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研究成果の概要（和文）：Y染色体に自殺誘導遺伝子を組み込んだES細胞を樹立し、同一複数変異アレルを有する雌雄
のキメラマウス作製を実施した。
自殺遺伝子をY染色体に組み込むために、薬剤誘導型自殺遺伝子であるiCaspase3EとGFP遺伝子をつなげたレポーターユ
ニットをノックインするようなターゲティングベクターを構築した。ノックイン効率を上昇させるため、5’側と3’側
それぞれにCRISPR-nickase targetを設定した。
上記のノックインベクターと2種のCRISPR-nickase発現ベクターをES細胞にエレクトロポレーションで導入した結果、1
クローンでノックインアレルが確認された。

研究成果の概要（英文）：For producing multiple genes knock-in mouse, we tried to establish novel ES cell 
line and mouse strain carrying suicide and reporter genes on their Y chromosome.
First, we construct gene targeting vector including drug inducible suicide cassette (SRa-promoter and 
iCaspase3E gene) and fluorescence reporter cassette (EF1-promoter and EGFP gene). Because Knock-in into Y 
chromosome happen with very low frequency, we designed two CRISPR-nickase site in each 5’ and 
3’homology arm region. These two CRISPR target DNA fragments were inserted in the px335 which carried 
U6-gRNA cassette and CBh-Cas9 D10A cassette. Then, these 3 vectors (one targeting vector and two CRISPR 
expression vectors) were electroplated into C57BL/6J mouse ES cells. We obtained one ES clone in which 
drug inducible suicide and reporter gene were expressed. The KI allele was confirmed by not only PCR but 
also Southern blotting.

研究分野：実験動物学
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１．研究開始当初の背景 

複数遺伝子変異マウスは、遺伝子間相互作
用等を in vivoで評価することができるため、
ヒト疾患の発症メカニズムの解明や生命現
象の理解に不可欠なバイオリソースである。
しかし、その作製には長期の時間と労力、交
配のための多数のマウスを必要とするなど、
効率性や確実性に課題が多い。 

近年に開発された人工ヌクレアーゼを用
いた遺伝子改変技術は、任意の内在性遺伝子
を高確率で変異させることが可能であり、特
に、CRISPR/Cas9 システムはその構築が容
易であり、マウス ES 細胞について複数の遺
伝子を同時に改編できることからも注目さ
れている。これら新規技術の応用により、バ
イオリソース作製の効率や確実性を高める
ことは、ライフサイエンス系の先端研究分野
に広く波及する重要な課題である。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、バイオリソースとして有用な
複数遺伝子変異マウスを効率よく作製する
ため、Y 染色体に自殺遺伝子発現カセットを
組み込んだ XYi 型 ES 細胞を樹立し、この
ES 細胞を CRIPAR/Cas9 システムにより複
数の遺伝子変異をノックインさせてマウス
を作製する。これにより、効率的な複数遺伝
子変異マウスの作製法として確立する。 

 

３．研究の方法 

 (1) flox-EF1a-iCaspase3-IRES-GFP ター
ゲティングベクターの構築 
 Y 染色体上に薬剤耐性誘導型自殺遺伝子
iCaspase3 と蛍光レポーター遺伝子 GFP を導
入するためのターゲティングベクターを作
製した。導入遺伝子は、Cre-loxP システムを
利用し任意の時期に除去できるようにした。 
 XYi 法の計画で懸念事項のひとつはサイレ
ンシングによる導入遺伝子の発現抑制であ
ったため、サイレンシングを受けないように
ES 細胞で発現する Eif2s3y 遺伝子の 3’側近
傍に flox-EF1α-iCaspase 3-IRES-GFP を導
入することとした。 
 
 (2) XYi 型 ES 細胞の樹立 
 ターゲティングベクターを C57BL/6J 由来
の ES 細胞に導入し、XYi 型 ES 細胞を樹立し
た。上記ベクター10 ㎍と 2 種の px335 ベク
ター各5 ㎍を10の７乗個のES細胞にエレク
トロポレーションで導入した。導入後の ES
細胞クローンについて、PCR およびサザンブ
ロッティングによりノックインアレルの存
在を確認した。 
 
 (3) GFPの発現と薬剤誘導型自殺遺伝子活性
の確認 
 樹立した XYi 型 ES 細胞の GFP 発現状況を
蛍光顕微鏡により観察した。また、薬剤誘導
型自殺遺伝子の活性を見るため、FK506(B/B 
homodimerizer)を添加し、細胞の Viability

を確認した。 
 
４．研究成果 
(1) はじめに、自殺遺伝子を Y染色体に組

み込むために、ターゲティングベクターを構
築した。ターゲティングベクターは EF1 プロ
モーターの下流に薬剤誘導型自殺遺伝子で
ある iCaspase3E をつなげ、その下流に IRES
と GFP 遺伝子をつなげたレポーターユニット
をノックインするようなデザインとした（図
１）。 

 
 
また、ノックイン部位は Y 染色体の YqA1

領域中の非遺伝子領域部位を選んだ。Y 染色
体へのノックインは非常に効率が低いこと
が知られており一般的な遺伝子ターゲティ
ングではノックインができない可能性が考
えられた。そこで、アーム部位に CRISPR の
Cas9 D10A (nickase) で切れ目をいれること
でノックイン効率を上昇できないかと考え、
5’側と 3’側にそれぞれ CRISPR target を設
定し、その配列を組込んだ px335 ベクターを
構築した。 
CRISPR/Cas9 の切断活性の確認には、EGxxF 

assay システムと Two color assay システム
を用いた。図 2 に示す通り、どちらの assay
システムにおいても強い切断活性を示した
CRISPR/Cas9 を遺伝子ターゲティングに使用
した。 
 

 
 
(2) 上記のノックインベクター(10 マイク
ログラム)と 2種の px335 ベクター(各 5マイ
クログラム)を 10 の 7 乗個の C57BL/6J マウ
ス由来 ES 細胞にエレクトロポレーションで
導入した。 
その結果、11 個のコロニーが得られた。得
られた 11 クローンのうち 1 クローンでノッ
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図1．Flox-EF1a-iCaspase3-2A-Venus ターゲティングベクターの構築  



 

 

クインアレルの存在が PCR法およびサザンブ
ロッティングにより確認できた（図 3）。 

 
 
また、このクローンを蛍光顕微鏡下が観察
し、GFP の発現による特異的蛍光を確認した
（写真 1）。 
 

写真 1．樹立した XYi 型 ES 細胞におけるレ
ポーター遺伝子 GFP の発現 
 
さらに、樹立細胞に対しで FK506(B/B 

homodimerizer)を添加することで薬剤誘導
型自殺遺伝子による細胞死を誘導したとこ
ろ、FK506 の濃度依存的に細胞死が誘導され、
導入遺伝子の発現および活性が確認された
（図４）。 

 
 
以上の結果より、複数遺伝子を変異させた

XYi型マウスES細胞が計画通りに樹立できた
ことが確認された。現在、本 ES 細胞を用い
てキメラマウスを作製中であり、キメラ形成

能を確認した後、研究成果を論文発表の予定
である。キメラ形成能が、通常のマウス ES
細胞と同程度であれば、本研究により樹立さ
れた C57BL/6J 由来 XYi 型 ES 細胞およびその
作製方法は、複数遺伝子のノックインマウス
作製に有用なツールとして、バイオメディカ
ル研究に広く利用されることが期待できる。 
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図3. サザンブロッティング解析によるノックインアレルの確認
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