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研究成果の概要（和文）：CRISPR/Casを用いたゲノム編集は、遺伝子改変マウス作製において必要不可欠なツー
ルである。しかし、マウスES細胞を用いた場合、2本鎖切断(DSB)を行なって相同組み換え(HR)を誘発した場合、
HRによる変異導入率は劇的に上がるものの、対立アレルでは、大きなリアレンジが高い頻度で生じてしまう。
我々は、ES細胞において、HRによる正確な組換えとリアレンジが起こった場合を区別できる系を開発した。リア
レンジを起こしにくいCas9 D10A nickaseの利用を検討したところ、DSBより効率は落ちるものの、２箇所以上同
じストランドにnickを加えることが効果的であることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Genome editing using CRISPR / Cas9 is an essential tool for producing 
genetically modified mice. However, when double strand breaks (DSBs) are introduced on the genome 
DNA to induce homologous recombination (HR)in mouse ES cells, although the rate of successful HR is 
dramatically increased, alleles in which HR have not occurred frequently show gross rearrangement. 
We developed a system that can distinguish between accurate gene targeting by HR and gene targeting 
with rearrangement in ES cells. We examined the use of Cas9 D10A nickase, which rarely induce 
rearrangement, and found that multiple nicks on the same strand is effective, although the efficient
 of HR was lower than that of DSB.

研究分野： 発生工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム編集は、DNAを目的の場所で2本鎖切断(DSB)することで遺伝子の改変を効率よく行う技術で、遺伝子改変
マウス作製効率は飛躍的に上昇した。しかし、DSBを加えると、２つある対立アレルのうち、目的通りの遺伝子
改変が起こらなかった対立アレルでは、大きなリアレンジが高い頻度で生じてしまう。そのような細胞やマウス
は解析に適さないため、リアレンジを抑える技術の開発は解析効率を上げるために重要である。１本鎖切断を起
こすCas9 D10A nickaseを効果的に利用できることがわかったので、マウスES細胞を用いた遺伝子改変を安全か
つ迅速に進めることができるようになった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ゲノム編集とは 目的の部位に２本鎖切断(Double strand break, DSB)を加えることで、非相同
末端結合修復(NHEJ)または相同組換え(HR)を引き起こし、ゲノム上に変異を導入する技術であ
る。特に、CRISPR/Cas はその発表以来、手軽さから非常に速いスピードで普及している。 

我々は、CRISPR/Cas を用いた受精卵やマウス ES 細胞を用いた変異作出を数多く行ってきた。
しかしながら、ES 細胞において CRISPR/Cas を併用した相同組み換えでは、その効率は劇的に
上昇するものの、サザンブロットによるゲノム解析を行ったところ、相同組み換えの起こって
いない対立アレルでは、サザンブロットでバンドの移動度に変化が起きるほどの大きな予期し
ないリアレンジがかなりの頻度で起こっていることがわかった。ホモで相同組換えアレルが得
られることはほとんどなく、検出バンドが１本でホモと思われたクローンでは、プローブ領域
まで欠損していた。 

マウス個体においても、CRISPR/Cas による NHEJ で容易にホモ個体を得られることになってい
るが、実際には、PCR で欠損を検出したアレルの対立アレルでは、PCR もかからないほどの大き
なリアレンジが起こっているケースも多く、この状態では観察された表現型が本当に破壊され
た遺伝子の影響によるものか断言できなくなる。マウスを用いて CRISPR/Cas によるゲノム編集
を行った論文はすでに数多く発表されているが、ほとんど PCR 解析しかされておらず、リアレ
ンジについて検討されていない。対立アレルにどのようなリアレンジが起ころうとも、野生型
マウスと交配して目的のアレルを持つ個体のみ継代していけば大きな問題にはならないが、継
代に時間を要することになり、ゲノム編集の利点が半減する。望まないリアレンジを抑制する
システムの開発が必要である。 

