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研究成果の概要（和文）：筋委縮性側索硬化症（ALS）様病態を自然発症する新規突然変異マウスの原因遺伝子
として、ESCRT-IIIのサブユニットであるChmp2a遺伝子を発見した。本研究では、細胞分裂や膜のリモデリング
に機能するESCRT-IIIの構成タンパクであるChmpファミリー遺伝子のKOマウスを作製した。これらKOマウスを用
いた発生初期時に卵割期における表現型解析を行い、受精卵の卵割期におけるESCRT-IIIの機能を明らかにし
た。 

研究成果の概要（英文）：The Chmp2a gene, a subunit of ESCRT-III, was discovered as the causative 
gene for a novel mutant mice that spontaneously develops amyotrophic lateral sclerosis (ALS)-like 
pathology. In this study, we generated KO mice for the Chmp family gene, a component protein of 
ESCRT-III that functions in cell division and membrane remodeling. Phenotypic analysis of these KO 
mice during early development at the cleavage stage was performed to clarify the function of 
ESCRT-III during the cleavage stage of fertilized eggs. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ESCRT-IIIはMVB形成や細胞質分裂等の膜のリモデリングに関係している。細胞などを用いた研究で機能解析が行
われてきたが、マウスを用いた解析がほとんどされていなかった。本研究において、ESCRT-IIIの構成成分であ
るChmpファミリー遺伝子のKOマウスを作製に成功した。卵割期自体には影響がないことが分かったので、今後さ
らなる解析が期待される。
KOマウスの作製はi-GONAD法を用いて行った。そのために効率的なi-GONAD法の開発研究を行った。

※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。



1. 研究開始当初の背景 
筋萎縮性側索硬化（ALS）は脊髄

中の運動ニューロンが選択的に侵
され、重篤な筋肉の萎縮をきたす神
経変性疾患である。申請者は ALS 様
病態を自然発症する新規劣性突然
変異マウスを発見し、その原因遺伝
子 が Chmp2A (charged 
multivesicular body protein 2A)遺伝
子のミスセンス点突然変異である
ことを見つけた。Chmp2A タンパク
質 は ESCRT (endosomal sorting 
complex required for transport) -III
サ ブ ユ ニ ッ ト の 一 つ で あ る 。
ESCRT-III は①ウイルスの出芽、②多腔性エンドソーム（MVB）の形成、③細胞分裂時の
膜の切り出しに関係している（図 1）。特に、MVB を形成し､ユビキチン化を受けた不要な
膜タンパク質を分解する働きがある。ESCRT-III サブユニットの機能不全は不要な膜タン
パク質の MVB への移行を阻害する事が知られている。申請者は 2016̃2018 年度の基盤研
究(C)の科研費を得て、Chmp2A の KO マウス（Chmp2A-/- KO）および変異 KI マウス
（Chmp2AKI）を申請者らが開発した新規ゲノム編集マウス作製法（i-GONAD 法）により
作製した。その結果、Chmp2AKI マウスは生後 1 か月程度生存し、神性変性による後肢麻
痺が確認された。一方、Chmp2A-/- KO マウスは胎生致死となることを明らかにした。 
 ESCRT-III は Chmp(charged multivesicular body protein)ファミリーである Chmp2(A,B), 
Chmp3, Chmp4(B,C)および Chmp6 の必須サブユニットが渦巻き状の構造をとる。Chmp3
および Chmp6 KO マウスは胎生致死となることが報告されている。Chmp4B のジーントラ
ップマウスも胎生致死となる。これらのことから、ESCRT-III は胚発生のごく初期にも機能
している可能性が考えられた。マウス発生期における ESCRT-III の機能はいまだ明らかと
なっていない。ESCRT-III が細胞分裂の際の膜の切り離しに関わっていることから、
ESCRT-III が受精卵の卵割期の膜の分離にも機能しているのかを明らかにすることを目指
した。 

 
2. 研究の目的 
 本研究では、申請者らが開発した i-GONAD 法を駆使して Chmp ファミリーKO マウス
および Chmp ファミリー蛍光標識 KI マウスを短時間に作製し、これらマウスを用いた表
現型解析により受精卵の卵割期における ESCRT-III の機能を明らかにすることを目的と
した。 
 
3. 研究の方法 
① i-GONAD法を用いたChmpファミリーKOマウスの作製および表現型解析 

ESCRT-III の必須ドメインである Chmp2A, Chmp3, Chmp4B, Chmp6 の KO マウスを i-
GONAD 法により作製する。 
i-GONAD 法は妊娠確定日の 0.7 日齢の卵管膨大部へ Cas9 タンパク質および遺伝子特



