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研究成果の概要（和文）：近年、ZFN、TALEN、Cas9-CRISPRなどのゲノム編集技術の進歩により相同組み換えによる遺
伝子改変動物作製は飛躍的に容易になった。　これらはNucleaseがゲノム上の特定の場所を切断することで細胞のDNA
修復機構が働き、さらには相同組換えを誘導することができるという方法である。これらの方法では複数のコンポーネ
ントを同時に発現させることが必要であり、初代培養細胞などの遺伝子導入が難しい細胞では効果は得られにくいとい
う問題がある。そこで本研究では複数コンポーネントをレンチウイルスベクター上に導入し、高効率な相同組み換え法
の開発を目指した。

研究成果の概要（英文）：Recent great progress of development of genome editing technology such as ZFN, TAL
EN, Cas9-CRISPR enabled us to generate gene targeting mice without labor intensive work.
These genome editing systems can cut the specific sequence on the genome followed by recruitment of DNA re
pair machinery to the digested site and enhance the homologous recombination. On the other hand, simultane
ous expression of several components are necessary for genome editing by these systems and this is the dra
wback of these systems for efficient genome editing in primary cells. In this study, we tried to generate 
single lentiviral vector harboring several components of gene editing system for efficient gene edition. 
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１．研究開始当初の背景 

（１） ES 細胞を利用したノックアウト

マウスの作製のためには、ターゲティング

ベクターを用いて相同組換えを行った後、

相同組換え ES 細胞を胚盤胞へ導入し作製

する。 疾患の治療を研究する上では、ヒ

トに近い動物つまりサルやブタの疾患モ

デルを使用することが非常に重要である

が、現在のところサルを含めげっ歯類以外

の動物由来の ES 細胞はキメラ形成能が無

いため、相同組み換えを起こした繊維芽細

胞を用いた核移植に頼らざるを得ない。こ

れらの一連の作業は熟練の技術が必要で

あり、また相同組換えの頻度が極めて低い

ことなどから、時間と労力と費用のかかる

ことが大きな欠点である。 

（２） 近年 ZFN を用いた高効率な相同組

み換え法が開発され、多くの論文が発表さ

れている。ZFN とはゲノム上の任意の場所

の両側9塩基に特異的に結合できるよう人

工的に合成されたZinc-finger DNA結合領

域 と FokI 制限酵素のエンドヌクレアー

ゼ領域を結合させたキメラヌクレアーゼ

であり、FokI が二量体を形成しゲノム上

の特定の場所を切断することで細胞の

DNA 修復機構が働き、さらには相同組換え

を誘導することができる。ターゲティング

ベクターを用いたコンベンショナルな相

同組み換えの起こる確率は1/105程度であ

るが、ZFN を用いることで1～50％と飛躍

的に効率が良くなることが報告されてい

る。 

 

２．研究の目的 

一方でこの方法の弱点は、ZFN 2種類とタ

ーゲッティングコンストラクトの3種類の

遺伝子を同時に発現させることが必要で

あり、初代培養細胞などの遺伝子導入が難

しい細胞では当然ZFNの効果は得られにく

いということである。改善策として考えら

れる方法は、「細胞への導入効率を上げ

る。」「ZFNとターゲッティングコンスト

ラクトをシングルベクターで導入する。」

「相同組み換え効率を上げる。」という三

点である。 そこで本研究ではHIVインテ

グラーゼとZFNの融合タンパク質をターゲ

ッティングコンストラクトが組み込まれ

たレンチウイルスベクターに封入し初代

培養細胞および受精卵での相同組換えを

試みる。 

 

３．研究の方法 

（１）ZFN コンストラクトの作製 

Oligomerized Pool Engineering (OPEN) 

method（Maeder ら、Mol Cell、2008）によ

り Foxn1、Pdx11ターゲット ZFNを検索する。

具体的には、OPEN pool（すでに入手済み）

と呼ばれる Zinc Finger Motif の pool をも

ちいて Zinc Finger Library を作製し、そ

の Library を使って Bacteria One-Hybrid 

法を行う。ターゲット配列に特異的に結合

する可能性が高い Zinc Finger Motif を数

種類選択する。 

 

（２）レンチウイルスベクターの作製 

 ZFN とインテグラーゼの融合タンパク質を

レンチウイルスベクターに封入したウイル

スベクターを作製する。  

 

（３）293T 細胞のおける変異の導入の確認 

293T細胞にZFNを封入したレンチウイルスベ

クターを感染させターゲット配列に変異が

導入できるか確認する。 

また、ターゲッティングコンストラクトも組

み込んだウイルスを感染され相同組み換え

の有無を確認する。 

 

