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研究成果の概要（和文）：ES細胞を利用する遺伝子改変マウス作製法は非効率で時間を要する欠点があった。近年開発
されたTALENとCRISPR/Casシステムによる遺伝子破壊はこれら諸問題を克服するのみならず、ES細胞の確立されていな
い生物種の遺伝子配列破壊も可能である。我々は、ノックアウトマウスで四肢欠損を呈するFgf10遺伝子を標的に、マ
ウス受精卵へRNAをマイクロインジェクションすることで、F0世代でその表現型を得ることができた。また、その効率
はTALENと比較し、CRISPR/Casシステムにおいて非常に高効率であった。

研究成果の概要（英文）：Gene targeting with homologous recombination using the ES cell technique is 
inefficient and time-consuming. Recently, two new gene-targeting technologies, TALEN and CRISPR/Cas 
system, have been developed. In addition to aiding researchers in solving conventional problems, these 
technologies can be used to induce site-specific mutations in various species for which ES cells have not 
been established. By targeting the Fgf10 gene through RNA microinjection in one-cell mouse embryos with 
the TALEN and CRISPR/Cas systems, we produced the known limb-defect phenotypes of Fgf10-deficient embryos 
at the F0 generation. Compared to the TALEN system, the CRISPR/Cas system induced the limb-defect 
phenotypes with a strikingly higher efficiency. Our results demonstrate that although both gene-targeting 
technologies are useful, the CRISPR/Cas system more effectively elicits single-step biallelic mutations 
in mice.

研究分野：歯科矯正学

キーワード： ゲノム編集　CRISPR/Casシステム　TALEN

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

遺伝子改変技術（トランスジェニック、
ノックアウト）は生命科学の進歩に大きく
貢献してきたが、現在、マウスでそれら手
法が発表されてからそれぞれ 30 年、23 年
が経過した。技術は時代とともに改良・簡
便化されるのが常だが、これらの作製法は、
前者においてはこの間基本的に変化が無く、
後者ではターゲッティングベクターにこそ
様々な改良が施されてきたものの、その作
製原理は「ゲノム DNA ライブラリーを基と
するターゲッティングベクター作製」と「ES
細胞」の利用から逃れられず、従って大量
サンプルのセレクションも不可避であり、
脱分化剤など高価な試薬や人件費、飼育ス
ペースも併せるとその規模は計り知れない。
さらに、作製日数はターゲッティングベク
ター構築から含めると、熟練者でも最低半
年を要し、一般研究者には無縁の技術であ
る。 
そこで、本課題では高需要モデル動物で

あるマウスを対象に、ゲノム編集ラット同
様、TALEN RNA を受精卵マイクロインジェ
クション法により導入することで、ES 細胞
フリーノックアウトマウス作製法を速やか
に実現させる。それとほぼ並行して、エレ
クトロポレーションを利用した受精卵への
TALEN 導入を実証することで、マイクロイ
ンジェクションフリーの作製法にする。続
いてドナーベクターの共導入によりノック
インマウス作製に移行する。 
 

２．研究の目的 
遺伝子機能の解析は生命科学を深く理解

する上で重要であることから、これまでに
も様々な種において多くの遺伝子改変動物
（トランスジェニック・ノックアウトなど）
が作製されてきた。しかし、マウスにおい
ては受精卵前核マイクロインジェクション
や ES細胞を用いた相同組換えなど、その作
製には多大な熟練と労力を要する。近年開
発された人工ヌクレアーゼ（ZFN/TALEN）に
よるゲノム編集は、ES 細胞フリーでゲノム
配列操作を可能にし、PCR 法以来の革命的
技術とも謳われている。本研究は、これま
で敷居の高かった上記遺伝子改変マウス作
製を、ZFN/TALEN によるゲノム編集からア
プローチすることで、手技の超簡便化、費
用・時間の大幅削減を図り、誰でも着手可
能なほどのシンプル化を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1)TALEN コンストラクトの作製 
標的遺伝子としてノックアウトマウスの

表現型が明瞭な Pax6（+/-：小眼、-/-：無眼）
やFgf10（四肢欠損）を選択する。 
(2)マイクロインジェクションによる導
入（TALEN RNA, gRNA, Cas9 mRNA） 
In vitro transcription による RNA 合成・
精製後、マウス受精卵マイクロインジェク

ションによる導入を行う。 
 

(3)遺伝子破壊の確認 

PCR によるシフトバンドの有無、Cel-Iア
ッセイ（Survayor Mutation Detection Kits, 
Transgenomics)、シーケンスによる確認を行
う。 
 

４．研究成果 
(1)TALEN 標的配列（マウス Fgf10 遺伝子） 
  Exon1 に設計を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)CelI アッセイによる標的配列破壊の確認 
 CelI アッセイにより、Cleaved band が検
出され、標的配列の破壊が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)TALEN mRNA のマイクロインジェクション
により得られた F0 世代における四肢欠損マ
ウス 
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(4) CRISPR/Cas システム標的配列（マウス
Fgf10 遺伝子） 

Exon1 と Exon3 に設計された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) gRNA ならびに Cas9mRNA のマイクロイン
ジェクションにより得られた F0 世代におけ
る四肢欠損マウス(E16.5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F0世代における四肢欠損胚の獲得はTALENで
50%以下であったが、CRISPR/Cas システムで
は最大 100%であった。 
また、これらの破壊された配列は F1 世代へ
の生殖系列移行も確認された。 
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