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研究成果の概要（和文）：　我々は染色体特異的にクラスターを形成しているトラップ領域（CSCT）を発見した。ゲノ
ム編集技術を用いてCSCT13領域全体（1.6 Mbp）を欠損したクローン（ΔCSCT13）を得ることができ、このES細胞から
マウスラインを樹立することができた。ホモ接合体同士の交配で得られる産仔は極端に少なく、また、減数分裂時の染
色体相同組換えへの影響評価を行ったところ、1Mbpあたりの組換え率は、CSCT13を欠損すると、CSCT13を含む領域では
減少し、その周辺の領域では上昇した。
　本研究より、CSCT13は初期発生及び減数分裂時の染色体相同組換えに関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We found new genome element, CSCT (Chromosome Specific Clustered Trap region).
Using CRISPR/Cas9 system, CSCT13 region (1.6 Mbp) was deleted in the mouse ES cells (CSCT13 KO). We could 
establish CSCT13 KO mouse line. Mating between homozygotes gave relatively small number of pups. 
Moreover, CSCT13 KO mice showed comparatively low rate of homologous recombination during meiosis for the 
region corresponding to CSCT13. On the other hand, outside of this region showed up-regulation of 
homologous recombination during meiosis.
This study suggest that CSCT13 might be related with the early embryogenesis and homologous recombination 
during meiosis.

研究分野： 実験動物学
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、『可変型遺伝子トラップ法』を
開発し、データベース『EGTC』を全世界に
公開している。トラップした遺伝子を同定
するために 5’-RACE を行い、UCSC Genome 
Browser 等を利用してアノテーションを行
っている。2012 年９月末の時点で1,067 ク
ローンを登録しているが、そのうち 952 ク
ローン（89.2%）は既知遺伝子をトラップし
ており、EST の情報しかない物（EST）が
52 クローン（4.9%）、EST も報告されてい
ない新規遺伝子（New）が 63 クローン（5.9%）
である。この EST と New の中に、染色体特
異的にクラスターを形成している新規遺伝
子（Chromosome Specific Clustered Trap 
region: CSCT）が含まれていた。プロモー
タートラップシステムなので、これらのク
ラスター遺伝子は少なくとも ES 細胞で発
現していることになる。EGTC に登録してい
る CSCT をトラップしているクローンは 27
クローンあり、染色体順に CSCT2, CSCT4, 
CSCT12, CSCT13 が存在する。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、染色体特異的にクラス
ターを形成しているトラップジーンに関し
て、クラスター全体を欠損した ES 細胞を作
製して in vitro の解析を行うと同時に、キ
メラマウスを作製してノックアウトマウス
ラインを樹立し、個体レベルの表現型解析
を行い、これらの新しい遺伝子群の生理機
能を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1) 本予算申請時には、CSCT13 領域の上流
に loxP 配列をノックインするためのベク
ター（loxPA）と、下流に loxP 配列をノッ
クインするためのベクター（loxPB）を、そ
れぞれ異なる薬剤耐性遺伝子を用いて作製
し、２回のジーンターゲッティングで
CSCT13 領域を flox 化し、その後 Cre を作
用させて CSCT13 領域のノックアウトを行
う予定であった。しかしながら、急激に進
展したゲノム編集技術を用いることで、大
幅にスピードアップすることができた。 
(2) EGTC クローンである Ayu21-B145 
(CSCT13)に焦点を絞って解析することにし
た。CSCT13 はマウス 13 番染色体上の約 1.6 
Mbp の範囲にすべて収まっているので、そ
の上流（1107 bp）と下流（1402 bp）にア
ームを設定し、neo カセットを含むノック
インベクターを構築した。 
(3) ゲノム編集を行うために、nickase と
して機能する変異型 Cas9D10A を発現する
pX335 を使用した。Cas9D10A は１本鎖のみ
を切断しニックを入れるため、DSB により
引き起こされる非相同末端連結（NHEJ）が
起こりにくく、望ましくない領域での遺伝
子欠損・挿入やオフターゲット効果を抑制
することができる。sgRNA の設計は、主に

sgRNA の特異性を予測する CRISPR direct
と、主に sgRNA の効率を予測する Design 
sgRNA を用いて行った。CSCT13 領域の上流
側と下流側のアームの中に、それぞれsgRNA
を設定した。 

 

Fig.1 Schema of knock-in vector. 
 
４．研究成果 
(1) C57BL/6 由来の 6NK-7 ES 細胞に、sgRNA
を含む pX335 とノックインベクターを導入
し、G418 耐性コロニー48個をピックアップ
した。PCR、シーケンス及びサザンで、その
中の１個において CSCT13 領域全体の欠損
に成功していることを確認した。この ES 細
胞株からキメラマウスを作成し、ΔCSCT13
マウスラインを樹立した。 
(2) CSCT13 領域内外に存在する遺伝子の
C57BL/6 アダルトマウスにおける発現を
RT-PCR で解析した。Ayu21-B145 がトラップ
した EST (CNB836387)は精巣と胎盤のみに
発現していた。CSCT13 内の遺伝子である
Zfp640 も精巣と胎盤で発現しており、
Gm10324 は胸腺、脾臓、精巣、卵巣・胎盤
で発現していた。CSCT13 領域の外側に位置
する Uqcrb は全身で発現していた。 
(3) ΔCSCT13ヘテロ接合体同士の交配で得
られた産仔の遺伝型を解析したところ、ほ
ぼメンデル則に従ってホモ接合体が生まれ、
一見して分かる異常は観察されなかった。
しかしながら、ホモ接合体同士の交配で得
られる産仔は極端に少なかった。 

 
Fig.2 The average litter size. Result of 
WT x WT is that of reproduction study 
about C57BL/6NJcl in CLEA Japan. 
 
(4) 生後 11 週齢の雄マウスの mRNA を抽出
し、RT-PCR を行った。CSCT13 領域内に存在
する CNB836387, Zfp640 及び Gm10324 の発
現量は、ΔCSCT13 ヘテロ接合体では野生型
マウスの約半分に減少し、ΔCSCT13 ホモ接
合体では発現が消失していることを確認し



た。また、CSCT13 領域に隣接している Uqcrb
遺伝子の発現量は、CSCT13 領域を欠損して
も全く影響を受けなかった。 

 

Fig.3 Confirmation of null allele. 
 
(5) 減数分裂時の染色体相同組換えへの影
響評価を行ったところ、1Mbp あたりの組換
え率は、CSCT13 を欠損すると、CSCT13 を含
む領域では減少し、その周辺の領域では上
昇した。 
(6) 本研究より、CSCT13 は初期発生及び減
数分裂時の染色体相同組換えに関与してい
る可能性が示唆された。 
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