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研究成果の概要（和文）：ゲノム編集による長鎖DNAノックインは基礎研究から遺伝子治療までの広い分野に革
新をもたらす基盤技術である。しかしながらその効率は極めて低く、特にマウス等の生物個体では依然困難であ
り、その改善はゲノム編集における主戦場となっていた。本プロジェクトでは様々な独自技術を開発することに
より、長鎖DNAを極めて簡単、かつ100%に迫る超高効率でマウスにノックインすることを実現した。これらは世
界中で用いられる標準技術となっている。

研究成果の概要（英文）：Precise and highly efficient integration of the exogenous gene into the 
target genomic locus (knockin) in vivo is the main challenge in the genome editing field. We have 
developed a series of new CRISPR technologies that enable highly efficient (up to 100%) knockin in 
mouse embryos.

研究分野：ゲノム編集
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム編集技術を用いて、あらゆる遺伝子配列を極めて高効率に動物個体に正確に導入可能にした。これらはヒ
ト疾患に忠実な動物モデルの確立、高効率で精度の高い遺伝子治療法などの基盤として世界中で用いられてい
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
長い遺伝子カセットを正確に自在に簡単にゲノムにノックインする技術は、例えば蛍光タンパ
ク質等のノックインのように、基礎研究から遺伝子治療までの広い分野に革新をもたらす基盤
となる。これは CRISPRの登場により培養細胞では現実となった。一方で、マウス等の生物個
体では依然困難であり、その改善はゲノム編集における主戦場となっている（Skarnes. 
Genome Biol 2015）。CRISPRを用いた長い遺伝子カセットのノックインマウス作製は 2013
年に初めて報告されたが、その頻度は 10%程度であり、その後 2年近く追試が報告されていな
い。この停滞は、最近の我々の高効率クローニングフリーCRISPR 発表を気に打ち破られた。
世界中のグループが応募者の方法を参考に改良型 CRISPR を用いてノックインマウス作製に
取り組んでいる。ノックイン効率を向上させる別の試みが、細胞内の DNA 損傷修復機構を対
象とした研究である。頻度の低い相同組換えを誘導する化合物がマウスでのノックイン効率を
高める事が報告されている。これらの報告はごく短い配列のノックインに留まる。一方、低頻
度の相同組換えでなく、高頻度の MMEJ や非相同末端結合（NHEJ）を用いたノックイン手
法開発も進められている（Nakade et al. Nat Commun 2014; Ran et al. Cell 2013）。これらの
報告も培養細胞や短い配列に留まり、マウスでの遺伝子カセットノックインへの適用は未知で
ある。CRISPRによるゲノム編集は生命科学に広く革命を巻き起しているが、生物個体への高
効率なノックインの実現はその最重要課題であり、上記のように様々な試みが進められている。
ノックインの為の２要素：標的配列の高効率かつ迅速な切断、およびノックインを促進する細
胞内の DNA損傷修復機構操作、を組み合わせ、今後技術革新が進むと考えられる。 
 
２．研究の目的 
長い遺伝子カセットを正確に自在に簡単にゲノムにノックインする技術は、基礎研究から遺伝
子治療までの広い分野に革新をもたらす基盤となる。これは CRISPRの登場により培養細胞で
は現実となったが、マウス等の生物個体では依然困難であり、その改善はゲノム編集における
主戦場となっている。最近、我々は独自開発の改良型 CRISPRを用いてマウス受精卵での長い
遺伝子カセットのノックイン効率を 50%まで高める事に成功した。本研究ではこの技術を基盤
に、受精卵内 DNA 損傷修復、ノックイン機構の操作及び修復ドナーの最適化に取り組む。こ
れにより長い遺伝子カセットを「極めて簡単」、かつ「100%に迫る超高効率」でマウス受精卵
にノックインする技術開発を目標とする。 
 
３．研究の方法 
本研究ではクローニングフリーCRISPR を基盤に、受精卵内 DNA損傷修復、ノックイン機構の
操作及び修復ドナーの最適化のマウス受精卵での実現を目的とする。初年度は、これらを各々
促進する因子（同定済み）を用いて、各々について独立して、マウス受精卵での遺伝子カセッ
トノックイン促進効果を集中的に検証していく。 
 
