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研究成果の概要（和文）：ゲノム編集技術は目的の変異をもつマウスを迅速かつ簡便に作製できる。特に
CRISPR/Cas9システムは受精卵にsingle guide RNAとCas9を導入するだけで、目的遺伝子座に変異を導入するこ
とができるために、大きな注目を集めている。更に、single guide RNA、Cas9とともに切断部位近傍と相同な配
列に間に導入したい遺伝子を配置したドナーDNAを導入するとノックインマウスが作製できる。このノックイン
マウスは、様々なヒト疾患の大変有用なモデル動物となり得る。
本研究では、ノックインの導入効率を上げ、ヒト遺伝子を有する優れたモデルマウス等を作出することに成功し
た。

研究成果の概要（英文）：In the past, the mice carried targeted gene mutation was produced by 
gene-targeting method using with embryonic stem cells. This way is reliable but long time and big 
money were required. Genome editing technology are changing the way to produce the gene targeted 
mouse. This make it possible to produce the mice carried desired mutation just by 
embryo-microinjection. Especially, CRISPR/Cas9 is most powerful tool. We can make not only knock-out
 but also knock-in mouse. To produce knock-in mouse by embryo-based genome editing, single guide 
RNA, Cas9, and donor DNA were co-microinjected. For short tag (e.g. FLAG, HA. V5) knock-in, single 
strand oligo DNA donor have beed used. In contrast, double strand DNA vectors were used for gene 
fragment knock-in.
In this study, we validated the several way to produce knock-in by embryo-based genome editing and 
succeed to produce more than 70 bp knock-in with synthesized single strand DNA and more than 7 kb 
fragment knock-in with plasmid donor.

研究分野：発生工学、実験動物

キーワード： ゲノム編集
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１．研究開始当初の背景 
ゲノム編集技術の登場によって、遺伝子改変
マウスの作製手法は一変した。従来は確率が
非常に低い自然発生的な相同組換えを利用
した方法で標的遺伝子に変異を加える必要
があった。そのため、受精卵ではなく、自己
増殖が可能である胚性幹細胞を利用しなく
てはいけなかった。胚性幹細胞の樹立には、
年単位の時間が必要であるばかりでなく、た
とえ樹立されても、染色体異数性の問題や生
殖細胞へと移行しないなどのトラブルが生
じやすい。また、実験用マウスの系統によっ
て、樹立率や生殖細胞への移行度が大きく異
なる。以上の理由から、実績のある限られた
系統の胚性幹細胞だけが遺伝子ターゲティ
ングに使用されていた。これはすなわち、限
られた遺伝背景を持つ遺伝子欠損マウスし
か誕生しないことを意味する。しかしながら、
実験用マウスにはそれぞれの研究分野に強
みをもつ多数の有用な系統が存在する。これ
らのなかの胚性幹細胞が樹立されにくいマ
ウス系統で遺伝子改変が可能となれば、in 
vivo研究を大きく推進することができる。 
本研究が開始された当時は、遺伝子改変マウ
ス作製の手法が従来の胚性幹細胞を用いた
手 法 か ら ゲ ノ ム 編 集 技 術 、 特 に
CRISPR/Cas9 を利用した手法へと変化して
いく過渡期であった。この CRISPR/Cas9を
利用した遺伝子改変マウスの最大の特徴は、
受精卵ベースで様々な遺伝子変異様式を導
入できる点である。すなわち、遺伝子欠損
(Knock-out, KO)のみならず遺伝子導入
(Knock-in, KI)、一塩基置、条件付き
KO(conditional KO, cKO)変異を胚性幹細胞
の培養なしで目的の遺伝子座に導入できる。
この受精卵ベースでの遺伝子改変動物作製
は、時間短縮やコスト削減だけでなく、様々
な遺伝背景に多様な遺伝子変異を導入する
ことを可能する。 
ヒト化マウスはヒトの組織や遺伝子をもつ
マウスであり、すぐれたヒトの病態モデルに
なることが期待されている。マウス体内にヒ
トの組織を生着させるためには、移植された
ヒト組織が免疫的に拒絶されないことが重
要である。より良いヒト化マウスを樹立する
ために、様々な免疫不全マウスが確立されて
い る が 、 中 で も
NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Sug/ShiJic(NOG)マ
ウスは最もヒト化マウスに向いた系統であ
ると注目を集めている。 
 
２．研究の目的 
上述の通り、CRISPR/Cas9 を用いた受精卵
ベースの遺伝子改変マウス作製は、従来法に
比べあらゆる面で非常に有用な方法である
が、KO 変異以外の変異については、変異誘
導効率が低いことが明らかになっている。そ
こで本研究では、KI、一塩基変異、cKO変異
を効率的に誘導する方法を確立することを
一つ目の目標とした。 

