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研究成果の概要（和文）：疾患ゲノム解析から膨大な稀なヒト変異が同定されたが、大半は機能不明である。これらの
機能解析にはヒト変異のノックインマウスが有用だが、作製は容易ではなかった。本研究で開発された独自の超高効率
ゲノム編集技術により、ノックインマウス作製の飛躍的な効率化・簡便化・低コスト化が実現し、世界標準法の１つに
なりつつある。計画の全てのノックインマウスが作出され、ヒト変異が緑内障を引き起こす機構の一旦が個体レベルで
明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Recent advances in next generation sequencing technologies have revealed the 
landscape of human genetic diversity, which is comprised of millions of rare variants associated with 
health and disease. One possible approach to address the biological function of rare variants, as well as 
determining whether they are causal for the human phenotype of interest, is the use of precisely modified 
knockin mouse models carrying such human rare variants. We developed highly efficient, ultra-rapid, and 
cost-effective genome editing technologies for knockin mouse production. We generated a series of knockin 
mice mice carrying rare variants discovered from glaucoma patients. We found the pathogenic mechanism of 
these rare variant to glaucoma-like abnormalities in mice. Our results provide an useful approach to 
examining in vivo functional significance of rare variants.

研究分野： ゲノム編集
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１．研究開始当初の背景 
（１）	 ゲノム解析技術の発展によりヒト
ゲノムの膨大な多様性が明らかにされつつ
ある。高速シークエンス技術は、患者一人一
人で異なる膨大な数の稀な変異（レアバリア
ント）の存在を明らかにした。しかし、1 つ
のレアバリアントが一人の患者にしか存在
しない事も珍しくなく、また大半のレアバリ
アントはミスセンス・サイレント変異等で、
機能への影響が直接的には推定し難い 
(Veltman & Brunner. Nat. Rev. Genet. 
2012)。従って、レアバリアントの機能解析
とその方法論が必要である。 
 
（２）	 これらの機能解析には、ヒトのレア
バリアントを正確に挿入したノックインマ
ウスが強力なツールとなる。実際にヒト変異
ノックインマウスを用いた、細胞では解析で
きない、個体レベルでの機能解明が報告され
ている (Sur et al., Science 2012; Kamberov 
et al., Cell 2013)。 
 
（３）	 一方、ノックインマウスの作製は、
少なくとも 1年以上の長期間、多額の費用（外
注では 500 万円以上）、ターゲティングベク
ターの構築・ES 細胞での相同組換え・キメ
ラマウスの作製等の煩雑かつ多段階の操作
が必須で、容易でない。 
 
（４）	 ゲ ノ ム 編 集 技 術 （ TALEN: 
Transcription Activator-Like Effector 
Nuclease や CRISPR/Cas: CRISPR 
(Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeat, CRISPR-associated)の
登場はこの状況を一変させた。どのような生
物のどのようなゲノム配列であろうとも、任
意の部分を自在に改変する事が可能になっ
たのである。これは遺伝子を欠損させるノッ
クアウトには極めて有効であるが、任意の遺
伝子を挿入するノックインは極めて困難で
あった。ヒトのレアバリアントの機能を個体
で解析するためには、これらのノックインマ
ウスを、高効率に、迅速に、安価に作出する
技術革新が必要であった。 
 
（５）	 緑内障は 40 歳以上の 5%が罹患す
る失明原因第 1位の遺伝性神経変性疾患であ
るが、その原因遺伝子は一部の例を除きほと
んど不明である。数少ない例が緑内障家系の
解析から同定されたオプチニューリン遺伝
子の E50Kミスセンス変異であるが（Rezaie 
et al., Science 2002）、発見から 10年以上経
った今日でもその機能や病態への寄与は未
だ明らかでない。我々は緑内障患者のゲノム
解析により、種々の緑内障レアバリアントを
同定して来た。しかしこれらの個体レベルで
の生物学的意義、また緑内障発症における寄
与は不明であった。 
 
 

２．研究の目的 
（１）	 本研究では、ヒトのレアバリアント
の機能を個体で解析するための、ヒトレアバ
リアントノックインマウスを、高効率に、迅
速に、安価に作出する技術を開発する。この
技術を用いて以下の点を明らかにして行く。 
 
（２）	 緑内障患者から同定された 5 つの
レアバリアントをモデルとして、これらのノ
ックインマウスを作製する。 
 
（３）	 作成したノックインマウスの網膜
を用いて遺伝子発現や蛋白質局在・機能を評
価する。病理学的・生理学的に緑内障様病態
を解析する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）	 自然変異の導入で高活性化した
Platinum TALEN を用いて、各レアバリア
ントに対応する高活性 TALEN を作製する。
TALEN mRNAを合成後、活性評価を指標に
適切な濃度で、野生型マウス受精卵にインジ
ェクションする。同時に、レアバリント導入
のドナーとなるオリゴ DNA もインジェクシ
ョンしてノックインマウスを作出する。産ま
れたマウスをジェノタイプ、ノックインマウ
スを同定、野生型と交配して増やす。 
 
