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研究成果の概要（和文）：人工ヌクレアーゼを用いて、7q-の３つの責任遺伝子候補Miki, CG-NAP, Samd9Lをヘテロ欠
失させた、新規AML/MDSモデルマウスの作製を試みた。CRISPR/Cas9プラスミドDNA を環状のまま受精卵前核へ注入する
手法を用いたところ、目的配列の高い切断効率が得られ、単一遺伝子の遺伝子欠失マウスの作出に成功した。さらに複
数遺伝子の同時ヘテロ欠失マウスの作出は、細胞毒性の問題から現在手法を変えて継続しており、解析結果が待たれる
。

研究成果の概要（英文）：We use the CRISPR/Cas9 system of genome editing to generate model mice of myeloid 
malignancy which is deleted the candidate 7q- responsible genes, Miki, CG-NAP, and Samd9L. By injection 
of circular plasmid expressing sgRNA and hCas9 into mouse zygotes, we generated mice carried the 
mutations at the target locus with high efficiency. However, it was difficult to generate the multiple 
genes (Miki/CG-NAP/Samd9L) deficient mice by co-injection of the plasmids targeting a single allele. Thus 
we are trying to generate multiple gene deficient mice use a different technique to complement the 
current knockout project.

研究分野： 血液腫瘍学、発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
骨髄異形成症候群（MDS）は、造血幹細胞

レベルでの異常細胞がクローン性に増殖す
る難治性の腫瘍性疾患で、代表的な血液がん
の一つである。われわれは、MDS のなかで
も特に予後の悪い染色体異常として知られ
る 7 番染色体長腕欠損（-7/7q-）に注目し、
マイクロアレイ CGH 法を用いて 4 つの責任
遺伝子候補 Miki, CG-NAP, Samd9, Samd9L
を単離した。これら遺伝子の機能解析を進め
た結果、Miki と CG-NAP は中心体成熟を促
進し、染色体分配の遂行に関与すること、そ
のハプロ不全は MDS に特有の核形態の異常
や染色体不安定性の原因となることが明ら
かとなった。一方 Samd9 と Samd9L はアミ
ノ酸レベルで約 60％の相同性を有する関連
タンパク質で、初期エンドソームの融合を介
したサイトカイン受容体の分解に関与して
いることが明らかになった。そこで遺伝子欠
損マウスを作製して解析を進めたところ、
Samd9L 遺伝子欠損マウスは高齢になると
（＞18 月齢）約半数が MDS を発症し、しか
もハプロ不全マウスもホモ欠失マウスと全
く同様の月齢と頻度で MDS を発症し、発症
後も Samd9L 残存アレルは失われていなか
った。一方、Miki を欠損させたマウスは高齢
になっても MDS や白血病を発症せず、骨髄
像でも異型性は認められないことから、マウ
スの生体内において Miki 単独が白血病発症
のトリガーとなるのではなく、細胞の異型性
を促すような補完的な役割を担っていると
考えた。この結果から、われわれは 7q-は
Samd9L などの単一の遺伝子機能の全喪失
で発症する疾患ではなく、片アレル欠失領域
に存在する複数のハプロ不全の遺伝子が、多
角的に MDS 発症やその病態形成に関与して
いるのではないかと推察した。 

 
２．研究の目的 
そこで本申請では 7q-のモデルマウスとし

て、Miki, CG-NAP, Samd9L の 3 遺伝子及び
その周辺領域のヘテロ欠損マウスを作製し、
7q-が MDSや AMLの発病を促進するメカニ
ズムを解明することを目的とする。しかし欠
損マウスの作製にあたって従来の手法を用
いた場合、①Samd9L と Miki は遺伝子座が
近すぎるため相同組み換えが起こらず、遺伝
子欠損マウス同士の交配で Samd9L/Miki 両
遺伝子欠損マウスを作製することはできな
い、②CG-NAP はマウスでは Samd9L や
Miki とは異なる染色体上に位置するものの、
複雑なスプライス多型を持つ巨大遺伝子で
あることから欠損マウスの作製自体が困難
である、という問題が予想される。そこでゲ
ノム編集技術である CRISPR/Cas9 システム
を用いて 3遺伝子ヘテロ欠損マウスを作製し、
研究を特段に発展させることを計画した。さ
らに、この手法を応用して広汎な領域を欠損
させたマウスの作製に挑戦し、ヒトで同定し
た共通微小欠失領域に相同する遺伝子領域

