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研究成果の概要（和文）：実験用ラットにおける新しいゲノム編集基盤技術を開発するため、CRISPR/Cas9シス
テムを利用して、ノックアウト、SNP置換、十数bp挿入、数Kbp欠失などのゲノム編集ラットを作製することに成
功した。長鎖一本鎖DNAを利用したGFPカセットノックイン、コンディショナルラットを作製するCLICK法、BAC等
の大規模ゲノム領域をノックインする2H2OP法を開発した。2H2OP法、CLICK法については特許出願を行った。
Cas9トランスジェニックラットを利用したin vivoゲノム編集技術の開発、新しいラットゲノム編集基盤技術を
用いた新規パーキンソン病モデルラットの開発を行った。

研究成果の概要（英文）：In order to develop  novel genome editing technologies in laboratory rats, 
we succeeded to generate genome-edited rats, such as knockouts, SNP exchange, a dozen bp insertion, 
and several Kbp deletion, using the CRISPR/Cas9 system. We also developed a GFP cassette knock-ins 
using long single-stranded DNA (lssDNA), a CLICK method to efficiently generate conditional knockout
 rats, a 2H2OP method to knock-in large scale genomic regions such as 200 Kb BAC. The 2H2OP method 
and the CLICK method were patented. We are developing in vivo genomic editing technology using 
Cas9-transgenic rats, as well as are generating new rat models of Parkinson's disease using the rat 
genome editing technology we established in this study. 

研究分野：ゲノム編集
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１．研究開始当初の背景 

ラットは、マウスと並ぶ代表的な実験動物で
ある。マウスよりも体のサイズが大きなラッ
トは、血液採取や移植実験などが容易である。
疾患モデルとしての利用価値も高く、生理実
験、脳神経病態解析、行動解析に使いやすい
などから、脳神経系疾患のモデル動物として
有用である。これまで ES 細胞による遺伝子
改変技術がなかったが、近年、我々は ENU

ミュータジェネシス（Mashimo et al. Nat 
Genet 2008）、ジンクフィンガーヌクレアー
ゼ（ZFN）（Mashimo et al. PLoS One 2010）、
TAL エフェクターヌクレアーゼ（TALEN）
（Mashimo et al. Sci Rep 2013）により、ラ
ットにおいて標的とする遺伝子を効率的に
ノックアウトする技術を開発してきた。 

 

最近、原核生物由来の CRISPR/Cas システ
ムを利用したゲノム編集技術が、細胞、線虫、
ショウジョウバエ、ゼブラフィッシュ、マウ
ス、ラット等で報告された。CRISPR 技術は、
ガイド RNA（gRNA）が 20 塩基程の標的
DNA 配列を認識し、Cas9 ヌクレアーゼが認
識した DNA を二本鎖切断する。gRNA の作
製が簡単で、マウス、ラットでの遺伝子改変
効率も高いことが、報告されている。我々も、
この CRISPR 技術を利用して、ラット繊維芽
細胞株（Rat1 細胞）や、ラット受精卵で、
高効率（約 40％）に遺伝子をノックアウトす
ることに成功している。 

 

２．研究の目的 

本研究では、CRISPR 技術を用いた実験用ラ
ットにおける新しいゲノム編集技術基盤の
開発を目指す。 

１）アルビノ（Tyr）、アグーチ（Asip）、頭
巾斑（Kit）の毛色遺伝子、緑色蛍光 GFP を
標的として、ノックアウト、SNP 置換、十数
bp 挿入、数 Kbp 欠失、GFP ノックイン、複
数遺伝子の同時ゲノム編集を実施する。 

２）Cas9 トランスジェニックラットを作成
し、Cas9 発現受精卵を利用したゲノム編集
の効率化を行う。さらに、Cas9 発現ラット
個体を用いて、ドラッグデリバリーシステム
により gRNA を脳、肝臓などの各組織へ導入
することで、ラット体細胞レベルでのゲノム
編集（in vivo ノックアウト）を試みる。 

３）新しく構築したラットゲノム編集技術基
盤を用いて、新規パーキンソン病モデルラッ
トの開発を行う。 

 

３．研究の方法 

本研究では、CRISPR を用いた実験用ラット
における新しいゲノム編集基盤技術の開発
を目指す。 

１）アルビノ（Tyr）、アグーチ（Asip）、頭
巾斑（Kit）の毛色遺伝子、緑色蛍光 GFP を
標的として、ノックアウト、SNP 置換、十数
bp 挿入、数 Kbp 欠失、GFP ノックイン、複
数遺伝子の同時ゲノム編集を実施する。 

