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研究成果の概要（和文）：ポストゲノム時代を迎えた両生類研究において、遺伝子ターゲティング技術の開発は
非常に重要かつ喫緊の課題である。近年のゲノム編集技術の発展によりアフリカツメガエル、ネッタイツメガエ
ル、そしてイベリアトゲイモリにおいても逆遺伝学ツールの導入が可能となりつつある。本研究課題では、
CRISPR-Casを基盤とした、高効率ノックアウトとノックイン、そしてコンディショナルKOやセーフハーバートラ
ンスジェニックシステムの開発を試みた。

研究成果の概要（英文）：Following completion of the genome sequences of amphibians, gene targeting 
techniques have become increasingly important for the further development of amphibian research in 
the life sciences. Recent advances in genome editing using the CRISPR-Cas system now allow for 
reverse genetics in the amphibians, Xenopus laevis, Xenopus tropicalis, and Pleurodeles waltl. In 
order to refine these amphibians as model animals for life science research, we tried to develop a 
highly efficient and rapid workflow for gene knock-out, gene knock-in, conditional knock-out, and 
safe harbor transgenic systems.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る TALEN や
CRISPR/Casシステムは、ゲノム編集技術の
中心的なツールとして、Knock-out (KO)や
Knock-in (KI)がこれまで不可能とされてき
た非モデル生物にまで波及している。ゲノム
編集技術は生命科学においてパラダイムシ
フトをもたらした技術革新の一つであり、実
験動物学領域のみならず生命科学全体の進
歩の大きな原動力となりつつある。 
	 両生類は、古くから細胞生物学・発生生物
学・内分泌学・生理学等、基礎生物学に多大
な貢献をしてきた実験動物である。特にアフ
リカツメガエル(Xenopus laevis)は飼育が容
易で、未受精卵・胚を多数得ることができる
ため、生物学において長年用いられてきた。
しかしながら、性成熟の期間が長く（二年程
度）、偽四倍体による遺伝子重複があること
から、順・逆遺伝学の手法を用いることが難
しい。そのため、分子遺伝学的手法を用いる
現代生物学の潮流から外れていた感は否め
ない。その弱点を補うべく、十年ほど前から
ネッタイツメガエル(Xenopus tropicalis)と
いう近縁種が導入されている。アフリカツメ
ガエルより性成熟が最短六ヶ月と短く、二倍
体でゲノムプロジェクトが完了している。日
本国内ではナチュラルバイオリソースプロ
ジェクト(NBRP)の供給が整いつつあるが、
ゲノム編集を中心とした研究ストラテジー
整備の遅れから、ツメガエルコミュニティだ
けでなく一般研究者の導入が進まない現状
がある。欧米では、ゲノム編集をメインスト
ラテジーとしたネッタイツメガエルを用い
た研究、特に疾患モデル作製が精力的に計画
されており、このままでは日本におけるツメ
ガエルを用いた生命科学研究は大きく取り
残される危険性がある。 
	 高い再生能力を持つ有尾両生類であるイ
ベリアトゲイモリ(Pleurodeles waltl)は飼育
が容易であり、性成熟が半年程度と、モデル
生物としての利点が多い。加えて、ゲノム編
集技術やトランスジェニックによる遺伝子
改変動物作製が容易かつ非常に高効率であ
る。これは、第一卵割が５〜６時間と長く、
非常に早い卵割ステージで変異が導入（トラ
ンスジェニック）されるためである。つまり、
モザイク性が低い Founder を確保すること
が可能である。これらの生物学的特徴はゲノ
ム編集技術を用いた逆遺伝学を行う上で大
きなメリットであり、近年、大きな可能性を
秘めた新たなモデル動物として注目されて
いる。 
２．研究の目的 
現在の実験動物学における遺伝子改変動物
作製のストラテジーは、トランスジェニック
とゲノム編集の二つである。両生類において

は、メガヌクレアーゼ ISce-Iや精子核移植法
によるトランスジェネシスが主流である。し
かしながら、この方法は挿入されるコピー数
やゲノム上の位置を指定できない。加えて、
位置効果により外来遺伝子が F1 以降 にサ
イレンシングを受けるとの報告が多数ある。
そのため、マウスの Rosa26 への外来遺伝子
導入に相当する、「Safe harbor system」が必
要である。加えて、胎生致死になるような遺
伝子の KO には、時期組織特異的な KO
「conditional KO system」が必要となる。
これら二つのシステムは、逆遺伝学的ストラ
テジーを用いた今後の両生類研究において
も必要不可欠であるが、未だ確立されていな
い。本研究課題では、研究期間を三年と設定
している。まず、高効率かつ安定した外来遺
伝子の発現が可能なトランスジェニック技
術 (Safe harbor system)、および Cre/loxP 
による Conditional KO system の開発を目
指す。これらの技術を用いて、ネッタイツメ
ガエルとイベリアトゲイモリのモデル動物
としての開発及び高度化を促進するための
研究ストラテジーを確立する。 
 
