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研究成果の概要（和文）：高効率なゲノム領域置換マウス作製系の確立と非モデル動物由来配列に置換したマウ
スの機能解析を試みた。改変可能な座位を拡張するために、ST1およびCj由来CRISPRを受精卵へ応用し、高効率
なKO/KIマウスの作製に成功した。ノックインに使用する外来DNAについて、高濃度2本鎖DNAはATM経路を活性化
し発生停止を引き起こすことが示唆された。培養細胞等で報告されたSCR7,BreferdinA,L755507は申請者の実験
環境では受精卵を介したノックインの効率上昇は認められなかった。確立したノックイン系を利用し、非モデル
動物特異的な配列に置換したマウスの作製に成功し、現在解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：We attempted to establish more versatile system to generate 
genetically-modified mice by using zygote-mediated engineered endonucleases. We were successfully 
applied S. thermophiles 1- and C. jejuni-derived CRISPR/Cas to zygote-mediated generation of 
knockout/knock-in mice. We found that exogenous dsDNA-injection activates ooplasmic ATM signaling 
pathway and inhibits preimplantation development. By using the established method, we generated 
several mouse strains which replaced the orthologous locus/loci to porcine or giraffe gene sequence.

研究分野： 発生工学

キーワード： 発生工学　人工ヌクレアーゼ

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
家畜や野生動物などの非モデル哺乳動物は、
マウスには無い特徴的な形態や生理機能を
持ち、これを司るゲノム情報が明らかになれ
ば家畜改良に有用な情報となる上、それぞれ
の動物の特徴をゲノム配列という具体的な
情報で議論できるようになる。しかし、これ
らの動物は逆遺伝学的手法の利用は困難で
あり、本当にそのゲノム配列が表現型に関与
しているのか確定は出来ず、そのゲノム領域
が具体的にどのような機能を発揮するのか
についても検討できないことが多い。そこで、
マウスのオーソロガスゲノム領域に解析し
たいゲノム配列を導入し、マウス個体内で機
能解析を行うことで、これらのゲノム配列情
報を解析できるのではないかと考えた。近年
の人工ヌクレアーゼを利用したゲノム改変
技術の進展は著しく、従来のジーンターゲテ
ィング法と比較して簡便にゲノム改変細胞
を得ることが可能となってきている。従って、
受精卵を介して人工ヌクレアーゼを利用し
てゲノム改変を行うことで、効率的にゲノム
領域置換マウスの作製が可能であると期待
される。 
 
２．研究の目的 
効率よく任意のゲノム領域を置換したマウ
スの作製系を確立し、これによって非モデル
動物のゲノム配列に置換したマウスの機能
解析を試みる。 
 
３．研究の方法 
人工ヌクレアーゼによる受精卵を介したゲ
ノム領域置換マウスの作製のためには、①幅
広い座位に有効な人工ヌクレアーゼの開発、
②外来 DNA による受精卵への影響、を検証す
る必要がある。また、上記技術によって③非
モデル動物に特異的なゲノム改変マウスの
作製と解析を行う。 
①については、従来用いられている S. 
pyogenes 由来の CRISPR/Cas は、標的配列と
して5’-NGGという塩基配列が存在する座位
のみを認識するため、より広範な座位を標的
とした CRISPR/Cas が本研究で利用可能か検
討するため、S. thermophiles および C. 
jejuni 由来の CRISPR/Cas が受精卵を介した
ゲノム改変に利用可能か検討した。また、従
来の Cas9 は標的配列と類似の配列も切断し
うる、いわゆるオフターゲット効果を持つこ
とが知られている。そこで、培養細胞におい
てより正確な標的選択性が報告された Cas9
変異体を受精卵に応用し、オフターゲット効
果への影響を検討した。加えて、受精卵とは
異なる時期の卵母細胞におけるゲノム改変
効果を評価するために、ブタ由来の卵核胞期
未成熟卵母細胞を用いて検討を行った。 
②については、外来 DNA の配列や形状が受精
卵の発生およびノックイン効率に及ぼす影
響について検討した。加えて、DNA 修復関連
遺伝子や小分子化合物による受精卵を介し

たノックイン効率への影響を検討した。 
③については、後述するように当初に計画し
た長鎖配列の置換について検討するのが困
難になったため、ORF 内のアミノ酸置換を中
心に検討を行った。 
 
４．研究成果 
①S.thermophiles 由来の Cas9 について、ヒ
トコドン最適化した ORFを Addgene より入手
し、受精卵内で高発現するコンストラクトを
作製した。この mRNA と Tyr を標的としたガ
イド RNA を受精卵に顕微注入し、胚移植によ
って産子を得たところ、従来の CRISPR/Cas
と同等の効率でノックアウト個体の作出が
認められた。続いて、従来の CRISPR/Cas で
は設計が困難な座位に対するノックインに
ついて、S. thermophiles 由来 CRISPR/Cas を
利用することで高効率にノックインが可能
であることを確認した。 
C. jejuni 由来の Cas9 については、マウス