４．研究成果 
(1) CRISPR を用いた長い遺伝子カセットのノックインは、特にマウス等の生物個体では依然困
難である。ノックインには通常、相同組換え機構が用いられるが、その頻度は一般に極めて低
い。平成 28年度は、マウス受精卵での DNA 修復機構のおよそ半数を占めるマイクロホモロジー
媒介末端結合（MMEJ）を応用したノックイン方法を開発した。この高頻度の MMEJ に基づくノッ
クインシステム・PITCh は、受精卵内で CRISPR によりドナーDNA を切断して損傷修復反応を誘
導すると共に、遺伝子カセット両末端にゲノム DNA に相同な 40塩基マイクロホモロジーを付加
して正確なノックインを促進する。現在困難とされる 5000 塩基の遺伝子のノックインをモデル
として、PITCh によるノックインマウス作製を行ったところ、およそ 10%の効率でノックインマ
ウスを得ることに成功した。しかしながらその効率は、世界的な平均値に比べて相当高いもの
の、我々の従来法に比べると 1/3 程度であった。そこで培養細胞系でのスクリーニング系を構
築・探索し、多くの MMEJ エンハンサーを同定、MMEJ の分子機構の全貌を明らかした。これら
の MMEJ エンハンサーのうち、Exo1 に着目してその後の実験を行なった。Exo1 の過剰発現によ
り、ヒト培養細胞でのノックイン効率は中程度に高まった。次に Exo1 を加えて、上記の 5000
塩基の遺伝子のノックインマウス作製を行ったところ、そのノックイン効率を、30%を越えるま
でに高まることに成功した。さらにこの手法を用いて、現在最も困難とされる flox マウスの作
製を行ったところ、同様に 30%を越えるノックイン効率で flox マウスを得ることに成功した。
以上から、Exo1 で増強した MMEJ に基づく PITCh 法により、ヒト細胞及びマウス受精卵で高効
率なノックインが実現された。本研究成果は論文発表した。 
 
(2) Cre-loxP システムを用いたコンディショナルノックアウトマウスは、現代生物学に欠かす
ことのできない重要なツールである。このシステムには、Cre リコンビナーゼを発現するマウ
ス（ノックインマウス）と、標的遺伝子が二つの loxP 配列で挟まれている flox ノックインマ
ウスの二つの遺伝子改変マウスが必要である。CRISPR の登場により単純なノックアウトマウス
の作製は、従来の ES細胞を用いることなく、受精卵の直接改変により、極めて容易に迅速に実
現可能になった。一方で、CRISPR を用いた Cre リコンビナーゼや flox ノックインマウスの受
精卵直接改変による作製は、その基盤となる相同組換えの効率が極めて低いため、依然困難で



ある。平成 29 年度は、Cre リコンビナーゼや flox 遺伝子を標的ゲノムに導入するために従来
用いられて来た二本鎖 DNA ドナーに代わり長鎖一本鎖 DNA ドナーを開発した。さらに長鎖一本
鎖 DNA ドナーと、我々がこれまでに開発してきた高効率 CRISPR システム・クローニングフリー
CRISPR を組みわせる事で、マウス受精卵において極めて高いノックイン効率を実現可能である
ことを示した。様々な Cre リコンビナーゼノックインマウス及び flox ノックインマウスを最大
100%の極めて高い効率で作出する事に成功した。合計 13 遺伝子において、Cre リコンビナーゼ
ノックインマウス及び flox ノックインマウスを作出し、この手法が極めて頑強であることを示
した。そのノックイン効率は、ほとんどの遺伝子座で数十%のレンジであり、３遺伝子において
は最大 100%に達した。本手法は極めて簡便で、ノックイン効率は極めて高く、様々な遺伝子で
同様の効果を発揮し、最短 1ヶ月で完了する事から、今後の遺伝子改変マウス作製の標準手法
となることが期待される。この本研究成果は論文発表した。 
 
(3) 本研究プロジェクトではこれまでに外来遺伝子ノックインマウス、コンディショナルノッ
クアウトマウスの高効率な作出手法を相次いで開発してきた。医学生物学分野で残る重要な遺
伝子改変マウスは、ヒト疾患変異を時期・臓器・細胞種特異に発現誘導または抑制可能なコン
ディショナルノックインマウスである。いくつかのコンディショナルノックイン戦略が考案さ
れてきたものの、スプライシング異常と nonsense-mediated decay による遺伝子ノックアウト
が誘導されてしまう事、あるいは遺伝子発現の不完全制御による発現量減少等の根本的な問題
を抱えていた。最終年度はこれらの問題を克服するコンディショナルノックイン戦略と、これ
を実装したコンディショナルノックインマウス作製のための強力なノックイン手法を開発した。
新たなコンディショナルノックイン戦略は発現誘導後もそれ以前と同等の遺伝子発現レベルを
実現するが、そのために 5-10kb 程度の複雑な長鎖 DNA のノックインを必要とする。CRISPR に
よる受精卵直接改変でこのような長鎖 DNA ノックインを作出することは極めて困難である。本
研究では遺伝子スクリーニングから得られたノックインエンハンサーを用いることにより、こ
れを極めて高効率に実現した。さらに 3系統のヒト疾患コンディショナルノックインマウスを
作出し、in vivo で任意の時期に任意の臓器・細胞種でヒト疾患変異を正常な遺伝子発現レベ
ルで誘導可能であることを明らかにした。この新たなコンディショナルノックイン戦略と強力
なノックイン手法は、ヒト疾患の忠実なモデルマウスの作出とその分子細胞基盤の解明のため
の強力なツールとなる。本研究成果は現在論文投稿中である。なお本研究により同定されたノ
ックインエンハンサーを用いることで、我々は 2017 年の Nature 誌で生命科学分野に一大論争
を巻き起こした受精卵における inter-homolog repair の存在について、最終的な結論を得るこ
とに成功し、当該分野の発展に大きく貢献した。 
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