通じて延べ
600 回以上の分与を実施した。また多数
の遺伝子および gRNA を検討した結果か
ら gRNA は G で始まらなくても良いこと、
PAM 配列の最初の N に塩基間で活性に及
ぼす違いは殆どないことが明らかとなっ
た。 
 

② CRISPR/Cas9 ゲノム編集システムの導入 
CRISPR/Cas9 システムでは、gRNA デザイ
ンに１日程度、オリゴ合成と pX330 への
挿入に３日程度、同時進行で標的部位増
幅プライマー合成と PCR、pCAG-EGxxFP へ
の挿入、さらに HEK293T 細胞へのトラン
スフェクションと緑色蛍光観察に３日程
度と、約１週間で DNA 切断ベクターが完
成できた。また切断活性を比較しても
CRISPR/Cas9 システムは ZFN や TALEN と
遜色ないことが確認できた。 
 

③ ガイド RNA の探索 
研究を開始当時は目視による gRNA の検
討を行っていたが、その後、短鎖配列検
索用 Bow-Tie ソフトを導入した。さらに
WebソフトCRISPRdirectを活用するなど、
最新のソフトを用いた探索を実施してい
る。 
 

④ 受精卵でのゲノム編集【図 2】 
精巣特異的に発現する約 100 遺伝子につ
いて上記法にて gRNA をデザインし、
pX330 プラスミドを受精卵前核に注入す
ることで、遺伝子破壊マウスを作製した。
約半数の仔で Indel 変異（約 10 塩基程度
の小さな遺伝子欠損や挿入）が認められ
た。また両アレル欠損個体が得られるこ
ともあった。 
なお pX330 と同時に ssODN を導入した場
合には産仔の約 10%、dsDNA を導入した場
合には産仔の約 5%で点変異マウス、ノッ
クインマウスをそれぞれ得ることができ
たが、遺伝子座によっては全く得られな
いことも少なくなかった。 
 



⑤ ES 細胞でのゲノム編集【図 2】 
前核注入法で Indel 変異効率の悪かった
gRNA配列を組み込んだpX459プラスミド
を作製し、ES 細胞にトランスフェクショ
ンしてクローン化したところ、約８割以
上の確率で Indel 遺伝子変異を確認した。
また2箇所切断による800kbpを超える長
領域欠損も、ES 細胞なら 30%程度の高効
率で達成できた。 
また ssODN を用いた点変異等は殆ど導入
できないのに対し、dsDNA を用いた場合
には点変異も EGFP 等のノックインも効
率よく達成できることを確認した。 
さらに受精卵前核注入法では、卵割後に
遺伝子変異が導入されることも少なくな
いため、ファウンダー産仔がモザイク状
態になることも多かった。我々は緑色蛍
光で標識した ES 細胞を用いて、両アレル
変異したクローンを樹立し、キメラマウ
スを作製すれば、ファウンダーマウスで
緑色蛍光を指標に遺伝子変異を有する細
胞を同定・選別できることを示した。さ
らに本系を用いて、致死性遺伝子につい
ても簡単に表現型解析できる可能性を示
すことができた。 

【図 2】受精卵前核注入および ES 細胞を
用いたゲノム編集マウス作製法 

 
（２） ゲノム編集マウスの表現型解析 
① 妊孕性試験 

約 20 年をかけて従来法で作製した 23 系
統、約 3 年をかけて CRISPR/Cas9 法で作
製した 31 系統の精巣特異的発現遺伝子
のノックアウトオスマウスを野生型メス
マウスと交配し、それらが雄性の妊孕性
に必須でないことを明らかにした。 
 

② 精子受精能力試験 
解析を終えた約 80 遺伝子の内、54 遺伝
子が必須でなかったものの、残り 26 遺伝
子について不妊であったマウスについて、
原因究明と解析を行った。特に免疫抑制
剤の標的として有名なカルシニューリン
の精巣ホモログについて、詳細な解析を
進めた。 
カルシニューリンはcatalytic domainと
regulatory domain の 2 つのタンパク質

がヘテロダイマーを形成したものである
が、それぞれ 3遺伝子（Ppp3ca, Ppp3cb, 
Ppp3cc）と 2 遺伝子（Ppp3r1, Ppp3r2）
にコードされる。本研究では、Ppp3cc 欠
損マウスを作製して解析を行ったところ、
精子形態には異常が認められず、精子機
能（運動性）に異常があり、雄性不妊と
なった。さらにカルシニューリン阻害剤
である FK506 や Ciclosporin を投与した
場合にも同様の表現型が観察できること、
投与中止後には妊孕性が回復できること
から、新たな男性避妊薬の標的候補因子
となることを論文報告した。 
その他、本研究により開発した技術を活
用した共同研究を多数実施するとともに、
作製したマウス系統は理研 BRC、熊大
CARDなどの公的バイオリソースセンター
を通して分与可能な体制を整えた。 
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