（Samd9L、Miki 遺伝子を含む領域）を欠損
させた、新しい AML・MDS モデルマウス作
製を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 当実験施設で CRISPR/Cas システムを
用いた遺伝子欠損マウス作製手法を確立す
る。今回、クローニングした pX330（gRNA
と Cas9 の配列が連結）CRISPR プラスミド
ベクターをマウス受精卵にインジェクショ
ンすることにより、遺伝子欠損マウスを作出
する手法を用いる。実験条件の最適化のため、
CRISPRプラスミドベクターpX330-Cent1/1
（大阪大学  伊川先生よりご供与）を
C57BL/6 マウスの受精卵前核にマイクロイ
ンジェクションし、Cent1 遺伝子欠損マウス
の作出を試みる。Cent1 の発現が消失したマ
ウスは精子の構造変化が生じ不妊となるた
め、交配による仔産匹数、変異導入効率の評
価、受精卵へのプラスミド注入量など手技的
な調整を行い実験条件の最適化を図る。さら
に作出したマウスのオフターゲット切断に
ついて解析する。 
(2) CG-NAP 遺伝子欠損マウスに加え、

Samd9L/Miki 同時遺伝子欠損マウスの作製
に着手し、掛け合わせにより 3 遺伝子欠損マ
ウス(Samd9L/Miki/CG-NAP)を作製する。作
製したマウスは造血幹細胞を中心とした解
析を行い、Miki と CG-NAP 遺伝子の白血病
発症への関与とその機序について検討する。 
(3) さらによりヒト 7q-に近いマウスモデ
ルを作製するため、CRISPR/Cas システムを
応用し、広範囲の遺伝子領域を欠損させた染
色体大領域欠失マウスの作製を試みる。 
 
４．研究成果 
(1) CRISPR/Cas9 プラスミドベクター

pX330-Cetn1/1 をマウス受精卵前核にマイ
クロインジェクションし、Cetn1 遺伝子改変
マウスの作製を試みたところ、5 ng/ul の濃度
でインジェクションした受精卵の生存率は
86.5%で、さらに 135 個の 2 細胞期胚の移植
で 4 匹のマウスが得られた（2.9％）。当施設
でのトランスジェニックマウス作出時の
DNA インジェクションで得られる産仔数は
通常 25％前後であるのに比べて、作出率は極
めて低い。しかし、産仔 4 匹の tail DNA を
用いて変異導入解析を行ったところ、4 匹中
1 匹は野生型であったが、残り 3 匹のマウス
は PAM 配列近辺に微小欠失（1～15bp del.）
が両アリルに挿入されたホモ欠失マウスで
あることが分かった。また Cetn1 の発現が消
失したオスマウスは不妊であることを確認
した。さらに、オフターゲット切断が予想さ
れる 8か所の配列を対象に変異解析を行った
ところ、3 匹とも変異導入は認められなかっ
た。このことから、CRISPR プラスミドベク
ターの受精卵への毒性は高いものの、変異導
入マウスの産出率は極めて高いことが分か
った。 



(2) CG-NAP 遺伝子欠損マウスと、2 遺伝
子（Samd9L/Miki）欠損マウスの作製を同様
の手法で試みたところ、CG-NAP 遺伝子ヘテ
ロ欠損マウスについては問題なく作出でき、
現在経過観察と解析が進行している。しかし
Samd9L/Miki 遺伝子欠損マウスは複数回の
インジェクションを行ったが、未だ産仔が得
られていない。これは 2 種類の CRISPR プラ
スミドベクターをインジェクションした際
の受精卵への負荷と切断活性のバランスの
悪さが原因と考えている。現在 CRISPR プラ
スミドベクターではなく、受精卵への毒性が
低く高い切断効率を示すことが報告された、
Cas9 タンパクと合成 crRNA/tracrRNA を
インジェクションする手法に切り替え、検討
を進めている。 
(3) 広範囲の遺伝子領域を欠損させたマ

ウスの作製するため、2 種類の CRISPR プラ
スミドベクターpX330 と、切断箇所に相当す
る相同配列で loxP を挟んだ 2 種類の ssDNA
とを同時にインジェクションしたところ、得
られた産仔から同じアリル上の2か所で loxP
全長が置換されたマウスは得られなかった。
今回の検討では、少なくともマウス個体レベ
ルにおいて単一遺伝子を標的とした遺伝子
ノックアウトの確立に成功したが、複数遺伝
子のノックアウトと両側の遺伝子置換につ
いては条件検討の追加や実験手法の変更が
必要であることが考えられた。 
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