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研究成果の概要（和文）：ハプロイドES細胞をホストとして使用するため効率のよい遺伝子ターゲッティング法を開発
した。
最近のCRISPR/gRNAは両アレル遺伝子を同時に破壊することが可能になったので、通常のディプロイドES細胞を用いる
合成救出法もトライした。1つめの遺伝子Oct4をコンディショナルアレルへ変換し、次にCRISPR/gRNAライブラリーを導
入し、2つめの遺伝子をランダムに破壊した。
そして、タモキシフェンによりCreを活性化し、1つめの遺伝子を破壊し、分化せずに残存したクローンの解析を行った
。現在さらに詳細な解析を進めているところである。

研究成果の概要（英文）：We performed experiments to generate a novel synthetic rescue system in murine 
haploid ES cells. For conditional KO system in haploid ES cells, we first tried to insert tamoxifen- 
inducible cassette, ERT2-iCre-ERT2 into the Rosa 26 locus. Since homologous targeting in haploid ES cells 
was very low, we used ZFN for the targeting.
Meanwhile, production of CRISPR-gRNA library has bee reported. The library is able to disrupt both 
alleles of a gene of interest.
We modified both alleles of Oct4 to floxed ones and we introduced CRISPR-gRNA library to disrupt 
endogenous genes randomly. After disruption of Oct4 by activation of Cre with tamoxifen. We isolated 
undifferentiated clones. We are analyzing these clones right now.

研究分野： 分子生物学、発生工学

キーワード： ゲノムワイド関連解析　ハプロイドES細胞
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１．研究開始当初の背景 
 

研究代表者である竹田は、これまでトラ
ンスポゾンシステムを利用したマウス、ラ
ット個体あるいはマウス ES 細胞でのミュ
タジェネーシスという領域で論文を発表
して来た(Horie et al. PNAS 2001, Horie et al. 
MCB 2003, Yusa et al. MCB 2004, Keng et al. 
Nat. Methods 2005, Yae et al. MCB 2006, 
Ikeda et al. MCB 2007, Kitada et al. Nat. 
Methods 2007, Takeda et al. Genome Biol. 
2007, Kokubu et al. Nat. Genetics 2009, 
Horie et al. Nat. Methods 2011)。これらの論
文で示してきた事は、個体内あるいはマウ
ス ES 細胞においてトランスポゾンが遺伝
子破壊を起こす変異原として非常に有用
なツールになり得る事である。本研究課題
では、これまで培ってきた変異原としての
トランスポゾンをマウスハプロイド ES 
細胞に導入するシステムを構築する。通常、
変異原を用いて遺伝子破壊（片アレル変
異）を行っても、正常なアレルが存在する
ため、多くの場合表現型が出現しない。申
請者は、ES 細胞で効率よく片アレル変異
から両アレル変異に移行できるシステム
の構築に成功している(Yusa et al. Nature 
2004, Horie et al. Nat. Methods 2011, 
Yamanishi et al. Genome Res. 2013)。 
本研究課題で用いる ES 細胞はハプロイ

ド(M.Leeb, A.Wutz, Nature 2011)なので変
異を一度導入するだけで、直ちに遺伝子機
能解析ができる特徴があり、片アレル変異
導入だけで遺伝子機能解析を行うことが
できる。 

 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題は、哺乳動物の複雑な生物学的経
路を、遺伝学的に解析するため、遺伝子を複
数同時に変異させ、表現型解析できるシステ
ムを新たに構築する。酵母において、複数の
遺伝子を同時に欠損させ、表現型を解析する
システムは Synthetic lethal（合成致死）ある
いは Synthetic rescue(合成救出)と呼ばれ、多
大な成功を収めている。しかし、酵母は分化
しないので分化機構を解析するには不向き
である。そこで、この合成救出システムを最
近樹立された分化誘導可能なハプロイド ES
細胞に導入し、これまで解析が困難であった
細胞の分化機構解明につながる新しい遺伝
子機能解析手段を手に入れることを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
 
（1.） ハプロイド ES 細胞の ROSA26 遺伝

子座へERT2-iCre-ERT2遺伝子の挿入（後
に 1つ目の遺伝子をタモキシフェン依存
的に破壊するため） 

（2.） 1 つ目の遺伝子をコンディショナル
アレルへ変換 

（3.） PiggyBac トランスポゾンあるいは
CRISPR-gRNA ライブラリーにより 2 つ
目の遺伝子をランダムに変異 

（4.） タモキシフェンによりCreを活性化
し、1 つ目の遺伝子を破壊 

（5.） 残存したクローンの PiggyBac トラ
ンスポゾン挿入部位あるいは gRNA の
配列の解析 

（6.） 2 つ目に破壊された遺伝子群の
Validation 
 

最近、CRISPR-gRNA も両アレルを同時に破
壊することが可能になったので、ハプロイド
ES 細胞だけではなく、通常のディプロイド
ES 細胞も実験に供する。 
 
