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順遺伝学 (フォーワードジェネティクス):
ユニークな表現型を示す個体を抽出・解析し、その原因と
なる遺伝子を探索する

逆遺伝学 (リバースジェネティクス):
着目した遺伝子を操作した個体を作製し、どのような
表現型を呈するか観察することで遺伝子機能を探索する

-> 形質と遺伝型との因果関係を実証できる

遺伝学的アプローチとは？

https://www.mukakuwagyu.jp/

無角が優性（顕性）
第一染色体上に関連
遺伝子座（順遺伝学）

有角品種の遺伝子操作に
よる無角化（逆遺伝学）

例) ウシの角形成

(Medugoracら,PLoS ONE, 2012) (Carlsonら,Nat Biotechnol,2016)

個体レベルでは
難しい。。
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DNA切断ユニット
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相同組換え修復

Knock-in
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Knockout
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受精卵

培養細胞

遺伝子導入

ゲノム編集とは？

標的配列
ATGGAGGCCCAGGCCCACAGCTCTACGGCGACTGAGAGG
M  E  A  Q  A  H  S  S T  A  T  E  R

変異導入後
ATGGAGGCCCAGGCCCACAGCTCT-----GACTGAGAGG
M  E  A  Q  A  H  S  S D  *

人工ヌクレアーゼ



主要な人工ヌクレアーゼ
Zinc finger nuclease (ZFN) Transcription activator-like 

effector nuclease (TALEN)

CRISPR/Cas system

その他
• Meganuclease

• ARCUT

（PNA + Ce(IV)/EDTA, 日本発）

• BurrH-based nucleasesなど

（TALE様のDNA結合タンパク質）
(藤井渉., 化学と生物., 2016)



哺乳動物受精卵への応用の歴史



Zinc finger nuclease (ZFN)

(DeFrancesco, Nat Biotechnol, 2011）

ZFN構築に要するコストと期間
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v （Fujii et al., PLoS ONE, 2013, Fujii et al., J Reprod Develop., 2015)

Target 

Gli3

Rosa26

Il2rg

Aqpep

Mutated/total pups (%)

5/22 (22.7)

1/7 (14.3)

1/8 (12.5)

16/16 (100)

KO産子 (~1ヵ月)

DNA認識部位の
プライマーライブラリ

ZFNの新たな構築方法

ZFアレイの安価な構築法



（Fujiiら、Nucleic Acid Res、2013）

CRISPR/Cas9
マウス受精卵への応用 評価が不十分

・何が効率に影響？
・系統化は？
・リスク評価は？

• 低効率な変異導入 (1/7匹)                                 
(Shen et al., Cell Res., 2013)

• 高効率（~80%）、ダブルKOも可能                             
(Wang et al., Cell., 2013)

Long-type

Short-type
VS

gRNA scaffold配列の比較 高翻訳型Cas9配列

~100% KO明らかにした点

世界に先駆けて受精卵を介したゲノム編集マウス系統の作製に成功

  ・高効率KOの条件を確定    ・変異の経世代（全身性変異）を確認

（Fujiiら、Nucleic Acid Res、2013）

(Fujii., J Clin Exp Med，2015)

(Fujiiら、J Reprod Develop、2014)

• 任意領域の欠失、マルチKOが可能

• ゲノム編集マウスは従来法による
KOマウスと同等の表現型を示す
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利用可能なPAMの拡張

受精卵における正確なゲノム編集

課題:
  ゲノム編集ができる場所（座位）が限定される

課題:
  ゲノム編集の標的配列と類似する配列が存在すると
  同時に破壊してしまう（オフターゲット効果）



N・・・NNNNNN
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利用可能なPAMの拡張
・S. thermophilus1-derivedCas9:

5’-NNRGAA （Fujii et al, BBRC, 2016）

 ・C. jejuni-derived Cas9:

5’-NNNVRYAC
(Fujii et al, Int J Mol Sci, 2017)

 ・S. pyogenes-derived Cas9 :

