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研究成果の概要（和文）：　本研究では、ターゲットトランスジェネシス法を利用した独自の遺伝子ノックダウ
ン技術を主軸として、その実用性と汎用性の向上を目指した。具体的には、1) 組織特異的にmiRNA発現をオン→
オフにすることによるコンディショナル遺伝子発現リカバリー法の開発、2) 天然miRNAのコンディショナル発現
マウスの作製と解析、3) 内在性遺伝子イントロンへのmiRNA挿入が、遺伝子治療に応用できるかの検討、を進め
た。独自の系を用いて上述した研究に有用な全てのマウスリソースの開発に成功し、現在その解析を進めている
ところである。

研究成果の概要（英文）： The purpose of this study is to establish novel strategies useful for in 
vivo analyses of gene function and for future gene therapies. We utilized original knockdown methods
 to create mouse models for 1) conditional gene recovery system, 2) conditional in vivo expression 
of endogenous miRNA, and 3) conditional gene knockdown by insertion of artificial miRNA into 
intronic region of an endogenous gene (for future gene therapy purpose). We successfully created all
 the mouse models required for these studies using i-PITT and Easi-CRISPR technologies. The detailed
 phenotypic analyses with these mice are currently in progress.

研究分野：マウス遺伝子工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は独自の遺伝子ノックダウン（機能の抑制）法、独自の遺伝子改変マウス作製法を応用した新たな実験
系を提案するものであり、今回、その解析に有用なマウスモデルの開発に成功した。これにより、マウスの体内
でより洗練された遺伝子発現のコントロールを行うことが可能となると期待される。それは、これまでに知られ
ていなかった個体レベルでの遺伝子の機能を見出すことにも繋がるものであり、さらに最近話題となっているゲ
ノム編集技術を応用し、将来的な新規遺伝子治療技術開発にも結びつくものと言える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

遺伝子機能欠損（抑制）型モデルマウスは、遺伝子機能解析や疾患モデルとして有用なツール
である。これらの多くは、ES 細胞を介したノックアウト(KO)法により作製されてきた。しかし、
KO 法は手間がかかることもあり、2000 年代には、より手軽な手法である RNA 干渉を利用したノ
ックダウン法も注目されるようになった。ノックダウン法は、KO 法とは異なり遺伝子発現量を
0にすることは困難であるが、ES細胞を経ずに受精卵への核酸注入でもノックダウン個体が作
製できること、ヘミ接合体で解析可能であること等から、労力、時間、コストの面で利点を有
する簡便な解析法と言える。しかし、受精卵への顕微注入による従来のトランスジェニック(Tg)
マウス作製法では、注入 DNA(shRNA や miRNA 発現カセット)の挿入位置やコピー数を制御できな
いため、再現性良いノックダウン効率を示すマウス個体を得ることは困難であった。そのよう
な中、我々は以下の２種類のノックダウンマウス作製法の開発に成功していた。 

 一つ目は、Cre-loxP 部位特異的組換え系を介して特定のゲノム領域(Rosa26 座位)に１コピー
の目的遺伝子を挿入する Pronuclear injection-based Targeted Transgenesis (PITT)法を用
いた方法である(Ohtsuka ら,Nucleic Acids Res 2010)。これにより、毒性を示さないレベルで
最大限の発現量を示す miRNA 発現 Tgマウスを再現性良く作製可能であることも示した（Miura
ら,PLoS ONE 2015）。その後 PITT 法は改良され、improved PITT (i-PITT 法)として高効率化
が図られた（Ohtsuka ら,BMC Genomics 2015）。 

 二つ目は、CRISPR/Cas9 ゲノム編集法を利用した手法である(Miura ら, Sci Rep 2015)。「内
在性遺伝子のイントロン領域に miRNA を挿入する」と言う新コンセプトを提唱し、内在性遺伝
子プロモーターで miRNA を発現させる新規遺伝子ノックダウン法の開発に成功した。高効率な
miRNA 挿入は、独自に開発した高効率ノックイン法(Easi-CRISPR 法)を用いた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ターゲットトランスジェネシス法を利用した独自の遺伝子ノックダウン技術を主
軸として、その実用性と汎用性の向上を目指した。具体的には、1) 組織特異的に miRNA 発現
をオン→オフにすることによるコンディショナル遺伝子発現リカバリー法の確立、2) 天然
miRNA のコンディショナル発現マウスを作製し、単独の miRNA が細胞運命決定を担いうると言
う仮説の検証に応用、3) 肝細胞ゲノムの内在性遺伝子イントロンへの miRNA 挿入が、遺伝子
治療に応用できるかの検討、を進める。これらにより、独自のノックダウンシステムの生命現
象の解析や治療への応用等への具体的な活用例を示すとともに、新たな実験系・モデル解析系
を提案を目指す。具体的な目的を以下に示す。 