異的なガイド RNA の RNP 溶液を注入し、エレクトロポレーターを用いて電気穿孔を
行い、卵管膨大部内の受精卵に直接ゲノム編集を行う方法であり、最短で 1 か月程度で
ノックアウトマウスの作製が可能である。i-GONAD 法を施行したメスから生まれた
Founder マウスのサンガーシークエンスを行い、目的の変異を有するマウスを選別する。
次世代以降のマウスの遺伝子型判定は、領域特異的な PCR で行う。 

作製した合計 4 系統の KO マウスの表現型解析を行う。ヘテロ同士で交配を行い、胎齢
を追って胎仔を回収し、異常の有無を観察する。 

体外受精を行い卵割の有無を確認する。 
 
② Chmp KI マウス作製のための i-GONAD 法の改良 
i-GONAD 法により Chmp2a、Chmp3 および Chmp4b の各遺伝子に対して Flag タグおよ
び蛍光遺伝子の導入を試みた。その際に、少量の single strand oligo-DNA（ssODN）しか
入手ができなかったために、少量の ssODN でも KI が可能かを調べる必要があり、効率の
良い KI 法を改良した。 
 
③ i-GONAD 法を用いた Chmp ファミリーKI マウスの作製 
 Chmp2a、Chmp3 および Chmp4b を可視化する目的で、Chmp2a、Chmp3 および Chmp4b 
遺伝子の上流に Flag タグ配列を導入した Flag KI マウスと下流に蛍光遺伝子を導入した蛍
光 KI マウスの作製を試みた。 
 
4. 研究成果 

① Chmp ファミリーKO マウスの作製と表現解析 
Chmp2a、Chmp3、Chmp4b および Chmp6 の遺伝子に対する KO マウスをそれぞれ作製し
た。Chmp6 についてはファウンダーマウスが得られたが系統が絶えてしまったため、解析
ができなかった。Chmp2a の Exon2、Chmp3 の Exon4 および Chmp4b の Exon2 にそれぞ
れ変異が入った KO マウスが作製できた。 
 それぞれのヘテロ同士を交配した結果、どの系統においても、生まれた仔にはホモ個体は
認められなかった。 
 更にヘテロ同士を交配して、7.5 日齢（7.5dpc）から 9.5 日齢(9.5dpc)の胎仔を確認した
結果、Chmp2aKO および Chmp4b KO ホモ個体は 7.5dpc 胚には認められなかった。Chmp3 



KO ホモ個体は 9.5dpc 胚で異常が認められた（図 2）。 
図 2 各種 KO アウトマウスの胎仔期の表現型 
体外受精により卵割を調べた結果、ホモ個体も卵割は正常であった。着床の形跡もあること
から Chmp ファミリー遺伝子の KO ホモ個体の卵割は正常に行われていることが示唆され
た。 
 

② KI 効率を上げるために i-GONAD 法の改良 
各 Chmp 遺伝子の上流に Flag タグをつけた KI マウスと下流に蛍光遺伝子を導入したマウ
スを作製するために、i-GONAD 法の KI 効率を上げる方法を検討した。 
 検討項目として、ssODN の濃度および KI を行う時間について検討した結果、KI の時間
は 16 時よりの 22 時近くに行う方が KI 効率の改善が認められた（表 1）。 
表１ 施行時間による KI 効率の検討 

更に蛍光遺伝子の配列 1Kb を専門の業者に外部注文すると ssODN の濃度は 0.1µg/µl の
濃度にしかならない、この濃度は通常の濃度（2.0µg/µl）の 20 分の 1 である。この濃度に
おいても KI が可能であるかを確認するために ssODN 濃度を検討した結果、0.1µg/µl でも
i-GONAD において KI が可能であることが明らかとなった（表 2）。 



表２ ssODN 濃度による KI 効率の検討 

 
③ i-GONAD 法を用いた Chmp ファミリーKI マウスの作製 

 i-GONAD 法の改良を受け、Chmp2a、Chmp3 および Chmp4b 遺伝子の上流に Flag タ
グ配列を導入した Flag KI マウスの作製を試みた。その結果、Chmp2a-Flag KI および
Chmp4b-Flag KI が作製できた。しかしながら、それぞれのホモマウスの作製には至ってい
ない。さらに、下流に蛍光遺伝子を導入した蛍光 KI マウスの作製を試みた結果。Chmp2a
および Chmp3 遺伝子の蛍光遺伝子 KI マウスができたが、シークエンスの結果それぞれ一
部の遺伝子欠損しているために蛍光を発するマウスの作製には至っていない。 
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