３．研究の方法 
①Safe	harbor	system の開発（鈴木・大学院
生二名担当、広島大；林、鳥取大）	
研究代表者らは Microhomology	 mediated	
end-joining	(MMEJ)	を用いた Knock-in 法で
ある、 PITCh	 (Precise	 Integration	 into	
Target	Chromosome)法を開発し報告している
(Nakade	et	al.,	Nature	Communications,	in	
press)。この方法は様々な生物種で応用可能
であり、相同組換えに依存しない、高効率な
KI 法である。PITCh 法を用いて、マウスの
Rosa26 やヒトの AAVs	locus と同じ“good	
locus”に、外来遺伝子を安定制御して挿入
する「Safe	harbor	system」を構築する。加
えて、マウスやヒトでも safe	harbor として
機能する Roas26	site のオルソログも両生類
には存在している。これらのサイトを用いて
Multi-integrase/recombinase による外来遺
伝 子 の 挿 入 ・ 排 出 を 可 能 と す る
Recombinase-mediated	 cassette	 exchange	
(RMCE)を行うため、変異 loxP、attP や FRT	
sites を組み込んだ scaffold	cassette を
PITCh 法により Knock-in する（図１）。この
cassette には、g-crystallin	promoter に
Enhanced	Blue	Fluorescent	Protein	(EBFP)
を連結しておき、眼の青色蛍光をマーカーと
してスクリーニングを行う。得られた
Founder	(F0)をスクリーニング後、当該年度
中に性成熟させる。	
	
②Conditional	KO	system の開発（鈴木・大
学院生二名担当、広島大；林、鳥取大）	



発生生物学研究や疾患モデルを想定した場
合、個体（発生）にクリティカルな遺伝子の
conditional	KO は、モデル動物において必須
のストラテジーである。しかしながら、ショ
ウジョウバエやマウス等のごく一部の生物
種に限られており、一般的に特異性の高い
Cre/loxP を用いたシステムが用いられてい
る。このシステムでは、標的領域の両側に
loxP(Flox)を挿入するため、loxP を含んだ
cassette の標的領域への相同組換えによる
Knock-in が必要である。本課題では、より簡
便な MMEJ ノックインを用いて、ネッタイツ
メガエル及びイベリアトゲイモリにおいて
Cre/loxP を用いた Flox	Conditional	KO シス
テムの導入を目指す。	
	
４．研究成果	
平成２７年度	
初年度は、ゲノム編集法を用いた高効率の遺
伝子改変（ノックアウト・ノックイン）技術
プロトコールの確立を行うため、様々な実験
条件の検討やジェノタイピング法の開発を
行った。まず初めに、色素合成に関する遺伝
子 を ノ ッ ク ア ウ ト す る こ と に よ り
CRISPR-Cas9 システムの有効性を検討した。
表現型解析およびアンプリコンシークエン
ス解析を用いたジェノタイピングの結果、
Cas9	mRNA およびタンパク質インジェクショ
ンにより、F0（当世代）個体に置いて、体細
胞変異率が 95％以上という、非常に高い遺伝
子変異導入に成功した。Cas9	mRNA 及び gRNA
合成の最適化、変異導入効率やオフターゲッ
ト解析法を検討し、当世代(F0)胚による簡便
かつ高効率な遺伝子ノックアウトプロトコ
ールを確立した。次に、ネッタイツメガエル
におけるノックイン技術の開発を行った。
様々な条件検討の中で、マイクロホモロジー
媒介末端連結(MMEJ)を利用したノックイン
法がネッタイツメガエルにおいて有効であ
ることが示唆された。そこで、CRISPR-Cas9
とドナーベクターをネッタイツメガエル受
精卵に導入し、変異型疾患遺伝子 X	cDNA を
標的遺伝子 X のイントロンに MMEJ を介して
ノックインする実験を行った。標的領域への
疾患型遺伝子 cDNA のノックインがジェノタ
イピングにより確認した。これらの個体に関
しては性成熟させ、次世代を得る予定である。	
	
