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研究成果の概要（和文）：F0世代で完全なノックアウトホモ個体を得るために本研究では卵母細胞にTALENを注入し、
これを数日後に雌の腹腔に戻してから排卵・受精させる方法を用い、遺伝子発現の始まる前の発生段階であるstage 8
において100%の変異導入効率を記録した。  また、TALENとmCherryの融合タンパク質をコードするmRNAを卵母細胞に注
入し、 mCherryのタンパク質の発現量をWestern blottingで調べたところ、卵母細胞では受精卵と比較してタンパク合
成が殆ど行われていない事が判明した。

研究成果の概要（英文）：Zinc-finger nucleases, transcription activator-like effector nucleases (TALENs) 
and the CRISPR/Cas (clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated proteins) 
system are potentially powerful tools for producing tailor-made knockout animals. However, their 
mutagenic activity is not high enough to induce mutations at all loci of a target gene throughout an 
entire tadpole. In this study, we present a highly efficient method for introducing gene modifications at 
almost all target sequences in randomly selected embryos. In our method, the efficiency is further 
improved by injecting TALEN mRNAs fused to the 3’UTR of the Xenopus DEADSouth gene into oocytes, which 
are then transferred into a host female frog, where they are ovulated and fertilized. The addition of the 
3’UTR of the DEADSouth gene promotes mRNA translation in the oocytes and increases the expression of 
TALEN proteins to near-maximal levels three hours post fertilization (hpf).

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 遺伝子ノックアウト技術は表現型の変化
により標的とする遺伝子の機能を明らかに
する極めて効果的な実験技術であるが、近年
までは ES 細胞が確立されたマウスやラット
など一部のモデル動物でのみ行える方法で
あった。他の生物種ではゼブラフィッシュで
行われた TILLING 法など、ランダムに変異を
起こさせたライブラリーをスクリーニング
する手間と時間のかかる方法しか使えなか
ったために、これらの動物以外では遺伝子ノ
ックアウトを行うことは事実上できなかっ
た。また、アンチセンスモルフォリノによる
ノックダウン法はインジェクションから数
日間しか有効でないために、両生類の変態な
ど受精から数ヶ月後に起るイベントを解析
することはできなかった。 
 アフリカツメガエルはヒトと同じ脊椎動
物であり、モデル動物としてこれまで多くの
研究が行われて来た。しかもヒトとは異なり
体外受精なので、その発生を顕微鏡下で容易
に観察できるだけでなく、移植や薬剤処理な
どの操作が容易なため、特に初期発生の分野
において様々な研究成果があげられて来た。
当研究室ではこれまで主に幼生から成体へ
の変態のメカニズムを研究してきており、変
態期における組織感受性が甲状腺ホルモン
受容体の発現量によって制御されているこ
と、この受容体の発現が 5’-UTR によって抑
制されていること、変態期の尾の退縮に
MMP-9TH という遺伝子が重要な役割を果たし
ていることなどを明らかにして来た。しかし
アフリカツメガエルはゲノムが４倍体であ
ることと有効な遺伝子ノックアウト技術が
無かったためにリバースジェネティクスを
用いた解析を行うことはできなかった。 
 近年開発された Zinc-finger nuclease 
(ZFN)法は標的遺伝子を認識する部位を制限
酵素 Fok I の DNA 切断活性部位と融合させた
ものであり、標的遺伝子を切断することがで
きる。切断された遺伝子は非相同末端結合や
相同組換えにより修復される。非相同末端結
合では塩基の挿入や欠失・変異などが起り、
修復後の配列がZFNで切断されなくなるまで、
切断と修復が繰り返されるものと考えられ
ている。この結果フレームシフトや重要なア
ミノ酸の欠失・変異などが起こり、遺伝子産
物の機能が失われる。ZFN が任意の標的遺伝
子を認識するように設計できるため、ハエ、
線虫、ゼブラフィッシュ、メダカ、カエルな
ど様々な動物種でZFNが標的遺伝子破壊の手
法として有効に機能することが報告されて
来た。しかし、ZFN は設計と作製が困難であ
るという欠点があり、更にその活性も充分に
強いとは言えない。 
 新たなモデル動物として近年注目を集め
るネッタイツメガエルはゲノムが２倍体な
ので遺伝子ノックアウトによる表現型が現
れやすいのみならず、これまで両生類のモデ
ル動物として研究されてきた４倍体のアフ

