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研究成果の概要（和文）：カニクイザルにおいて効率的に疾患モデルを作出するために、下記について検討を行
った。1)常染色体優性多発性嚢胞腎モデルサルの作出を目的に、その原因であるPKD1遺伝子について、
CRISPR/Cas9法による変異誘導(KO)の検討を行い、ヒト病態を再現するPKD1 KOカニクイザルの作出に成功した。
2)マウス及びカニクイザル受精卵において、導入遺伝子の発現モザイク性を極力抑えたpiggyBacトランスポゾン
システムの導入条件を見出した。3)相同組換え関連因子を発現するベクターシステムを構築し、KIへの応用を試
みた。しかし有意な改善は認められず、さらなる技術開発の検討が必要であった。

研究成果の概要（英文）：We investigated genome editing techniques, transgenic techniques, and 
knock-in (KI) techniques to efficiently create disease models in Cynomolgus monkeys. (1) With the 
aim of creating a model for Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease (ADPKD), we examined 
mutation induction (KO) of the PKD1 gene, the causative gene of the disease, using the CRISPR/Cas9 
method. We successfully generated PKD1 KO Cynomolgus monkeys that replicate the human disease 
phenotype. (2) We identified the introduction conditions of the piggyBac transposon system that 
minimize mosaicism of reporter gene expression in both mouse and Cynomolgus monkey embryos. (3) We 
constructed a vector system expressing homologous recombination-related factors and attempted its 
application to KI. However, we did not observe significant improvements and further technological 
development needs to be considered.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、小型げっ歯類では再現が困難であった疾患について、ヒトへの外挿性が高いカニクイザルに
おいて、ノックアウト技術を用いた疾患モデル動物の作出が可能となった。またトランスジェニック技術におい
ては、胚レベルではあるもののレポーター遺伝子の発現が認められたことから、導入遺伝子の過剰発現によるモ
デルサル作出の実現可能性が示唆された。これらの結果から、基礎医学研究に資するモデルカニクイザルリソー
スの開発が飛躍的に効率化することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 疾患モデル動物の作出には遺伝子改変が比較的容易に行える小型げっ歯類が汎用されてきた。
一方で、アルツハイマー病、パーキンソン病などの神経難病、インフルエンザなどの感染症、循
環器疾患、ガンなどにいついて、げっ歯類ではヒト病態を忠実に再現できない疾患が多く存在す
る(Blesa and Pizedborski, 2014)。近年開発されたゲノム編集技術により、これまで遺伝子改
変が困難であった動物種であっても受精卵において、標的遺伝子領域に変異を導入することが
可能となった。これらのことから、ヒトへの外挿性が高い非ヒト霊長類のカニクイザルにおいて、
忠実にヒト病態を再現できるモデルザルの作出が強く望まれている。 
 
 
 
 
２．研究の目的 
ゲノム編集技術を用いたモデル動物作出では、卵割期以降への Nuclease の残存により、モザイ
ク変異を持った動物が産まれてくる。モザイク変異の頻度によって病態の表現型が個体毎に大
きくばらつくことから、再現性ある疾患モデル作出において大きな障壁となっている。特に単胎
妊娠であり世代交代に約 5 年を有するカニクイザルにおいては、マウスのように世代交代を経
てモザイク性を解消するモデル系統化は困難である。また、常染色体優性の遺伝疾患は片アレル
変異で発病することから、ヒトへの外挿を正確に実施するためには“限定的に片側アレルのみに
変異を誘導する”ことが必要であった。さらに、より詳細な分子メカニズムの解析や表現型を再
現するためには、遺伝子破壊(KO)によるモデルサル作出技術だけでなく、GFP 等のレポーター遺
伝子を発現するトランスジェニック(Tg)やノックイン(KI)などの遺伝子挿入、置換技術も必要
不可欠である。このため、本研究はカニクイザルにおいて、F0 世代で再現性ある疾患モデルを
作出する高度な生殖工学基盤技術の開発を目的とする。 
 
 
 