1) 遺伝子発現リカバリー法の開発と免疫機能解析への応用：特定の細胞での Cre 発現後に
miRNA をオフにする（目的遺伝子の発現を回復させる：コンディショナルリカバリー）システ
ムを i-PITT 法を用いて開発し、サイトカインのノックダウンに応用する。将来的に特定の表現
型に重要なサイトカインの主要産生細胞の同定に利用する。 

2) 天然miRNA発現マウス作製と機能解析：血液系が分化する際に発現するmiRNAであるmiR195
に注目し、これらのコンディショナル発現 Tg マウスを i-PITT 法で作製する。組織特異的 Cre
マウスと交配することにより、 これらの miRNA が特定の細胞の運命決定に寄与することを明ら
かにする。また、これにより独自のノックダウン法が天然の miRNA の過剰発現系にも有効活用
できることを実証する。 

3) 内在性遺伝子イントロンへの miRNA 挿入による遺伝子治療：肝細胞ゲノム（内在性遺伝子
イントロン）に標的遺伝子に対する miRNA 配列を挿入することで、成体肝での遺伝子ノックダ
ウンの系を確立し、遺伝子治療への応用の可能性を検討する。インスリン抵抗性に関与する
Sepp1 と Lect2 を標的遺伝子とし、本手法による耐糖能の回復を検証する。 

 
３．研究の方法 

a）コンディショナルノックダウンマウス作製系の確立 

 遺伝子発現リカバリー法の開発および天然 miRNA 発現マウス作製には、コンディショナルに
miRNA 発現を調節するシステムの確立を行う必要がある。i-PITT 法を用いてコンディショナル
に遺伝子発現を行うシステムはまだ開発していなかったため、本研究ではコンディショナル遺
伝子発現を可能とするシステムとツールを開発し、それを miRNA 発現調節系に応用する。 

b) 遺伝子発現リカバリー法の開発 

 IFN-β遺伝子に対するmiRNAを設計し、より強いノックダウン効果を示すmiRNAを選別後に、
aで確立したコンディショナル発現系を利用して IFN-β遺伝子ノックダウンマウス作製を行う。
マウス作製後に Cre 発現マウスと交配し、ノックダウンのリカバリーの検証を行う。 

c) 天然 miRNA 発現マウス作製 



 aで確立したコンディショナル発現系を利用してmiR195コンディショナル発現マウスを作製
する。作製された際には、Cre マウスと交配して解析を進める。 

d) 内在性遺伝子イントロンへの miRNA 挿入による組織特異的ノックダウン系の検証 

 Sepp1 と Lect2 を標的遺伝子とした miRNA を設計し、より強いノックダウン効果を示す miRNA
を選別する。Easi-CRISPR 法を用い、Albumin1 遺伝子イントロンにこれらの遺伝子に対する人
工 miRNA 配列を挿入する。肝臓でこれらの遺伝子がノックダウンされているか否かを qPCR で確
認する。その後、作製したマウスを用い、インスリン抵抗性への影響を検討する。 

e) ゲノム編集による遺伝子治療を目指した、in vivo ゲノム編集評価系マウス作製と検証 

 肝細胞ゲノムに in vivo でゲノム編集を行うための予備検討を行う。eGFP 遺伝子破壊マウス
(eGFP Tg マウスの eGFP 遺伝子領域に変異があるため eGFP 蛍光を発しないもの)を確立し、本
マウスへの CRISPR/Cas9 関連試薬の導入実験を行い、蛍光を指標にゲノム編集効率が評価でき
るか否かの条件を検討する。 

 
４．研究成果 
 
a）コンディショナルノックダウンマウス作製系の確立 

 我々はこれまでに、Cre-loxP系でコンディショナル遺伝子発現を行うfloxカセットをRosa26
座位に挿入可能な i-PITT システムを開発してきたものの（Ohtsuka et al. BMC Genomics 2015）、
実際に flox カセットの挿入に応用した経験はなかった。そこで、PhiC31 系と FLP-FRT 系での
PITT 法による遺伝子挿入系の確立を目指した。 

