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研究成果の概要（和文）：ゲノム配列の決定により、任意の遺伝子をノックアウトあるいはノックインできるゲノム編
集技術TALENやCRISPR/Casシステムが近年開発されており、様々な生物種おいて効率よくノックアウトが可能となった
。この技術と胚盤胞補完法を組み合わせることで、簡単に異種動物内に臓器を作製できることが想定される。本研究に
おいて、マウスを用いて実験を行っているが、少なくともノックアウト作製に関しては、非常に効率がよいことが明ら
かとなった。そこで、ゲノム編集を行った受精卵を培養し、胞胚期にさらにiPS細胞を注入する胚盤胞補完により簡便
に動物体内でiPS細胞由来の臓器作製が可能となった。

研究成果の概要（英文）：Recently, gene knockout or knock-in technologies that disrupts genome sequence, 
the transcription activator-like effector nuclease (TALEN) system or the clustered regularly interspaced 
short palindromic repeat (CRISPR)/CRISPR-associated protein (Cas) system, have been developed and used to 
edit the genomes of various organisms. Our results demonstrate that CRISPR/Cas system more effectively 
elicits single-step biallelic mutations in mice. In addition, we hypothesized that targeted organs in 
deficient mice can be produced using a blastocyst complementation in a xenogenic environment. We 
therefore demonstrate that injection of mouse iPS cells into blastocysts derived from a mutant mouse 
strain in which the gene necessary to form a particular organ is deficient resulted in generation in vivo 
of organ almost entirely derived from injected mouse iPS cells.

研究分野： 再生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 多能性幹細胞から in vitro で臓器を作製
することは再生医療の実用化を推進するた
め重要な目的である。iPS 細胞を再生医療へ
応用する最も有力な技術は細胞シート工学
である。細胞シートは生体組織へ速やかに生
着する特徴を有しており、複数の細胞シート
を積層化し厚みのある組織、臓器を作製する
ことが研究されている。しかし、組織を構成
する細胞の多様性や3次元構造の再現は非常
に困難である。そこで、本研究では胚盤胞補
完法(Blastocyst complementation)の方法論
に着目した（下図）。胚盤胞補完法とは、あ
る遺伝子欠損マウス由来の胚盤胞(受精卵が
着床する寸前の細胞)に、野生型の ES 細胞ま
たは iPS 細胞を注入すると、遺伝子欠損した
細胞が完全に ES/iPS 細胞由来の正常な細胞
に置き換えられる現象を言う。この胚盤胞補
完法を応用することで、遺伝子欠損マウスの
生体で iPS 細胞由来の臓器・器官が作製でき
るか試みる。 

 
２．研究の目的 
 ゲノム配列の決定により、任意の遺伝子をノッ
クアウトあるいはノックインできるゲノム編集技
術 と し て CRISPR(Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic 
Repeats)/Cas 法が近年開発され（下図）、マウ
スにおいても効率よくノックアウトが可能となっ
た。CRISPR/Cas 法で作製したノックアウトマ
ウスの胚盤胞と正常マウス ES/iPS 細胞によ
る胚盤胞補完法を活用し、動物体内の発生過
程を利用して欠損した臓器・器官を ES/iPS
細胞で作製可能(in vivo 臓器・器官作製)か
示す。 
 一方、
遺伝的
要因で
疾患の
ある患
者の体
細胞か
らヒト
iPS 細
胞を樹
立した
場合、
遺伝性
疾患の
原因となる遺伝子異常は、iPS 細胞において
も保持される。その原因遺伝子の変異を
CRISPR/Cas 法により欠損、挿入、置換するこ

とで正常な遺伝子に置き換え、正常なヒト
iPS 細胞を得ることが必須となるため、ノッ
クイン法の開発を目的にコオロギ胚を用い
た基礎技術開発を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)FGF10 ノックアウトマウスの作製を行う。
CRISPR/Cas システムを働かせるため、FGF10
遺伝子配列を標的としたgRNAとCas9のmRNA
を合成する2つのコンストラクトを作製する。
合成した gRNA と Cas9 mRNA をマウスの受精
卵にインジェクションし遺伝子改変マウス
を選択する。 
 
(2) in vivo 臓器・器官作製を目的に、F0 世
代のヘテロ変異体をスクリーニングし、ヘテ
ロ同士の交配で得られたFGF10ホモ変異体の
胚盤胞に、GFP を導入させたマウス ES/iPS 細
胞をインジェクションし、生まれたキメラ個
体の解析を行う。 
 
(3)ゲノム編集技術を用いたノックイン法を
開発し、マーカー遺伝子を標的遺伝子の一部
にノックインすることにより、得られたタン
パク質の発現挙動をリアルタイムで観測で
きるようにする。 
 