コドン最適化したコンストラクトを合成し、
受精卵で高発現するコンストラクトを構築
した。S. thermophiles 由来 CRISPR/Cas と同
様に、Tyr に対してターゲティングを試みた
ところ、既報の PAM の一部では変異導入効果
が 認 め ら れ ず 、 新 規 の PAM と し て
5’-NNNVRYAC で効果が認められた。しかし、
Tyr 座位における評価に留まっており、クロ
マチンの状態が影響している可能性もある
ため、今後、幅広い座位での追試が必要であ
る。また、Chk2 座位に対して、従来型
CRISPR/Cas では設計が困難な終止コドン周
辺に対して変異導入が可能であり、外来配列
として Flag 配列のノックインが可能である
ことが示された。以上より、オーソログ
CRISPR/Cas を受精卵に応用することで、従来
法では標的とするのが困難な座位に対して
も改変できることを明らかにした。 
また、培養細胞においてオフターゲット効

果の低減が認められたCas9変異体について、
受精卵を介した変異導入における効果を評
価した。野生型 S.pyogenes 由来 Cas9 を利用
した際に受精卵においてオフターゲット変
異が認められた Rosa26 座位に対する gRNA を
eSpCas9,Cas9HF1,HypaCas9 変異体とともに
導入した結果、全ての変異体において野生型
に対して有意に低いオフターゲット変異が
認められ、特に HypaCas9 は 1 塩基の違いも
区別できる高い標的認識能が認められた。こ
れまではオフターゲット効果が懸念される
座位に対しては、オフセットニッキング法な
どの 2 つの gRNA を必要とする方法で回避で
きたが、本研究で検討した Cas9 変異体を利
用することで、標的に対する 1 つの gRNA の
みでオフターゲットを回避して正確な変異
導入した個体が作製できると期待される。 
また、卵核胞期、成熟後、前核形成期のブ

タ卵母細胞に CRISPR/Cas を導入し、ゲノム
改変効率を評価したところ、未成熟である卵
核胞期では著しく効率が低いことが明らか



となった。導入した Cas9 の卵母細胞内局在
を観察したところ、卵核胞内への局在が低い
ことが明らかとなった。小分子化合物を利用
して核移行シグナルを制御したところ、卵核
胞内への局在が上昇し、それに伴いゲノム改
変効率が上昇した。以上の結果から、人工ヌ
クレアーゼによる未成熟卵母細胞での低い
改変効率は核内移行の効率によることが示
唆されたとともに、本研究によって未成熟卵
母細胞でもゲノム改変が可能な新たな系の
確率に成功した。 
②ノックインを行う場合、数百 nt 程度の短
鎖 1 本鎖 DNA を利用した場合、200 ng/µL の
ような高濃度で受精卵に導入した場合でも
発生能に影響は認められず、高いノックン効
率を示した。一方、トランスジェニックマウ
ス作製などで利用される直鎖プラスミド DNA
は、同程度の濃度で導入した場合、極めて初
期で発生が停止する。また、環状プラスミド
DNA で導入した場合も、直鎖よりは発生が進
むものの、着床までに多くの卵は発生を停止
する。そこで、導入するDNAの形態に着目し、
同じ配列を持つ 1本鎖および 2本鎖 DNAを受
精卵に導入したところ、これまでの検討通り、
2 本鎖 DNA は著しい発生阻害を引き起こし、
大部分は卵割が阻害された。導入後の受精卵
について免疫染色を行ったところ、2 本鎖を
導入した受精卵の前核内で gammaH2A.X のシ
グ ナ ル上昇 が 認めら れ た。そ こ で 、
gammaH2A.X誘導キナーゼの一つであるATMの
阻害を行うために、2 本鎖 DNA 導入卵を
caffeine で処理したところ、2本鎖による発
生阻害が改善された。また、導入する 2本鎖
DNA の末端のみを 1 本鎖とした DNA を導入し
た結果、平滑末端の 2本鎖と比較して発生が
改善した。以上の結果から、2 本鎖 DNA を受
精卵に導入した場合、平滑 2 本鎖末端を ATM
経路が認識し、結果的に発生停止を誘導する
という機構の存在が示唆された。1 本鎖 DNA
導入の場合は上記の経路の活性化は認めら
れず、発生への影響も認められなかったこと
から、本研究計画で提案したような領域置換
について、長鎖の 1本鎖 DNA を利用すること
で数 kb 程度の置換は可能であると考えられ
た。しかし、短鎖 1本鎖 DNA と比較して、1kb
を超える塩基長の 1本鎖 DNAを利用した場合、
導入濃度依存的に発生阻害能が認められた
ため、そのような場合に受精卵内でどのよう
な分子機構が関わっているかを今後検討し
ていく必要がある。 
 続いて、長鎖配列のノックインを行う際に
従来用いられている低濃度 2本鎖 DNAによる
ノックイン効率の向上を目指し、受精卵にお
けるDNA修復経路の制御による影響を検討し
た。はじめに、培養細胞および受精卵でノッ
クイン効率の向上が報告された、Ligase IV
阻害剤であるSCR7による影響を検討したが、
ノックイン効率の向上は認められず、既報の
再現は出来なかった。既報では対象区のノッ
クイン効率がそもそも著しく低いため、実験