5’-NG （Fujii et al、Sci Rep、2019）

R1335V/L1111R/D1135V/G1218R
/E1219F/A1322R/T1337R

受精卵における正確なゲノム編集
・offset-nicking by Cas9 nickase

（Fujii et al., BBRC, 2014）

・Cas9N692A/M694A/Q695A/H698A

                                                （Ikeda et al, Commun Biol, 2019）

「標的座位の制限」の解決

「オフターゲット効果」の解決

オーソログや変異体Casによるゲノム編集の高度化



これまでの研究 まとめ

•ゲノム編集技術を利用することで、遺伝子改変マウス
の作製が簡便になった。

•ゲノム編集技術は標的デザインの制限やオフターゲッ
ト効果などの課題があり、オーソログや変異体CRISPR
を利用することで解決できる。



ゲノム編集動物作製のおおまかな流れ

事前準備

• 依頼受入時の留意点
• 系統、命名など
• 関連申請

作製工程

• 標的配列設計
• 導入核酸／タンパク質
形態の選択

• 送達方法

産子獲得後

• 遺伝子型判定
• オフターゲット評価



依頼者への確認事項
どこまでを担当するのか：

生殖工学実験のみ？デザインも？すでに販売されている可能性も

作製方法の指定（後述）：
インジェクション/iGONAD？どのタイプのCRISPR？

系統、デザイン：
B6N/J？ どのBALB？ 近交系以外の場合はどの世代で渡す？

責任の範囲：
命名は？解析は？論文化する場合に著者として入るのか？

必要な申請：
第二種申請（組換え申請）、動物実験申請を忘れずに。

（１）事前準備：依頼時の留意点、標的配列設計、系統命名、関連申請など



MGIのリンクと遺伝子名を明記して
対象遺伝子を取り違えないようにする

作製方法

標的座位の情報（ゲノムデータも併記）
最近はCRISPORのスコアも

利用する系統

KOのデザインのもととなった情報

どこまでやるかを明記



遺伝子組換え動物の命名のルール

⚫ トランスジェニックマウス

C57BL/6J-Tg(APOA1)1Rub

⚫ ノックアウトマウス

C57BL/6J-Certｔm1Nems

導入遺伝子名
トランスジェニックマウス

であることを示す 番号 ラボコード

標的破壊遺伝子名 ノックアウトマウス
であることを示す

番号 ラボコード

標的遺伝子組換えは「tm」、ゲノム編集は「em」、遺伝子トラップは「Gt」など



ウェブツールで行う。オフターゲット候補配列も含めて記録しておく。

（２）作製工程：標的配列設計、導入形態の選択、送達方法など

基本的な流れ（ノックアウトマウスを作製する場合）

1. 標的遺伝子のノックアウトによる致死などの表現型を確認する。

2. 標的遺伝子のゲノム配列、転写産物、タンパク質配列を取得する。

3. 過去の論文や標的遺伝子の重要ドメインに従って破壊する部分を決める。

4. gRNAを設計する。



（２）作製工程：標的配列設計、導入形態の選択、送達方法など

1. 標的遺伝子の表現型
MGI（http://www.informatics.jax.org/）とIMPC（https://www.mousephenotype.org/）で検索し、
ノックアウトによる既知の表現型を確認する。もしKOで致死となる場合は産子が得られない可
能性があり、不妊の場合は作製個体の系統化ができない可能性がある。

致死/不妊にならない場合は重要機能を持つドメインを標的とする。
致死/不妊になる場合は距離の離れた異なる2つのintronを標的として
ヘテロ欠失となるように設計する。



2. 標的遺伝子の配列情報を取得する

（２）作製工程：標的配列設計、導入形態の選択、送達方法など



2. 標的遺伝子の配列情報を取得する

（２）作製工程：標的配列設計、導入形態の選択、送達方法など



配列の取得方法① NCBI Geneによる方法

（２）作製工程：標的配列設計、導入形態の選択、送達方法など



配列の取得方法②Ensemnblによる方法

（２）作製工程：標的配列設計、導入形態の選択、送達方法など



3. 破壊する座位を決める
• KOがすでに報告されている場合は、同じ座位やexonを標的とする。
• 報告がない場合や報告が怪しい場合は、遺伝子の構造やドメイン情報を頼りに設計する。
• アミノ酸配列からドメインを調べる際は、Interpro(https://www.ebi.ac.uk/interpro/)が便利。