①効率よくコンディショナルアレルに変換
する手法の開発 
 
複数の遺伝子をトライする必要があるの

で、簡便にコンディショナルアレルを作製で
きるシステムを構築する。そのためには、ハ
プロイド ES 細胞において効率よく相同組み
換えを起こす必要がある。 
 
これまでに判明したことは通常のディプ

ロイド ES 細胞に比べ、ターゲッティングの
効率が圧倒的に低いことであった。そこでゲ
ノムに特異的に DNA 二重鎖切断を引き起こ
す ZFN とターゲッティングベクター
(ERT2-iCre-ERT2)を同時に ROSA26 遺伝子座
に対してトランスフェクトした。すると通常
では得られない相同組み換え体の獲得に成
功した。つまりハプロイド ES 細胞は相同組
み換えの効率が非常に低いので ZFN、TALEN、
CRISPR/Cas9 のような特異的 DNA 二重鎖切
断を起こすことのできるツールとともにト
ランスフェクトし、相同組み換え体を得る必
要があることが判明した。 
 
②1 つ目の遺伝子をコンディショナルアレル
に変換 
 
ここでは、1 つ目の遺伝子として Oct4 を選

択する。Oct4 は遺伝子欠損を起こすと ES 細
胞は未分化性を維持できない。そこで本研究
課題においては、Oct4 遺伝子のエクソンを
loxP 配 列 で 挟 み 込 む 。 そ の た め に
CRISPR/Cas9 シ ス テ ム を 利 用 す る 。
CRISPR/Cas9 システムは、効率は良いのであ
るが、オフターゲットが多数存在すると考え
られるので、最終的に同定した遺伝子の
validation が重要になる（後述）。 

 
③2つ目の遺伝子をPiggyBacトランスポゾン
あるいは CRISPR-gRNA ライブラリー導入
によりランダムに変異を導入 
 



2つ目の変異原である PiggyBacトランスポ
ゾンベクターを導入する前に、ディプロイド
ES 細胞を FACS により除去する。このディプ
ロイド ES 細胞を除去する過程は非常に重要
である。なぜならハプロイド ES 細胞は培養
時に自然にディプロイド化してしまう傾向
があるからである。FACS AriaTM Ⅱは、大
阪大学医学系研究科附属共同研究実習セン
ターに設置されているので、使用した。 
 ディプロイド ES 細胞にCas9 を発現させる。
次に Cas9 を発現した ES 細胞と Cas9 を発現
していない ES 細胞に CRISPR-gRNA ライブ
ラリーを同じ moi で感染させ、感染が成立し
た ES 細胞を puromycin で選択して獲得する。
この際、ES 細胞に 2 つ以上の gRNA が入ら
ない moi を選ぶ。 
 
④1 つ目の遺伝子をタモキシフェン添加によ
り破壊 
 
タモキシフェンを添加することにより

ERT2-iCre-ERT2 を活性化し、1 つ目のターゲ
ット遺伝子 Oct4 を破壊する。通常であるとす
べての細胞が未分化維持できなくなって分
化あるいは死滅してしまうが、2 つ目の遺伝
子が破壊されているので、未分化状態を保っ
ているコロニーの出現を期待する。 
 
⑤ 出現したコロニーの PiggyBac トランス
ポゾン挿入部位、あるいは gRNA の配列の解
析 
 
コロニーよりゲノム DNA を調製し、通常

の手法により挿入部位を決定する。(Horie et 
al. Nat. Method, 2011) ただし、多数挿入部位
が検出されるはずなので、様々な制限酵素で
ゲノムを切断しなるべく多くの挿入部位を
決定する。 
 
⑥  PiggyBac トランスポゾンあるいは
gRNA により同定された遺伝子の Validation 
 
挿入部位解析により同定された遺伝子欠

損が本当に Oct4 欠損による表現型を回復し
うるものかどうかを確認するために、同定さ
れた遺伝子のコンディショナルアレルを
LoxP ではなくて、FRT を利用して構築する。
1 つ目の遺伝子を Cre; 2 つ目の遺伝子を Flp
で両方破壊したときだけに ES 細胞の未分化
性が維持できるか検討する。 

 
 

４．研究成果 
 
ハプロイド ES 細胞をホストとして 2 種類

の遺伝子を同時に欠損させ、新たな合成救出
法の構築を目指して実験を行った。 
まず、ハプロイド ES 細胞の ROSA26 遺伝

子座へ ERT2-iCre-ERT2 遺伝子を挿入（後に 1
つ目の遺伝子をタモキシフェン依存的に破

壊するため）；実際には遺伝子ターゲティン
グの効率がハプロイド ES 細胞は非常に低い
ので、ZFN を用いることによりターゲティン
グに成功した。 
最近の CRISPR/gRNA は両アレル遺伝子を

同時に破壊することが可能になったので、通
常のディプロイド ES 細胞を用いる合成救出
法もトライした。1 つめの遺伝子 Oct4 をコン
デ ィ シ ョ ナ ル ア レ ル へ 変 換 し 、 次 に
CRISPR/gRNA ライブラリーを導入し、2 つめ
の遺伝子をランダムに破壊した。 
そして、タモキシフェンにより Cre を活性

化し、1 つめの遺伝子を破壊し、分化せずに
残存したクローンの解析を行った。コントロ
ール細胞（gRNA ライブラリーを導入したが、
Cas9 は発言していない細胞）は、分化せずに
残存したクローンは認められなかった。しか
し残存したクローンは Oct4 タンパクを発現
していたので、現在さらに詳細な解析を進め
ているところである。 
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