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研究成果の概要（和文）：従来、ノックイン動物を用いる際はES細胞にターゲッティングベクターを導入し、ノ
ックインされたことにより薬剤耐性になったものを選択することにより選別する方法が採用されてきた。しか
し、ES細胞の性質の違いにより、この方法はマウス以外の動物では不可能であるため、CRISPRとドナーDNAを受
精卵に導入する方法が採用されている。非ヒト霊長類モデル動物であるマーモセットは、得られる受精卵の数が
他の動物と比べて非常に少なく、ノックイン効率を上昇させる必要性が高い。そこで、マーモセットES細胞を用
いて組換えの頻度を上昇させる遺伝子の探索を行った。

研究成果の概要（英文）：Knock-in animals have been made by inducing gene targeting vector with a 
drug-resistant gene cassette into ES cells, followed by the drug selection. Next, chimera animals 
are generated using the knock-in ES cells, though the method can be applicable only for mice. Thus, 
we have to knock-in a gene in the genome of fertilized eggs to make knock-in marmosets. Since 
marmoset, a non-human primate model animal, ovulates fewer eggs than other animals, it is essential 
to get high rate of gene knock-in. Screening of the genes, including adenoviral coding genes, 
enhancing homologous recombination have been performed.

研究分野：ゲノム編集
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 トランスジェニック、ノックアウト動物を
作製することが可能となったことにより、マ
ーモセットはマウスに替わる新しい生命科
学、特に脳神経科学のモデル動物として注目
されている。しかし、遺伝子ノックインにつ
いては、未だ報告がなかった。神経変性疾患
モデルの作製や、神経伝達物質特異的ニュー
ロンのマッピングなどを行う際、ノックイン
技術は必須である。そこで、申請者は遺伝子
ノックインマーモセットを作製することを
試みた。 
 
２．研究の目的 
 外来遺伝子がゲノムにノックインされる
ためには、２回の相同組換えを介するため、
ノックイン効率を上げるためには、相同組換
えの効率を上げることが必須となる。 
 ヒト iPS 細胞などで、アデノウイルスをド
ナーDNA として用いることにより、ノックイ
ン効率が高くなることが報告されている。そ
こで、なぜ、アデノウイルスをドナーDNA と
して用いることにより組換え効率が上がる
のかを解析するとともに、その機構がマーモ
セットの卵細胞においても有効であるかど
うかを確認する必要がある。 
 そこで、本研究の目的は、アデノウイルス
から組換え効率の上昇させる因子を単離し、
それをマーモセット細胞に導入し、マーモセ
ット細胞でも組換え効率を上昇させること
を確認することとした。 
 
３．研究の方法 
 遺伝子ノックインマーモセットの作製は、
卵細胞にドナーDNA とよばれるノックインし
たい外来遺伝子を持つ DNA 断片、CRISPR とよ
ばれるゲノム上の任意の配列を切断する酵
素を導入することにより行われる。しかし、
マーモセットの卵細胞は得られる数に限り
があることから、本研究では、卵細胞と性質
が類似しているES細胞を用いることとした。 
 マーモセットの卵細胞に、ドナーDNA、
CRISPR およびアデノウイルスにコードされ
ている組換え効率を上げることが予想させ
る遺伝子を発現させる DNA（発現ベクター）
を導入し、その因子がノックイン効率を上げ
るかどうかを確かめる。 
 
４．研究成果 
 アデノウイルスにコードされる、相同組換
えに関連すると考えられる因子の発現ベク
ターを作製し、組換え効率を上げるかどうか、
確認した。その結果、非相同末端結合修復と
よばれるDNA修復機構を抑制する因子にノッ
クイン効率を上昇させる活性がることが明
らかとなった。 
 現在、この成果を公表するために論文投稿
準備中である。 
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