 
２．研究の目的 
２本鎖切断後の修復反応では、NHEJ とHRが起こるとされおり、HRは非常に正確に修復できるが、
NHEJは不正確であり、そのために変異が生じるとされている。NHEJ にはAlternative-NHEJ また
はBackup-NHEJ と言われる経路も存在することが明らかになってきた。この経路は数塩基のマイ
クロホモロジーを利用した反応で、Microhomology-mediated end Joining (MMEJ) とも呼ばれる。
哺乳類のゲノムでは多くの繰り返し配列が存在するため、DSB により誘導されたMMEJ で大きな
リアレンジが起こると予想される。マウス受精卵やES細胞において、予期できない大きなリアレ
ンジを引き起こす原因と考えられるMMEJも起こさないようなシステムを構築できれば、相同組換
えのみを効率的に誘導できると期待される。 
 
３．研究の方法 
ES細胞を用いた場合にリアレンジの頻
度が非常に高いので、ES細胞を用いて
検討を行う。図1のようなES細胞を用い
た挿入型相同組換えの系を構築する。
この系では、相同組換えによりLacZ 遺
伝子が発現するようになるが、
NHEJ/MMEJ が起こればLacZ 遺伝子が
破壊されるので、X-gal で簡単かつ定
量的にスクリーニング出来る。 
エレクトロポレーション後にNHEJや 
MMEJ のインヒビターを加え、リアレン
ジ抑制に効果を示すものがあるかどう
か検討する。また、野生型のCas9では
なく、DSBを引き起こさないnickase の
利用も検討する。 
 
４．研究成果 
(1)システムの構築 
ゲノム上にプロモーターのないLacZ 全長を１コピー導入したES 細胞株、ES-20を樹立した。こ
のES-20に、図１の点線で示した場所にDSBを加えるCRISPR-Cas9発現プラスミドとターゲティン
グベクターをエレクトロポレーションで導入、ピューロマイシン選択後のコロニーをX-gal染色
すると、約６割のコロニーが青染され、高率に相同組換えが起きることが確認できた。一方、図
１のハサミの絵で示した位置にDSBを加えるCRISPR-Cas9発現プラスミドとターゲティングベク
ターを導入したところ、非常に多くのコロニーが出現したにもかかわらず、染色されるコロニー
は１個あるかないかであった。DSBを加えなければ、コロニーは少数しか出現しないので、相同
組換えで挿入効率が上昇したものの、その後のリアレンジによりLacZのORFが破壊され、X-gal
染色陰性となったと考えられ、検出システムは期待通りに動いていると判断した。 
 
(2) NHEJや MMEJ のインヒビターの検討 



NHEJ 及び MMEJ に関与する分子はかなり明らかになってきており、また、それらの分子に対す
るインヒビターも同定されている。そこで、NHEJ 経路に働く分子を阻害するインヒビター２種
類、MMEJ 経路に働く分子を阻害するインヒビター3種類を用い、検討を行った。上述のエレク
トロポレーションを行い、dish に細胞を播く時から３日間、インヒビターを加え、青染される
コロニーの割合が増えるかどうか調べた。薬剤の濃度を上げると毒性を示すものが多く、ES 細
胞の生存に影響のない濃度では、効果を示すものは得られなかった。また、相同組み換えの頻
度を上昇させるというエンハンサーの検討も行ったが、効率を上げる効果は得られなかった。 
 
(3)Cas9 nickase の検討 
片方の鎖のみを切断する Cas9 D10A 
nickase は、相同組み換えを誘発す
る効率は低いものの、リアレンジを
引き起こしにくいという利点があ
る。そこで、この利用法を工夫する
ことで、効率を上げることができな
いかを検討した。その結果、図２に
示すように、ニックを加える場所を
３箇所と増やすこと、矩形波を用い
たエレクトロポレーションの条件
を検討することで、効率を上げるこ
とに成功した。 
 
(4)受精卵での条件検討 
受精卵における相同組み換えの系
では、多くの受精卵を一度に扱う
ことのできるエレクトロポレーシ
ョンの条件検討を行い、高い発生率で産仔を得ることができ、野生型 Cas9 を用いた場合
には 9 割以上の効率で変異体を得ることができる条件を決定した。しかし、Cas9 D10A 
nickase を用いた場合には効率よく相同組み換えを起こすことは難しかった。 
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