（２）作製工程：標的配列設計、導入形態の選択、送達方法など



4. gRNAをデザインする
CRISPOR（http://crispor.tefor.net/）が便利
- 入力する配列はゲノムDNA配列。間違えてRNA配列を入れないようにする。
- 長すぎる配列を入れないようにする。
- Step2で目的の動物種を選択する。
- Step3は を選ぶ

（２）作製工程：標的配列設計、導入形態の選択、送達方法など



CAS9:
• DNA 
• RNA
• タンパク質

guide RNA:
• DNA 
• RNA（sgRNA vs crRNA-tracrRNA）

CAS9以外のCRISPR

DNAは前核注入のみ、プラスミ
ドワークを避けたいならＲＮＡか
タンパク質、変異体CAS9タンパ
クも販売されている

crRNAのほうが安価だが
アニーリングの事前準備が
必要

PAMや切断部位が異なる
CAS9用のgRNAは利用でき
ないことに注意

自分でプラスミド合成する
場合はpx330やpx459が便利。
Addgeneから導入できる。

（２）作製工程：標的配列設計、導入形態の選択、送達方法など



（２）作製工程：標的配列設計、導入形態の選択、送達方法など



①人工ヌクレアーゼ準備 ②受精卵への注入 ③胚移植

https://biomachinery.co.jp/page-2667/

エレクトロポレーション 非外科的移植（経膣移植）

体外で受精卵に導入する方法



②受精卵への注入：
卵管への溶液の導入とエレクトロポレーション

①人工ヌクレアーゼ準備

体内で導入する方法（iGONAD法）



（３）産子獲得後：遺伝子型判定、オフターゲット評価、系統化・解析など

• Indelは数塩基の場合もあるので、PCR産物の泳動像だけでは判定できないことがある。
->PCR-RFLPやT7EIアッセイなどで大まかに判定。
->PCR産物のシーケンシングで決定。両アレルが同時に読まれるため、重なった波形を
分離して予測。

• PCR産物のサブクローニングが理想的だが、CRISP-ID、Decorder.orgなどの重なった波形
を分離予測するウェブツールも便利。

• オフターゲット座位も同様に評価する。最も類似のものから3-4座位程度。



（３）産子獲得後：遺伝子型判定、オフターゲット評価、系統化・解析など

• 標的遺伝子が破壊されていることを確認する。WBやICC、難しければRT-PCRなど。
• 変異導入≠標的遺伝子破壊。標的座位への変異導入は予想しない遺伝子配列の発現を
誘導することがある。

その他にも、、、
• 下流メチオニン(ATG)からのtruncatedな翻訳
• 自己分解ドメインの破壊による「過剰発現」
• KOアレルから翻訳によるドミナントネガティブタンパク質

などにも注意する必要がある。



その他

• マニピュレーター操作や胚移植にはトレーニングが必要。
難しい場合ははじめは CAS９タンパク質 + 化学合成gRNA 
+ iGONADが一番簡単？

• 初めて実験する場合は、Tyrosinaseなどの発生に影響せず
わかりやすい表現型を示す遺伝子を標的としたほうが良い。
導入評価にはeGFP mRNA (TriLinkなど)が便利。

• ノックインのHDRテンプレートには一本鎖DNA（ssDNA）がおす
すめ。エレポでも利用できる。AAVによる送達も安定して利用
できる。ただし、塩基長に制限がある。

• HDRテンプレートにはプラスミドDNAも有効だが、前核注入が
必要。実験者によるばらつきがあるが、高効率な条件も。



• 各工程で、後々の作業に影響しうるリスクをなるべく排除して
進めることを意識する。

• 上手くいく方法が必ずしも各研究室で同じではない。適切な方
法やメンターを見つける。

まとめ
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