条件の違いが影響したと推察される。また、
ES 細胞においてノックイン効率の向上が報
告された BreferdinA および L755507 につい
ても検討したが、受精卵でのノックイン効率
に対する影響は認められなかった。受精卵に
おけるDNA修復経路そのものは十分に理解さ
れておらず、そのような状況において培養細
胞で示唆された方法の応用は有効な探索が
困難であると考え、今後は、受精卵における
DNA 修復経路そのものについて、遺伝子の影
響を検討する予定である。そのためのツール
として、MRN 複合体形成遺伝子、RPA1-3、BRCA1、
PolQ、53BP1、CYREN、Cdk2、Lig4、Blm、Exo1、
Rad51、Rad52 の受精卵用発現コンストラクト
を構築した。今後は、これらを利用した検討
を進めていく予定である。 
③短鎖 1本鎖 DNAによる高効率なノックイン
系を利用して、非モデル動物特異的な配列情
報の置換マウスの作製と評価を実施した。 
ブタでは NR6A1 の 192 番目のアミノ酸残基の
多型によって椎骨数が変化することが報告
されている。そこで、マウスオーソログ座位
に多型導入を行い、表現型への影響について
検討を試みた。受精卵を介したノックインを
行ったところ、標的座位の塩基置換が起こっ
た胚の作製に成功し、胚盤胞期までの発生が
認められた。一方、胚移植後の数日で発生停
止し、満期発生は認められなかった。塩基置
換胚から ES 細胞を樹立し、キメラ個体を作
製したところ、寄与率の高い個体が得られた
が、椎骨数への影響は認められなかった。以
上の結果から、NR6A1 はマウスでは発生初期
に重要な機能を持つことが予想され、標的塩
基の置換はブタとは異なる影響を引き起こ
すことが示唆された。今度、マウスにおける
内在性 NR6A1 機能探索を行うとともに、変異
による遺伝子機能への影響を検討する予定
である。 
 また、キリンにおいて Fgfrl1 の複数のア
ミノ酸が近縁種のオカピをはじめとした幅
広い哺乳動物と独立の置換を持つことが報
告され、キリン特有の形質である首長との関
連性が示唆された。そこで、マウスにおいて
オ ー ソ ロ グ 座 位 の 置 換 を 行 っ た 。
D257G/F258S/F262L/K265R/K271R/E281D 置換
を導入したマウスの作出に成功した。しかし、
形態や繁殖能などに目立った表現型は認め
られなかった。今後、遺伝子機能についての
解析を進めるとともに、キリン培養細胞を入
手したため、キリンゲノム背景において標的
アミノ酸置換による Fgfrl1 と関連遺伝子の
発現・機能への影響を検証する予定である。 
以上の結果より、本研究によって、標的座

位に対して効率よく配列置換したマウスの
作製を行うための方法の拡張に成功した。一
方、外来 DNA の形態によって受精卵内で発生
停止機構が活性化することから、長鎖配列の
ノックインを効率化するためには、受精卵に
おける関連シグナルの抑制方法を考案する
必要がある。2 本鎖 DNA による ATM シグナル



活性化に関する本研究の発見は今後の検討
の一助になると期待される。 
また、実証実験として非モデル動物におけ

る多型情報の再現を検討し、マウスにおける
有効性と課題を新たに見出した。非モデル動
物において期待された表現型が認められな
かった場合は、標的配列が期待する表現型と
の関連を持たなかった結果であるか、それと
もマウスゲノム背景で実施したためかを見
極める必要が生じる。従って、異種間キメラ
やオルガノイド培養系など、対象とした非モ
デル動物の遺伝背景で簡便に評価できる実
験系を開発し、これらと複合的に検討を進め
ることで、オーソログ配列の機能評価につい
てより正確な検討が可能となると期待され
る。 
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