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研究課題名 マウス受精卵に対して簡便に⻑鎖 DNA を挿⼊するためのゲノム編集技術開発

研究成果の概要 

研究目的、研究計画、研究方法、研究経過、研究成果等について記述すること。必要に応じて用紙を追

加してもよい。（先行する研究を引用する場合は、「阪大生のためのアカデミックライティング入門」に

従い、盗作剽窃にならないように引用部分を明示し文末に参考文献リストをつけること。） 

「研究⽬的」 
CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術は遺伝⼦組換え技術と組み合わせることにより、作製者が望む設計で
⾃由に遺伝⼦改 変マウスを、⾮常に効率的かつ迅速に作製することが可能になった。遺伝⼦改変マ
ウスの作製・解析と、疾患モデルマウスの病態解析を合わせることで、疾患発症メカニズムの解明、
新規治療法の開発、創薬、早期診断マーカーの確⽴に強⼒な研究⼿法として活⽤されている（図１）。 

 
図１：Crispr/Cas9 ゲノム編集の登場と応⽤ 
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 CRISPR/Cas9 は PAM 配列が存在する DNA の標的部位と相補的な配列として gRNA を作製し、
gRNA が標的部位に特異的に結合する性質を利⽤して、Cas9/gRNA 複合体が標的 DNA 配列に誘導
され、PAM 配列から３塩基上流を切断する（図２）。 

 
図２：CRISPR/Cas9 と gRNA 複合体によるゲノム切断図 
 既に当該研究室では、エレクトロポレーションを⽤いた TAKE 法(1)により、マウス受精卵に対し
て外来タグペプチドなどの短い DNA 配列を挿⼊する実験系を構築し、ノックイン動物を簡便に作製
する技術を開発してきた。しかし、GFP などの⽐較的分⼦量の⼤きな蛍光タンパク質や、loxP 配列
を２箇所含むような⼤きな DNA 配列に対して相同組み換えを誘発する効率的な⽅法が確⽴されてい
ない。そこで、⻑鎖 DNA を特定のゲノム領域に効率的に挿⼊することが可能になる技術開発に挑戦
する。⻑鎖 DNA は核内への移⾏効率が悪いため、TAKE 法による核内への核酸導⼊が難しいとされ
てきた。本研究ではアデノ随伴ウィルスを⽤いて⻑鎖 DNA を核内へ⾼発現させることが有効ではな
いかと考え、ゲノム編集効率の最適化を⾏い、⻑鎖 DNA のノックイン法の条件設定と効率の最適化
を試みる。 
「研究⽅法」 
アデノ随伴ウイルス(AAV)はポリメラーゼをコードしておらず、⾃⾝のゲノム複製を宿主細胞のポリ
メラーゼ活性に依存している。エンドサイトーシスにより細胞内へ侵⼊すると核内に到達し、ウィル
ス被膜が脱落することで、⻑鎖 DNA を核内に送達することが理論的に可能である。 
本研究では、マウス受精卵に対してどの AAV セロタイプが効率良く感染するかどうか検討を⾏い、
⻑鎖 DNA ノックインのためのゲノム編集効率の最適化を⽬指す。 
(1)AAV1, AAV2, AAV5, AAV6 ベクターに対する⽬的配列のクローニング 
アデノ随伴ウイルスの組み換えベクター(Takara, pAAV-CMV Vector)を使⽤し、挿⼊したい配列とホ
モロジーアームを含む領域のクローニングを⾏う。この際、ノックインの効率化を上げるため、ホモ
ロジーアームの⻑さの条件の最適化を⾏う。 
(2)マウス受精卵に対する AAV ベクターの感染効率の検討 
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異なる AAV セロタイプの発現ベクターを⽤いて、マウス受精卵に蛍光タンパク質を過剰発現させ、
蛍光強度を指標に、核酸の導⼊効率を検討する（図３）。 

 
図３：⻑鎖 DNA ノックインのための蛍光タンパク質 Zsgreen の挿⼊ 
 
(3)AAV によるマウス受精卵への⻑鎖 DNA 挿⼊の最適化 
CARD HyperOva 試薬を投与し、過排卵処置を施した雌マウスから採卵を⾏い、体外受精により前核
期受精卵を作製する。受精卵の洗浄を⾏い、標的配列を含む AAV を感染させ、sgRNA,Cas9 混合物
をエレクトロポレーションにより導⼊する。翌⽇、２細胞期胚をレシピエントである偽妊娠マウスに
移植し（図３）、２０⽇後に得られる産仔のゲノムを抽出し、⻑鎖 DNA が挿⼊されたかどうか PCR
法にてスクリーニングを実施する。AAV の感染時期とタイミングの条件最適化を⾏う。以上の実験
を順に実施し、AAV による簡便な⻑鎖 DNA ノックイン法の技術開発を確⽴する。 
「研究経過」 
 アデノ随伴ウイルスの組み換えベクターに、PA-tag, P2A ペプチド、蛍光タンパク質 Zsgreen を連
結した⻑鎖 DNA をクローニングした。相同組み換え修復を⾏うためホモロジーアームの⻑さは
600bp とした。 
 マウス受精卵に対する感染効率の最適化を⾏うため、AAV のセロタイプについて検討した。既に論
⽂の報告があるように（2）、AAV6 型の感染効率が⾼い実績があるため、それに倣って AAV6 型を⽤
いた。移植後に産まれた産仔の遺伝⼦判定を⾏うため、２種類のプライマーを設計した。１つ⽬はノ
ックインする配列の両端を挟むよう設計し、野⽣型では 320bp 付近、変異体では 1142bp の DNA 増
幅産物が検出されるように作製した。プライマー２では、野⽣型では検出できず、変異体のみで検出
されるプライマーを設計した。これらのプライマーを⽤いてスクリーニングを⾏ったが、⽬的の変異
体を取得することはできなかった（図４、図５）。得られる産仔数が３匹と少なく、実験スケールを⼤
きくすることが求められる。また体外受精の精度と、受精卵の取り扱いの技術的難易度が⾼く、移植
できる２細胞胚が少なかった。今後はより精度の⾼い再現性を⾼めて技術的精度の向上を計りたい。 
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図４： 

 

図５： 

 

「研究成果」 
今後、⻑鎖 DNA のノックインが簡便になれば、セーフ・ハーバー部位への標的遺伝⼦の挿⼊や、Flox
マウスの作製、標的遺伝⼦への融合タンパク質付加などの遺伝⼦改変が簡便になり、マウスジェネテ
ィクス研究⼿法の⾰新的進歩が期待できる。 
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