 PhiC31 系単独の使用での挿入も可能であるがその効率は低いものであったため、FLP-FRT 系
との併用により挿入効率の改善を試みた。PhiC31o インテグラーゼ mRNA の最適濃度を 7.5ng/µl
に固定し、混合する FLPo mRNA の最適濃度の検討を進めた。その結果、FLPo mRNA は 8.4〜
16.9ng/µlの濃度で期待通りに動くこと、および、PhiC31 系と併用することで PhiC31 系単独で
用いるよりも挿入効率が改善することを見出した。今後は、FLPo mRNA は 11.3ng/µlで用いるこ
とに決定した。 

 また、コンディショナルな遺伝子発現を可能とするためのドナーベクターのデザインと構築
を進めた。i-PITT システム用の TOKMO-3 マウスに使用するには、変異 loxP 配列、attB 配列、
変異FRT配列を有している必要がある。さらに、2つのloxPサイトの間にstopper配列(3 x polyA)
を設けて、loxP 間の配列が削除された後に下流の目的遺伝子が発現する構造でなくてはならな
い。そのようなドナーベクターを人工合成遺伝子にて一部合成後、大腸菌でのクローニングを
利用して、目的遺伝子をコンディショナルに発現させるためのベクターを作製した。 

 
b) 遺伝子発現リカバリー法の開発 

 IFN-β遺伝子を標的遺伝子としたノックダウンを行うために、まず miRNA を３種類設計した。
miRNA オリゴを独自の miRNA クローニングベクター(Miura et al, Anal Biochem 2011)に挿入
し、また同時に、eGFP 発現カセットの 3’UTR 領域に miRNA の標的配列を挿入した eGFP-標的配
列ベクターを構築した。293 細胞にこれらを同時にトランスフェクションし、２日後に FACS に
て eGFP 発現強度を解析することで、最もノックダウン効果の高い miRNA 配列候補を選別した。 

 次に、選別されたmiRNA配列をコンディショナル発現Tgマウス用ベクターにクローニングし、
i-PITT 法にて Tg マウス作製を進めた。具体的には、作製したベクター（pP207）を、以下 c)
で述べるコンディショナル miR195 発現 Tgマウス用ベクター（pBIL）、PhiC31 mRNA、FLPo mRNA
とともに TOKMO-3 マウスから得た受精卵（計 280 個）に注入した。注入卵は KSOM 培地中で１晩
培養後、２細胞期胚に発生したもの（216 個）について偽妊娠マウス卵管に移植した。仔が離
乳した後に、耳片を採取して genotyping を行った。 

 その結果、４個体においてIFN-β miRNAかmiR195を含むコンストラクトが挿入されており、
その中で#696 と#704 の２個体が IFN-β miRNA が挿入されていた。#696 と#704 ともに FLPo に
よる組換えが完全ではなく、ベクター配列が残存していることが分かった。 

 しかしながらこれらのファウンダーマウスから次世代が得られなかったため、再度 Tgマウス
作製を進めた。具体的には、作製したベクター（pP207）を、PhiC31 mRNA、FLPo mRNA ととも
に TOKMO-3 マウスから得た受精卵（計 201 個）の前核と細胞質に注入した。１晩培養後、２細
胞期胚に発生したもの（171 個）について偽妊娠マウス卵管に移植した。妊娠個体が出産し 35
匹の仔が離乳した後に、耳片を採取して DNA を粗抽出し genotyping を行った。その結果、5個
体において IFN-β miRNA を含むコンストラクトが挿入されていた。うち、#107 と#121 は FLPo
による組換えによって余分配列が除去されていたアリルをモザイクとして有するが、他（#120, 
#124 と#130）は少なくとも 3’側の余分配列は除去されておらず、ベクター配列が残っていた