平成２８年度	
ネッタイツメガエルのゲノム編集効率を向
上させるために、リコンビナント Cas9 タン
パク質と sgRNA をリボヌクレチドタンパク質
(RNP)複合体（以下 Cas9/sgRNA	RNP）として
導入する条件について検討した。Burger ら
（2016）が実験に用いた Buffer 組成に基づ
いて Cas9/sgRNA	RNP をネッタイツメガエル
受精卵に導入すると、孵化前後に奇形が生じ、
正常発生率の低下が確認された。そこで
Buffer 組成を変えて導入したところ、正常発
生率は高いままに、シビアなノックアウト表

現型が高効率で得られた。この条件下で、ヒ
ト遺伝性色素合成疾患遺伝子４種類及び眼
疾患遺伝子
を標的とす
る sgRNA を
作製し顕微
注入した結
果、生存胚
のほぼ全て
の胚でシビ
アな表現型
（メラニン
色素が全く見られないアルビノ胚、図１）が
得られた。次世代シークエンサーを用いてア
ンプリコン解析を行ったところ、驚くべきこ
とに、全ての胚において変異導入効率が 98%
を超え、中には野生型アリルが検出できない、
つまり、100%に限りなく近い変異を持った個
体が複数確認された。この確立したプロトコ
ールは、Cas9mRNA を用いた従来のプロトコー
ルと比較しても、非常に高効率である。次に、
研究代表者が開発したマイクロホモロジー
媒介末端結合（MMEJ）を利用したノックイン
法を用いて、ノックインに最適な Cas9/sgRNA	
RNP 導入条件の設定
した。loxP 配列を含
むヒト疾患遺伝子
cDNA(Flox-gene	 X	
cDNA)及びセレクシ
ョンマーカーとして、
クリスタリンプロモ
ーターにより赤色蛍
光タンパク質発現す
るコンストラクトを
ノックインしたネッ
タイツメガエルの作製を試み、現在、性成熟
した F0 個体が得られた(図２）。今後は生殖
細胞系伝達した F1 の作出を目指す。イベリ
アトゲイモリに関しても、CRISPR を用いたゲ
ノム編集の実験系が確立した。安定して外来
遺伝子をノックインする領域も同定し終わ
り、新しい外来遺伝子発現システム用のベク
ターもすでに作製している。	
	
平成２９年度	
本研究課題の最終年度である平成２９年度
は、ヒト病態遺伝子を持つネッタイツメガエ
ルの作製及びイベリアトゲイモリにおける
高効率トランスジェニックシステムの開発
を引き続き遂行した。まず、昨年度に引き続
きイベリアトゲイモリのゲノム編集効率を
向上させるために、リコンビナント Cas9 タ
ンパク質と sgRNA をリボヌクレチドタンパク
質(RNP)複合体として導入する条件について
検討した。次世代シークエンサーを用いてア
ンプリコン解析を行ったところ、驚くべきこ
とに、全ての胚において変異導入効率が 98%
を超えた個体が複数確認された。最終的に、
ファウンダー胚(F0)において迅速な遺伝子
機能解析が可能なシステムを両種で確立す



ることに成功した。	
次に、ヒト病態モデルツメガエルの作製する
ため。ネッタイツメガエルの遺伝子 X領域に
疾患変異型ヒト X 遺伝子	cDNA のノックイン
を行い、F0 及び F1 個体の作出を試みた。
CRISPR-Cas とドナーベクターを顕微注入し、
PCR によるジェノタイピングの後、ノックイ
ンポジティブ F0
個体を性成熟さ
せ、F1 世代の作
出を行った。得
られたF1世代個
体についてジェ
ノタイピングを
行ったが、ドナ
ーベクターの標的領域へノックインは確認
できなかった。F0 体細胞へのノックインはジ
ェノタイプにより確認されていることを考
慮すると、この結果は生殖系列へのノックイ
ン効率が低いことを示唆している。今後、残
りのジェノタイプポジティブ F0 個体も性成
熟させ、F1 個体の作出を引き続き行っていく。	
	 また、イベリアトゲイモリの safe	harbor	
site の同定に成功し、この site へのドナー
ベクターのノックインに成功した(図３）。レ
ポーター蛍光は全身性で安定して発現して
おり、高効率トランスジェニックシステム技
術のめどが立った。今後は F1の作出を行い、
生殖系列への伝播を確認する予定である。	
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