２）Cas9 トランスジェニックラットの受精
卵を利用して、ゲノム編集の効率化を行う。
さらに、Cas9 発現ラット個体の脳、肝臓な
どの各組織へ、gRNAを直接導入することで、
ラット体細胞レベルでのゲノム編集（in vivo
ノックアウト）を試みる。 

３）ラットゲノム編集技術を用いて、新規パ
ーキンソン病モデルラットの開発を行う。 

 

４．研究成果 

本研究では、CRISPR を用いた実験用ラット
における新しいゲノム編集基盤技術の開発
を目指している。 

平成 26 年度は、ラットにおけるゲノム編集
として、特性が一目でわかるアルビノ（Tyr）、
アグーチ（Asip）、頭巾斑（Kit）の毛色遺伝
子を標的とした。 

①Cas9、gRNA を in vitro 転写し、DA 系統
の受精卵にインジェクションすることで、Tyr
ノックアウトラットを作製した。 

②Cas9、gRNA、ssODN を F344 系統にイ
ンジェクションすることで、Tyr 遺伝子ミス
センス変異を野生型に SNP 置換（レスキュ
ー）した。 

③Asip 遺伝子の欠失変異に対して、ssODN

により十数 bp 挿入を行い、アグーチラット
を作製した。 

④Kit 遺伝子の ERV（9K-bp）挿入変異に対
して、二つの gRNA と ssODN を利用して
ERV を欠失させることで、全身野生色のラッ
トを作製した。 

  

平成 27 年度は、引続きゲノム編集基盤技術
の開発を行った。 

⑤長鎖一本鎖 DNA（lssDNA）精製法を新た
に確立し、Thy1 遺伝子を標的とした効率的
な GFP 遺伝子（1K-bp）ノックインを行った。
さ 

⑥二つの gRNA（はさみ）と２つの ssODN

（のり）を利用して、効率的に大きなサイズ
のプラスミド DNA をノックインすることが
できる 2 ヒット 2 オリゴ法（2H2OP）を開
発した。2H2OP 法により、大規模染色体領
域（BAC：200K-bp）の標的ノックインに成
功した。また、大規模染色体領域の置換（ラ
ット Cyp2d 遺伝子クラスターとヒト
CYP2D6 遺伝子の入替え）に成功した。 

 以上の研究成果を取りまとめて、英国科
学誌 Nature Communications（英国ネイ
チャー出版グループ オープンアクセス誌）
から報告した。またその他、研究成果等は査
読付き英文論文や図書等に取りまとめた。
2H2OP 法については特許出願を行った。 

 

平成 28 年度も引き続き、CRISPR を用いた
実験用ラットにおける新しいゲノム編集基
盤技術の開発を行った。 

⑦二つの gRNAと長鎖一本鎖の lssDNAを利
用して、2 箇所に同時に loxP 配列をラット受
精卵にノックインすることに成功した。マイ



クロインジェクションの代わりにエレクト
ロポレーションを利用することで、簡便に、
効率的にコンディショナルラットを作製す
ることができる CLICK：CRISPR with 

lssDNA inducing conditional knockout 

alleles を開発した。 

⑧昨年度に開発した 2H2OP を利用するこ
とで、ラット Rosa 遺伝子座に GFP-DsRed

をノックインした、蛍光蛋白発現レポーター
ラットの作製を行った。 

関連する研究内容を査読付き英文論文、
図書等に取りまとめた。CLICK 法につい
ては特許出願を行った。 

 

平成 29 年度は以下の研究開発を行った。 

⑨GFP 配列をターゲットにした gRNA およ
び Cas9 を発現するアデノ随伴ウイルス AAV

ベクターを作成した。これら AAV ベクター
による in vivo ゲノム編集を実施した。
2H2OP 法により Cas9 ノックインラットを
作製している。 

⑩これまで開発したゲノム編集技術により、
Snca 遺伝子 G51D 一塩基置換ラットを作製
した。さらに２ H2OP 法により、ヒト
SNCA-G51D 変異型をノックインしたパー
キンソン病モデルラットを作製した。ヒトパ
ーキンソン病治療モデルとしての評価を行
っている。 

 以上の研究成果は、オープンアクセス誌
BMC Genomics から報告される。また、これ
までの CRISPR 技術を用いた実験用ラット
における新しいゲノム編集基盤技術につい
ては、Springer 社の Mammalian Genome
誌、および日本人類遺伝学会の学会誌
Journal of Human Genetics 誌に英文総説と
して報告している。 
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