リカツメガエルが性成熟に２〜３年要する
のに対し、僅か１年で次の世代を得られると
いうリバースジェネティクスを行う上で絶
大な利点がある。この利点を生かし当研究室
でもZFNを用いてネッタイツメガエルのチロ
シナーゼ遺伝子を破壊して世界初の完全な
アルビノ個体(F1)を作製した。インジェクシ
ョンを行った F0 個体では体の一部に白斑が
見られ、部位ごとに様々な変異が観察された。
このことはZFNによる標的遺伝子の切断が時
間的・空間的に多発的に起ったことを示して
おり、逆の見方をすれば１細胞期や２細胞期
といった発生のごく初期には遺伝子破壊が
行われなかったことを示唆している。 
 
２．研究の目的 
 ネッタイツメガエルはアフリカツメガエ
ルで長年蓄積されてきた様々な実験技術を
利用することが可能であり、しかもゲノムが
２倍体なので遺伝子ノックアウトの表現型
が得られやすい優れた実験動物である。本研
究はこのような利点を持つネッタイツメガ
エルを実験材料とし、近年急速に発展しつつ
ある TALEN 法を用いて、インジェクションを
行った F0 個体でほぼ完全な遺伝子ノックア
ウト動物を得ることを可能とする技術の開
発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 インジェクションを行った F0 個体でほぼ
完全なノックアウト個体を作製するために、
本研究ではこれまでのTALENよりも数倍活性
の強い GoldyTALEN の mRNA を卵母細胞にイン
ジェクションし、TALEN の翻訳・蓄積が充分
に行われると考えられる２〜３日後にプロ
ゲステロンで卵を成熟させ、その後、受精を
行わせる。この方法では TALEN の発現を充分
に待つことができるために、TALEN の活性が
最大となる時期に受精させることが可能と
なる。この結果、卵母細胞のゲノムのみなら
ず精子のゲノムも１細胞期に切断されるこ
とが期待される。 
 
４．研究成果 
 本研究はTALENによるゲノム編集効率をF0
世代で 100%まで向上させる事を目的とする。
TALENを用いた実験は受精卵に TALEN mRNA を
注入する方法が一般的であるが、注入を行っ
た F0 世代での変異導入効率は 70-90%の場合
が多い。大部分の遺伝子が変異導入されてい
るとはいえ、わずかな野生型の遺伝子も残っ
ておりこれらの働きを無視する事はできな
い。完全なノックアウトホモ個体を得るため
には F0同士を交配させ F1を得る必要が有る
が、アフリカツメガエルでは２～３年、ネッ
タイツメガエルでも１年の成熟期間を必要
とする。F0 世代で完全なノックアウトホモ個
体を得るために本研究では卵母細胞に TALEN
を注入し、これを数日後に雌の腹腔に戻して
から排卵・受精させる方法を用い、遺伝子発



現の始まる前の発生段階である stage 8 にお
いて 100%の変異導入効率を記録した。また、
TALEN と mCherry の融合タンパク質をコード
する mRNA を卵母細胞に注入し、 mCherry の
タンパク質の発現量を Western blotting で
調べたところ、卵母細胞では受精卵と比較し
てタンパク合成が殆ど行われていない事が
判明した。卵母細胞でのタンパク合成を促進
するために DEADSouth 5’UTR を TALEN に
付加したところ、卵母細胞でのタンパク合成
を促進する事が判明した。 
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