４．研究成果 
(1) CRISPR/Cas 法による FGF10ノックアウト
マウス作製 
 FGF10 は、ニワトリ胚での異所性発現によ
る過剰肢形成や、ノックアウトマウス解析で
四肢と肺が完全に欠損することから四肢と
肺形成に重要な因子であることが知られる。
CRISPR/Cas法によりFGF10ノックアウトマウ
スを作製するため、FGF10 の塩基配列に対応
する gRNA と Cas9 mRNA を作製し、この mRNA
をマウス受精卵へインジェクションにより
注入し、その卵を仮親の子宮に移植後、遺伝
子改変マウスとなる新生仔を得た。その結果、
F0 世代の FGF10 欠損胚（下図 c,d）において



も四肢の欠損が高効率で確認された（徳島大
学・泰江章博助教と共同研究）。 
 
(2) in vivo 臓器・器官作製 
 FGF10 ノックアウトマウスの作製を行った
結果、四肢欠損のノックアウト個体を作製す
ることに成功した。そこで、EGFP を発現する
マウス多能性幹細胞(miPSもしくはmES細胞)
を FGF10ノックアウトマウスの胚盤胞へ注入
し、マウスーマウス同種間のキメラ作製を試
みた。胚盤胞補完に用いるマウス iPS 細胞の
維持培養技術は、文部化学省「再生医療の実
現化プロジェクト」の一環として理研、京都
大学により作成されたプロトコールに従い、
MEF（マウス胎児線維芽細胞）をフィーダー
細胞（Merck Millipore 社製）に用いて培養
を行ったところ、良好な維持培養が可能とな
った。未分化細胞マーカーとしてアルカリフ
ォスファターゼ（AP）染色を行った結果、そ
の活性が確認された（下図）。 

 得られた新生仔を解析した結果、同種間の
胚盤胞補完により、GFP を指標として生体の
発生とともに欠損している細胞がiPS細胞由
来のもので補われ、iPS 細胞の分化誘導によ
りFGF10ノックアウトマウスの生体に四肢が
形成された（下図 a 矢印）。また、FGF10 ノ
ックアウトマウスにおいて一様に EGFP 蛍光
を示す四肢が形成されたことから、遺伝的に
欠損したマウスの胚盤胞に多能性幹細胞を
注入する胚盤胞補完法により in vivoで多能
性幹細胞に由来する臓器・器官が作製可能で
あると示された。 

 
(3)ノックイン法の確立 
 再生医療研究を進める上で、遺伝性疾患の

原因となる遺伝子異常を保持するiPS細胞に
おいて、CRISPR/Cas 法によりその原因遺伝子
の変異を挿入、置換（標的特異的へのノック
イン）するリプログラミングは必要不可欠で
あ る 。 そ こ で 、 コ オ ロ ギ胚 を 用 い て
CRISPR/Cas 法による laccase2（lac2）遺伝
子への変異導入及びノックアウト系統の作
製を試みた。CRISPR の lac2 gRNA および
Cas9 をコオロギ内に導入した結果，ふ化した
白い幼虫が観察され、高効率で両アレルに変
異が導入された。さらにノックインの方法を
検討し、EGFP 遺伝子を標的のゲノムの位置に
導入することが可能となった。下図は
Gb’abd-A に導入した例を示す。胚の腹部体
節に特異的に EGFP 蛍光を観察できることか
ら、ノックインが成功したと考えられる。 

 
(4)おわりに 
  CRISPR/Cas 法は、任意の遺伝子をノックア
ウトあるいはノックインできるゲノム編集技術
であり、マウスにおいても容易に効率よくノック
アウトが可能となった。本研究により、
CRISPR/Cas法で作製したFGF10ノックアウト
マウスとiPS細胞を用いた胚盤胞補完によるキ
メラマウスの生体に同種間の四肢が作製可
能となったことから、この技術と胚盤胞補完法
を組み合わせることで、簡単に異種動物内に臓器
を作製できることが想定される。一方、ノック
アウトマウスの体細胞からiPS細胞を樹立し、
CRISPR/Cas 法による遺伝子異常のリプログ
ラミングで正常化したiPS細胞とノックアウ
トマウスを用いたキメラマウスで正常な臓
器・器官が作製されるか現在検討中である。
また、遺伝子の多様性に対し、CRISPR/Cas 法
を用いた組織特異的エンハンサー領域の変
異により遺伝子発現調節することで、iPS 細
胞が目的の組織以外にならないよう制御で
きるか明らかにすることも重要である。 
 今後、この方法は、ヒトiPSを用いてブタの中
にヒト臓器を作製する技術に発展することは明白
であるが、実際には、例えば臓器そのものはヒト
の細胞でできても、血管はブタのものであるなど
の問題がまだ多く残っている。もちろん、血管も
ヒトの細胞にするか、あるいは血管の細胞はアポ
トーシスにより除去するか、などの方法を考えな
くてはならないが、いずれにしても大きな問題で
ある。このような問題を解決するための基礎技術
をモデル動物を用いて開発するのが本研究の今後
の課題である。 
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