 
３．研究の方法 
(1)非ヒト霊長類における ADPKD モデルサルの作出。 
常染色体優性多発性嚢胞腎(ADPKD)の原因である PKD1 遺伝子をターゲットとし、カニクイザル
受精卵において、CRISPR/Cas9 法による変異導入について検討した。カニクイザル PKD1 遺伝子
特異的な gRNA を設計し、Cas9(mRNA もしくはタンパク質)とカニクイザル精子と共に成熟卵子に
注入した。受精確認後、胚盤胞期胚まで培養を行い、一部をサンプリングし変異導入効率を検討
した。さらに胚移植を行い、PKD1 遺伝子を欠損した遺伝子改変カニクイザルの作出を試みた。 
 
(2)非ヒト霊長類における piggyBac トランスジェニック技術の最適化。 
カニクイザルへの応用を念頭に、piggyBac トランスポゾンシステムについてマウス卵子を用い、
蛍光レポーター遺伝子を発現するトランスジェニック(Tg)動物の作出を検討した。ベクター由
来のトランジェントなレポーター発現があることから、偽陽性の発現が観察されない最小限の
ベクター濃度の検討やベクターの改良を行った。マウスにおいて設定した piggyBac 最適条件に
ついて、カニクイザル受精卵へ応用し、蛍光レポーターを発現する Tg カニクイザルの作出を試
みた。 
 
(3)非ヒト霊長類に応用可能なノックイン技術の開発。 
DNA の二本鎖切断と同時に複数の相同組換え関連因子を発現するベクターシステムを構築し、
人為的に内在性相同組換え環境の再現を試みた。構築したベクターシステムを評価するために、
マウス ES 細胞において ROSA26 遺伝子座へ、IRES-Neor もしくは IRES-Zeor の遺伝子挿入の検
討、薬剤選抜による評価を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)非ヒト霊長類における ADPKD モデルサルの作出。 
カニクイザル受精卵において、高効率に目的の変異が誘導できる CRISPR/Cas9 法の操作条件を
決定した。最適条件下で作出した胚盤胞期胚を胚移植レシピエントサルに移植したところ、PKD1
遺伝子に変異を持った PKD1 ノックアウト(KO)ザルの作出に成功した。また、流産した KO個体の
腎臓について免疫組織化学的解析を行った結果、遠位尿細管由来の嚢胞が認められ、この種の嚢
胞が最初期に現れることが再現された。さらにより詳細な CRISPR/Cas9 法の条件を設定するこ
とで、約 80%の効率でヘテロ接合体変異を持つ個体の選択的作出を可能とする「アレル特異的タ



ーゲティング法」の開発、「Floxed allele ノックインサル胚」の作出にも成功した。これらの
成果を論文にまとめ、報告した (Nature Communications, 2019)。 
 
(2)非ヒト霊長類における piggyBac トランスジェニック技術の最適化。 
マウス受精卵において、モザイク発現を極力抑えた piggyBac Tg の条件を決定した。最適化し
た条件下で作出したマウス胚盤胞期胚について、蛍光が認められた胚をレシピエントマウスに
移植したところ、獲得した全ての産子について、全身に蛍光レポーター遺伝子を強く発現して
いることを確認した。カニクイザルについても同様の条件で検討を行い、胚盤胞期胚において
レポーター遺伝子の発現が確認されている。現在、レポーター発現が認められた胚盤胞期胚に
ついて、レシピエントサルへの胚移植移植を実施しており、Tg カニクイザル産子の獲得を試み
ている。 
 
(3)非ヒト霊長類に応用可能なノックイン技術の開発。 
構築したベクターシステムを評価するために、マウス ES 細胞において ROSA26 遺伝子座へ、
IRES-Neor もしくは IRES-Zeor の遺伝子挿入の検討、薬剤選抜による評価を行った。結果、ノッ
クイン効率は既存の方法と比較し有意な差は認められなかった。このことから、構築したベクタ
ーシステム以外の因子が人為的な内在性の相同組換え活性化に必要である、または相同組換え
複合体のコンフォメーションに融合タンパクが干渉しているのではないかと考えられた。引き
続き、相同組換え誘導ベクターの改良を行っていく。 
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