（４）完成したレンチウイルスベクターを

Foxn1KO 受精卵、前核に感染させ、遺伝子修

復を試みる。 



４．研究成果 

（１）ZFN コンストラクトの作製 

OPEN method により Foxn1、コントロール

としてブタ Pdx1ZFN を検索した。（図１） 

図１．OPEN selection for ZFN 

 

Pdx1に対するZFNは図１のように選択でき、

ブタiPS細胞に導入すると変異を導入でき

ることが確認できた。（図２） 

図２、Genome editing by selected ZFN 

 

しかしながら、Foxn1 に対する ZFN はターゲ

ット特異的なものが選択できなかった。 

そこで、Foxn1 に対する genome 編集が

validateされたTALENを用いてウイルスベク

ターを構築する方針に変更した。 

 

（２）レンチウイルスベクターの構築 

Integrase-TALEN の融合たんぱく質の形でウ

イルスに取り込まれ、標的細胞内で genome

に変異を導入できるか確かめる為に、図３の

コンストラクト、およびウイルスベクターを

作製し、マウス胎児繊維芽細胞（MEF）に感

染させ、GFP 陽性細胞の変異の有無を確かめ

た。 

図３、Lentiviral vector construct (TALEN) 

 

TALEN-IN、IN-TALEN それぞれのウイルス感染

細胞１００クローン以上よりゲノムを回収

し、ターゲット配列のシークエンスを行った

が、変異は一つも観られなかった。 

この原因として、１、融合タンパクがウイル

スに取り込まれていない。 ２、融合タンパ

クが TALEN の機能を失ってしまった。 ３、

左右のTALENが両方効率よくウイルスに取り

込まれていない。この３つの可能性が考えら

れる。 

TALEN-IN、IN-TALEN 融合タンパクのウイルス

ベクターへの取り込みを調べるために、ウイ

ルス粒子の TALEN N 末端にある FLAG エピト

ープに対して Western blot を行った。 

その結果、TALEN-IN、IN-TALEN 両方とも全く、

または極微量にしかウイルス粒子に取り込

まれていないことが分かった。（図４） 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４、Viral particle Western blot 

 

これらの結果から、現段階でウイルス粒子中

にタンパク質で ZFNや TALEN を封入し感染細

胞中でゲノムに変異を導入するのは非効率

であることが分かった。 

次に、遺伝子の形でウイルスに組み込む方法

を検討した。ここでは、近年発表された ZFN



や TALEN よりも作製が容易で、左右２種類の

融合タンパクが不必要なCRISPR-Cas9を用い、

下記のコンストラクトを作製した。（図５） 

 

図５、CRISPR-Cas9 Lentiviral vectors 

 

gRNA には safe harbor である AAVS1 と CGD の

原因遺伝子である CYBB を標的とするものの

２種類を作製した。 また、これらのウイル

スは episomal 型を使用するため、episomal

型のウイルスにおいて遺伝子の発現量を増

加させると報告されているLTRの欠損型も作

製した 

これらのプラスミドを使って episomal 型、

非 episomal 型のレンチウイルスベクターを

作製し、moi=25 で 293T 細胞に感染させた。

そして、感染３日後にゲノムを回収し、T7 

endonuclease assayにより変異導入を確かめ

た。（図６）  

 

図６、T7E1 assay of infected cells 

 

レーン１，２より episomal 型のウイルスで

も効率良く変異を導入できることが確認で

きた。 また、293T 細胞では、Ubc promoter

よりも EF1 promoter の方が変異導入効率が

高いことも分かった。一方で、遺伝子発現が

より高くなると報告されているLTR欠損型で

は逆に効率が低下してしまうことが確認さ

れた。 

以上の結果から、gRNA と Cas9 はシングルレ

ンチウイルスベクター上に構築でき、効率良

くゲノムに変異を導入できることが分かっ

た。 

次にドナーベクターの構築を行った。（図７） 

図７、Construct of Donor vector 

 

これらベクターと Cas9、gRNA を同時に 293T

細胞に導入し、相同組み換え（HR）が起こっ

たかどうかを T7E1assay で確認した。 

その結果、plasmid では 25%、lentiviral 

vector では 42%の確率で HR が起こったこと

が確認された。（図８） 

図８、T7E1 assay of 293T cells 

 

この結果から、上記の Cas9-gRNA system で

効率良く HR が起こり、ドナー配列がレンチ

ウイルスベクターに組み込まれていても HR

が起こるということが確認された。  

当初の研究計画ではシングルベクターでの

HR を目指したが、達成できなかった。 しか

し、Cas9-gRNA、Donor vector 共にレンチウ

イルスベクターの形で働くことが確認され

たので、今後はこれらをシングルベクターに

することでさらに HR 効率を上げ、in vivoで

の HR を目指したい。 
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