ことが分かったため、FLPo mRNA の再注入によりこの余分配列の除去を進めた。その結果、余
分配列の除去に成功した。今後、本マウスを用いて解析を進める予定である。 

 
c) 天然 miRNA 発現マウス作製 

まず、miR195 配列をコンディショナル発現 Tg マウス用ベクターに挿入した。得られたベクタ
ー（pBIL）を上記 b)で述べた手順で顕微注入した。既に４個体において IFN-β miRNA か miR195
を含むコンストラクトが挿入されていることは記載したが、その中で#691、#704、#707 が miR195
発現カセットを有していた。#691 と#707 は miR195 発現カセットのみが挿入されていた。#691
は FLPo による組換えが完全ではなくベクター配列も残っていたが、#707 についてはベクター
配列が残っているアリルと除去されているアリルの両方を含んでいた。#707 からは既に次世代
に導入遺伝子が伝搬されたことを確認しているが、ベクター配列が残されたアリルを受け継い
だ個体と除去されているアリルを受け継いだ個体の両方を得ることができた。ベクター配列が
完全に除去された Tgマウス（BILΔex マウス）の系統化を行い、現在解析に使用している。 

 
d）内在性遺伝子イントロンへの miRNA 挿入による組織特異的ノックダウン系の検証 

 まず Sepp1 と Lect2 遺伝子に対する miRNA を３種類設計し、その配列を独自の miRNA クロー
ニングベクター(Miura et al, Anal Biochem 2011)に挿入した。また同時に、eGFP 発現カセッ
トの 3’UTR 領域に miRNA の標的配列を挿入した eGFP-標的配列ベクターを構築した。これらの
ベクターを293細胞にトランスフェクションし、２日後にFACSにてeGFP発現強度を解析した。
これにより、最もノックダウン効果の高い人工 miRNA 配列候補を選別した。 

 次に、これらの人工 miRNA 配列を肝臓特異的に発現させるために、Albumin1 遺伝子のイント
ロンに挿入することとした。第７イントロンに gRNA 標的配列を設計し、CRISPR による切断箇
所の両側に 69塩基と 73塩基の相同領域を設けることとした。最もノックダウン効果の高いと
期待される人工 miRNA 配列について、ivTRT 法で cDNA を合成した。 

 調製した ssDNA を、Cas9 タンパク質、crRNA/tracrRNA と混合し、C57BL/6J マウスから得た
受精卵に顕微注入した。その結果、Sepp1 と Lect2 についてそれぞれ 2, 26 個体の仔が得られ、
離乳時に遺伝子タイピングを行ったところ、Sepp1 と Lect2 についてそれぞれ 1個体, 4 個体の
目的の組換え体を得ることができた。次に、これらのマウスから次世代を取り、系統化してホ
モマウスを得ることができた。また、Sepp1 と Lect2 の遺伝子が期待通りに肝臓でノックダウ
ンされているかに関して qPCR で確認することができた。今後はこれらのマウスについて、グル
コース負荷時に耐糖能を有するか等の評価を行っていく予定である。 

 
e) ゲノム編集による遺伝子治療を目指した、in vivo ゲノム編集評価系マウス作製と検証  

ゲノム編集効率をin vivoで簡便に評価できるモデル系は国内外ともに未だ開発されていなか
った。そこで本研究では、ゲノム編集効率を蛍光で容易に確認可能なモデルマウスの開発を目
指した。既に eGFP Tg マウスの eGFP 遺伝子の一部を破壊したΔeGFP Tg マウスは作製済みであ
った。その中から、１塩基を欠損した系統（ΔeGFP Tg #197）を系統化して維持した。 

 CRISPR/Cas9 系による遺伝子修復が上手く動くのかを確認する為、#197 から採取した受精卵
に、CRISPR/Cas9 関連核酸（Cas9 mRNA、新たに設計した sgRNA、eGFP 遺伝子修復用１本鎖 DNA）
溶液の顕微注入を行った。その結果、実際に緑蛍光を示す胚が確認でき、また、これらの胚か
ら回収した DNA のシークエンス解析からは、実際に変異 eGFP 遺伝子が修復されていることが明
らかとなった。これにより、これらのΔeGFP Tg マウス系統が期待通りに動くことを確認する
ことができ、遺伝子治療法の評価系に使用できる可能性が示唆された。 

また、卵管へ CRISPR/Cas9 関連溶液を導入することより、実際に体細胞で eGFP 遺伝子が修復
されるのかについてeGFP蛍光を指標に評価した。メスマウスの卵管上皮細胞を標的としたeGFP
遺伝子変異の修復を目指した実験を進めた。その結果、期待通りに卵管での蛍光が確認された。
さらに、肝臓においても同様の結果を得ることができた。 
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