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研究成果の概要（和文）：本研究では、毛色関連遺伝子Tyr、Asip、Kit遺伝子を対象に、遺伝子改変技術CRISPR/Cas9
を利用した効率的なノックアウトラット作製システムの構築を行った。また、一本鎖オリゴヌクレオチドを用いること
で、破壊だけでなく特定の配列に置き換えるノックイン技術の確立も行った。ラット受精卵にマイクロインジェクショ
ン法によりRNAを導入することで、すべての遺伝子についてノックアウトおよびノックインを得ることができた。これ
らの遺伝子を修復したノックイン個体は、表現型が修復することを確認した。

研究成果の概要（英文）：Recently, the clustered regularly interspaced short palindromic repeats 
(CRISPR)/CRISPR-associated (Cas) system was applied as a newly and efficient genome editing tool in rats. 
We focused on the coat color related gene, Tyr, Asip and Kit genes. Microinjection of guide RNA (gRNA) 
and Cas9 mRNA into rat embryos produced a variety of insertion or deletion mutations and generated 
knockout (KO) rats by using the CRISPR/Cas9 system. Furthermore, combination of CRISPR/Cas9 and 
single-stranded oligodeoxyribonucleotides (ssODNs) enabled us to generate several types of targeted 
knock-in (KI) rats, such as SNP substitution, short DNA fragment integration, and large DNA fragment 
elimination. Therefore, CRISPR/Cas9 provides an efficient and robust genome engineering tool to generate 
multiple KO and KI rats.

研究分野：実験動物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 ヒト疾患の発症機序の解明、新たな治療法
の開発には、モデル動物を用いた研究が欠か
せない。ラットは古くからヒト疾患モデル動
物として、生理学、栄養学、薬理学、行動学
等における基礎研究や、新規化合物の評価試
験・安全性試験に用いられてきた。しかし、
これまで ES細胞を用いた遺伝子改変技術が
確立されておらず、ノックアウトラットを作
製することが極めて困難であった。 
 
近年、人工ヌクレアーゼ ZFN、TALENを
用いたゲノム編集技術により、従来 ES細胞
がないために困難であった遺伝子改変ラッ
トの作製が可能になった。さらに 2013 年、
新たなゲノム編集技術 CRISPR/Cas9が報告
された。この方法は、一本鎖の RNA（gRNA）
が標的配列を認識し、Cas9 ヌクレアーゼを
誘導して標的配列に二本鎖切断を導入する
ことで、ZFN/TALENと同様に自由なゲノム
編集を可能にする。 
 
２．研究の目的 
 

CRISPR/Cas9 システムは、gRNA が簡単
かつ低コストで作製することができ、複数の
gRNAを同時に注入することで複数の遺伝子
を同時に操作できるなど利点が多く、効率的
な遺伝子改変ラット作製への汎用性が極め
て高いと期待された。 

 
そこで本研究では、新規ゲノム編集技術

CRISPR/Cas9 を利用し、正確、低コスト、
短期間で複数の遺伝子を破壊できるノック
アウトラット作製システムを構築すること
とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) チロシナーゼ（Tyr）遺伝子を対象に
gRNAを設計し、トランスフェクション効率
の高いラット繊維芽細胞 Rat-1 を用いて、
CRISPR/Cas9 の切断効率を検討することと
した。エレクトロポレーション法によりCas9
ベクターおよびガイド RNA もしくはガイド
RNA 発現ベクターを細胞に導入した。これ
らの細胞を回収後、DNAを抽出し Surveyor
解析およびシークエンス解析により、切断効
率を測定した。この方法により、変異導入効
率の良い gRNAを選抜した。 
 
(2) Tyr 遺伝子はメラニン色素の合成に関わ
る遺伝子で、変異あるいは欠損すると体毛や
皮膚が白くなる色素欠乏症、いわゆるアルビ
ノになることが知られている。そこで、変異
導入効率が確認された gRNAを用いて、ラッ
ト受精卵の雄性前核にCas9のmRNAおよび
gRNAをマイクロインジェクション法により
導入した。得られた産子の Gyenotypingによ