更に、この一つ目の目標が達成された場合に
は、NOG マウスにおいてもこれらの変異が
誘導できる方法を確立し、ヒト各個人の遺伝
子が導入された遺伝的ヒト化マウスにその
ヒト組織を移植できるオーダーメイド型ヒ
ト化マウスを作出することを目的とした研
究を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
KI マウスまたは一塩基変異マウスの作製に
ついて:  
受精卵ベースのゲノム編集で KI マウスまた
は一塩基変異マウスを作出するためには、ゲ
ノムを切断する CRISPR/Cas9などのエフェ
クターだけでなく、切断部位の上下流と相同
なホモロジーアームと呼ばれる DNA 配列の
間に導入したい(KIマウス作製)、もしくは一
塩基置換したい(一塩基変異マウス作製)遺伝
子配列 (インサート )が設置されたドナー
DNA を受精卵に同時的に導入する方法が一
般的である。インサートが数から数十塩基対
であれば、一本鎖 DNA がドナーして利用さ
れ、それ以上の長さであれば二本鎖 DNA が
使用される。本研究では、この二条件の両方
を検討した。具体的な方法について、以下に
記載する。DNA をインジェクションする受
精卵は最もよく使用されているマウス近交
系統である C57BL/6J (B6J)を主に利用した。
5units の pregnant mare serum 
gonadotropin (PMSG)と 5 units の human 
chorionic gonadotropin (hCG)を48時間のイ
ンターバルをおいて B6J メスマウス投与後、
オスマウスと交配させた。交配が確認された
メスの卵管より受精卵(前核期)を灌流により
採取した。インジェクションするタイミング
は PN4 ないし PN5 のサブステージとした。
CRISPR/Cas9 については、 single guide 
RNA (sgRNA)と Cas9 の両者を発現する
pX330ベクターを使用した。なお、受精卵の
導入に先立ち、各 pX330ベクターの切断活性
は EGxxFPシステムに in vitroで評価した。
すなわち、目的の遺伝子部位を認識する
guide RNA配列を付加して各 pX330ベクタ
ーとその配列を含む350から700塩基対が導
入 さ れ た pCAG-EGxxFP ベ ク タ ー を
HEK294T 細胞に co-transfection し、24 時
間後に EGFP 発現細胞の出現率を評価した。
一本鎖DNAドナー(single strand oligo DNA 
donor, ssODN)については、インサート配列
を 1 merから 72 merとし、その左右に相同
アーム配列として45 merから99 merを設置
するデザインとした。なお、本研究で使用し
た ssODN は全て化学的に合成したものであ
る。二本鎖 DNA ドナーに関しては、インサ
ート配列に約 0.2から 7.8千塩基対(kilo base 
pair, kb)とし、その左右に 0.7から 7.2 kbp
を設置した。なお、二本鎖 DNA ドナーは大
腸菌を利用した一般的な分子生物学的手法
で構築した。pX330 は滅菌蒸留水で 5 ng/l
に、ssODNと二本鎖 DNAドナープラスミド



は滅菌蒸留水で 10 ng/l は滅菌蒸留水で 10 
ng/lに希釈した。pX330と ssODN、もしく
はpX330と二本鎖DNAの混合液を上述の方
法で得た受精卵の雄性前核に microinjection
法で導入した。遺伝子が導入された受精卵は、
２から 5時間 5% CO2インキュベーターで培
養し、生存していた受精卵を偽妊娠状態の麻
酔下の ICR マウスの卵菅に移植し、19 日か
ら 20 日後に出産を確認した。なお、自然分
娩しなかった場合は、帝王切開で新生児を子
宮より取り出した。誕生した個体は 3週齢ま
で発育した段階で、軽麻酔下にて、尾部を採
取し、一晩、proteinase K/SDS in Tris-HCl
バッファーで溶解したのち、ゲノム DNA を
フェノール・クロロフォルムで抽出、イソプ
ロパノール・エタノールで精製した。これら
の精製ゲノムDNAを鋳型としたPCR解析に
て標的遺伝子座に KI または一塩基変異が導
入されたどうかを確認した。また、pX330ベ
クターに存在する Cas9 遺伝子や二本鎖
DNA ドナープラスミドのバックボーンに存
在するアンピシリン耐性遺伝子についても
PCR解析でその存在を確認し、これらのベク
ターが染色体にランダムインテグレーショ
ンしていないかを検査した。更に作製された
一部の系統については、得られたファウンダ
ーマウスと野生型マウスを交配することで
F1個体を作出し、KIまたは一塩基変異遺伝
座の次世代への移行も確認した。 
cKOマウスの作製について: 
目的の内在性遺伝子領域を loxP 配列で挟み
込んだ cKO アレルを作出するために、以下
の二つの方法を検討した。一つ目は、それぞ
れ目的遺伝子領域の上下流を切断する二種
類の pX330とそれぞれに 34 merの loxP配
列をインサートするための二種類の ssODN
の計 4種類の DNAを同時に受精卵に導入す
る 2cr+2ss法である。もう一つは、上下流を
切断する二種類の pX330と、目的の遺伝子配
列が loxP で挟まれた配列をインサートとし
て持つ二本鎖 DNA ドナープラスミドの計 3
種類の DNA を受精卵に同時に導入する
2cr+1ds 法である。なお、その他の条件つい
ては、KIまたは一塩基変異マウス作製と同一
とした。 
次に第二の目的である NOG遺伝子背景での
受精卵ベースでのゲノム編集についてだが、
CRISPR やドナーDNA の調整に関しては前
述の方法と同じ条件とし、NOG マウスの基
盤系統である NODマウスやその他の系統に
おけるゲノム編集効率の検討を行った。 
 