（２）	 種々の CRISPR/Cas システムの検
討を行う。Cas9（mRNA、タンパク質）、ガ
イド RNA（single guide RNA、及び crispr 
RNA (crRNA) と trans-activating crispr 
RNA (tracrRNA)）が対象である。各レアバ
リアントに対応するガイド RNA を作製する。
ガイド RNAの活性を in vitroで評価する。
Cas9とガイドRNAの最適な組み合わせを野
生型マウス受精卵へのインジェクションに
より検討する。これらの最適化の後、レアバ
リント導入のドナーとなるオリゴ DNA また
はターゲティングベクターと一緒に
CRISPR を野生型マウス受精卵へインジェ
クションしてノックインマウスを作出する。
産まれたマウスをジェノタイプ、ノックイン
マウスを同定、野生型と交配して増やす。 
 
（３）	 作成したノックインマウスの網膜
を用いて遺伝子発現や蛋白質局在・機能を評
価する。病理学的・生理学的に緑内障様病態
を解析する。第 0世代のノックインマウスと
野生型マウスを交配後、第 1世代のヘテロノ
ックインマウスを得る。次にこれらをかけ合
わせ、第２世代のホモノックインマウスを得
る。解析にはホモノックインマウス各系統と
同腹の野生型マウスを用いる。網膜から
mRNAを抽出し、リアルタイム PCRにより、
各遺伝子の mRNA の発現量を計測する。網
膜から各遺伝子の蛋白質を抽出し、ウエスタ
ンブロッティングにより、蛋白質量を計測す
る。眼球切片と各種の細胞種マーカー免疫染



 

 

色により網膜内分布及び細胞内分布を野生
型とノックインマウスで比較する。眼球のパ
ラフィン切片を作製、ヘマトキシレン－エオ
ジン染色を行う。網膜神経節細胞（網膜神経
節細胞層の細胞数）を、網膜全長に渡り計測
する。網膜を水平に切り広げたフラットホー
ルマウント標本を作製し、網膜神経節細胞の
特異的マーカー抗体で染色する。蛍光顕微鏡
観察により、網膜神経節細胞を定量する。	 
	 
４．研究成果	 
（１）	 Cas9 タンパク質と化学合成した 2
つのガイド RNA（crRNA と tracrRNA）を
組 み 合 わ せ た ク ロ ー ニ ン グ フ リ ー
CRISPR/Casシステムを開発した（下記図）。 

 
本 技 術 に よ り 従 来 煩 雑 で あ っ た
CRISPR/Casシステムの調製が、一切ウェッ
ト実験を必要とせずにウェブオーダーのみ
で可能になり、極めて簡便化された。また作
製プロセスが不要になった事により、大幅な
低コスト化が実現された。すなわちウェブオ
ーダーのみで、届いた CRISPR/Casを野生型
マウス受精卵にインジェクションするだけ
で、ノックインマウス作製が可能になったの
である。（下記図） 

 
 
さらに最も重要な事は、従来用いられてきた
CRISPR/Casシステムに比較して、クローニ
ングフリーCRISPR/Casシステムは、ノック
イン効率を飛躍的に高める事を可能にした
（下記図）。 

 
 
（２）	 緑内障患者から同定された 5 つの
レアバリアントについて、高活性の
Platinum TALEN システムクローニングフ
リーCRISPR/Casシステムを用いて、これら

のノックインマウスの高効率な作製に成功
した。作製したノックインマウスは野生型と
交配して、次世代、次々世代を作出、解析に
用いた。 
 
（３）	 上記の各ノックインマウスの網膜
を解析に用いた。遺伝子発現や蛋白質局在等
の基礎的解析、及び病理学的（特に緑内障様
病態）の解析を行った。ヒト患者におけるこ
れらのレアバリアントと緑内障との関連に
も関わらず、あるレアバリアントのノックイ
ンマウスは緑内障様の異常を示し、また別の
レアバリアントのノックインマウスでは異
常は見られなかった。緑内障様の異常を示し
たレアバリアントのノックインマウスをさ
らに解析したところ、非常に興味深い疾患発
症の分子機構が明らかになった。このレアバ
リアントが遺伝子機能に与える影響はそれ
ほど大きくなかったものの、レアバリアント
自身が mRNA のスプライシングを変化させ
る事により、遺伝子機能に重篤な変化をもた
らす事が明らかになった。これは従来の培養
細胞での解析では見過ごされて来た点であ
り、ノックインマウスの作出により初めて明
らかになった。以上のように、本研究のアプ
ローチは、ヒトのレアバリアントの機能、特
に個体レベルでの疾患発症メカニズム、を解
析するために有用である事が示された。 
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