りTyr遺伝子のノックアウトラットを同定し、
特性確認を行った。 
 
(3) 多重遺伝子ノックアウトラットの作製技
術を構築することを目標として、毛色に関連
する遺伝子 Tyrに加え, Asip, Kit遺伝子につ
いても同様に gRNAを設計・変異導入効率を
検討し、トリプルノックアウトラットおよび
ノックインラットを作製し、特性確認を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1) Tyr 遺伝子を標的とする gRNA を
CRISPR Design Tool (crispr.mit.edu)を用い
て設計した。ラット繊維芽細胞を用いて
Surveyor解析を行った結果、変異が導入され
ていることが確認された。実際に標的領域の
シークエンス解析により切断効率を検討し
た結果、31.6％で Tyr 遺伝子に数 bp から数
十 bpの挿入または欠失変異が見られた。 
 
(2) 細胞で変異導入が確認された gRNAおよ
びCas9 mRNAをマイクロインジェクション
により導入した受精卵を、2 細胞期胚で回収
し、シークエンス解析を行った結果、41.2 %
の胚で標的配列に変異が導入されていた。 
次に、実際にインジェクションをした受精
卵を偽妊娠ラットに移植し、産子を得た結果、
Wistarラット系統では 3匹中 3匹ともにTyr
の変異が導入れていることが確認できた。標
的配列に類似したOff target配列についても
7 か所シークエンスを行った結果、これらの
領域に変異は検出されなかった。また、得ら
れた変異はすべて子孫へ安定的に伝達され
ることも確認できた。 
 
(3) F344やWistarなどアルビノを示すラッ
ト系統は、Tyr遺伝子上 896番目の Gから A
への一塩基変異（SNP）を有することで色素
欠乏が生じることが知られている。そこで
Tyr遺伝子の野生型を認識する gRNA（野生
型 gRNA）を野生色由来繊維芽細胞（REF）
に導入したところ、変異が導入されていたの
に対し、アルビノ由来繊維芽細胞に導入した
ところ、変異が導入されなかった。アルビノ
型を認識する gRNA（アルビノ型 gRNA）を
用いた場合でも同等の正確性が見られた。 
そこで、野生型、アルビノ型の両アリルを
持つ F1個体に対し、野生型 gRNAを導入し
たところ、産仔の中にアルビノもしくはモザ
イク色を示す個体が出現し、野生型 Tyr遺伝
子アリルに変異が導入されていた（30.4%）。
逆に、アルビノ型 gRNAを導入した場合、ア
ルビノ型Tyr遺伝子アリルだけに変異が導入
されており（28.6%）、産仔の毛色はすべて野
生色だった。すなわち gRNA は正確に SNP
を認識し、アリル特異的にノックアウトを作
製できることが明らかとなった。 
 
(4) 野生色系統に比べ、F344ラットは上述し



た Tyr遺伝子の一塩基変異に加え、Asip遺伝
子の 19塩基欠損変異（ノンアグーチ色）、Kit
遺伝子のレトロトランスポゾン挿入変異（頭
巾斑）を有することが知られている。そこで、
これらの遺伝子についても同様に標的配列
を設計し、ノックアウトラットの作製を試み
た。その結果、Tyr、Asip、Kitすべての標的
配列において、ノックアウトラットの作製に
成功した。 
 
(5) 変異を導入する際にドナーDNA を共に
導入することで、特定の配列に遺伝子を改変
するノックインが可能であることが知られ
ている。そこで、一本鎖オリゴヌクレオチド
（ssODN）をドナーとして用いて、F344 ラ
ットでみられる Tyr,、Asip、Kitそれぞれの
遺伝子の変異に対して ssODN を用いて修復
することを試みた。 
各標的部位について、ドナーとなる野生型配
列の ssODNを設計し、gRNA、Cas9 mRNA
とともに受精卵へ導入したところ、1 塩基置
換、19塩基挿入、トランスポゾン除去された、
いわゆるノックインラットの作製に成功し
た。また、これら遺伝子変異の修復により、
表現型がすべて修復されることを確認した。 
 
(5)以上の結果から、新規ゲノム編集技術
CRISPR/Cas9 を利用することで、正確、低
コスト、短期間で複数の遺伝子を破壊および
改変できる遺伝子改変ラット作製システム
を構築することに成功した。今後、より効率
的かつ自由な遺伝子改変ラット作製基盤を
確立することで、ヒト疾患で同定された遺伝
子変異・SNP等を正確に反映したノックイン
ラットの作製が可能となり、ヒト疾患モデル
を含む新規モデルラットの創出に大きく寄
与することが期待される。 
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