４．研究成果 
ssODNの利用したKIマウスの作製を 6遺伝
子座に対して行った。うち 5遺伝子座では目
的の変異アレルを持つ個体を作出すること
に成功した。その詳細であるが、プロジェク
ト平均335個の受精卵にインジェクションを
行い、そのうちの平均303個が生存していた。
これらの受精卵を卵菅に移植することで平

均 69匹のマウスが誕生した。PCR解析とシ
ークエンス解析の結果、KI個体の出現率(KI
変異遺伝座保持個体数/出生個体数)は 0%か
ら 20%であった。インサート配列の多くは
FLAG等のエピトープタグであるが、遺伝性
を解析した全ての KI 系統で変異アレルの次
世代への移行が認められた。加えて、系統化
後にそのエピトープタグに対する抗体を用
いたウエスタンブロッティング解析を行っ
た結果、解析した全ての個体で目的のサイズ
のバンドが検出された。なお、本研究におい
ては、ssODN を利用した受精卵ベースのゲ
ノム編集で KI できた最長のインサート長は
72塩基対(3×FLAG+制限酵素認識配列)であ
った。二本鎖 DNA ドナープラスミドを用い
た KI個体の作出であるが、45遺伝子座に対
して行い、うち 39 遺伝子座に目的のインサ
ートを導入することに成功した。詳細は、平
均 328 個の受精卵に micro-injection し、う
ち平均 290個が生存し移植、平均 76匹の新
生児を得た。KI マウスの出現効率は平均
5.3%であった。成功した最長のインサート長
は7.8 kbであった。興味深いことに、EGxxFP
にて高い切断活性を示した pX330 を利用す
ると、効率よく KI が生じることが明らかと
なった。また、インサート長が短いほど KI
効率が上昇するとの報告があるが、本研究に
おいてはインサート長と KI 効率間に明確な
相関は認められなかった。また、ssODN を
用いた場合と二本鎖 DNA ドナープラスミド
を用いた場合で、KI効率の大きく差異は認め
られなかった。 
一塩基変異マウス作製では、43 遺伝子座中
35 遺伝座で目的の変異アレルを持つマウス
が得ることができた。具体的には、平均 319
個の受精卵にインジェクションし、平均 288
個が生存、そこから平均 77 匹が新生児へと
発生した。そのうち、目的の変異アレルを持
つ個体は平均 6.5%であった。一塩基変異を
導入する場合は、変異させたい塩基を
CRISPR の標的配列中に含まれるようにデ
ザインすることで、再切断を生じさせない様
にする。そのため、標的一塩基部位を含むよ
うな CRISPR標的配列が存在しない場合、も
しくは切断活性が低い場合には、標的一塩基
変異を導入することが困難であった。この問
題を解決する手段として、二本鎖 DNA ドナ
ープラスミドを使用する方法の確立に挑戦
した。この方法は、標的一塩基変異部位の上
下流近傍を切断し得る高切断活性の
CRISPR 遺伝子を発現する pX330 と、標的
一塩基変異配列の含む数百塩基対のセント
ラルアームとその上下流に各 1 kb 前後の相
同配列が設置された二本鎖 DNA ドナープラ
スミドの計 3つのベクターをマウス受精卵に
共導入ものである。なお、その上下流の切断
部位には非同義置換が導入される様に二本
鎖 DNA ドナープラスミドの配列をデザイン
し、余計な変異が生じない様に工夫した。そ
の結果、通常の pX330+ssODNでは作出する



ことが出来なかった変異マウスの得ること
に成功した。 
cKOマウスの作製では、まず 2cr+2ss法につ
いて検討したが、挑戦した 14 遺伝子座のう
ち 1 遺伝子座でしか目的の cKO マウスを得
ることが出来なかった。その一方で、2cr+1ds
法では、18 遺伝子座中 17 遺伝子座で cKO
アレルを有する個体を得ることができた。効
率の詳細だが、平均 263個にインジェクショ
ンし、平均 239個移植した結果平均 76匹の
新生児が得られ、うち 3 匹が cKO アレルを
有していた。 
以上は B6J 系統のデータであるがその他の
系統では、BALB/c系統や C3H系統では B6J
とほぼ同じ編集効率であった。その一方、ICR
系統は採卵効率が高いものの編集効率が
B6J に比べ 1/3 程度に留まることや、NOD
系統ではインジェクションにより発生を停
止してしまう胚の割合が多いなどの問題が
あり、更なる実験条件検討が必要であること
が判明した。 
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