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2 種の guide RNAを同時に用いたCRISPR/Cas9 システムによる

高率なノックアウトマウスの作出
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Abstract  
The CRISPR/Cas9 system is a powerful genome editing tool for generating knockout mice.　To 
generate mutant mice, single guide RNA （sgRNA） for tyrosinase was transcribed in vitro with 
template Oligo DNA and a mixture of either one or two sgRNAs and Cas9 mRNA were microin-
jected into the fertilized eggs of C57BL/6J （black hairs and eyes）.　To determine whether tyrosi-
nase gene is successfully knocked out, their phenotype （black hairs/eyes or albino） was observed.　
In this study, to investigate whether knockout efficiency can be increased by microinjection of two 
sgRNAs, either one or two sgRNAs were microinjected.　Results indicated that when one sgRNA 
was microinjected, albino mice were obtained at relatively low efficiency （3/16, 19% or 13/23, 
65%）; however, the efficiency was increased by microinjecting two sgRNAs （24/26 92.9%）.　In 
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conclusion, we demonstrate here that knockout mice at F0 can be obtained by microinjection of 
two sgRNA and Cas9 mRNA at high efficiency.

Key words : CRISPR/Cas9, knock out mice, two guide RNA

緒　　　言

医学・薬学・生命科学研究において，古くから実験
動物として用いられ，また，現在最も利用されている
モデル生物はマウスである．これには，マウスは短期
間で性成熟するため（雄 : 6週間，雌 : 4週間）その
ライフサイクルが比較的短いこと，また，多産で飼育
しやすいという背景がある．さらに，体外受精や胚操
作などの生殖工学的手法も確立されており，膨大な種
類の遺伝子改変マウスが既に作製され，個体レベルで
の遺伝子機能や病態の解明，創薬に貢献してきた．
特定の遺伝子を標的にした遺伝子ノックアウト技術

（遺伝子ターゲティング）は，遺伝子の機能を調べる
上で重要な技術である．マウスにおける従来の遺伝子
ターゲティングは，ES細胞（embryonic stem cell）で
の自然発生的な相同組換えを介したターゲティングベ
クターのゲノムへの挿入に依存していた1）．しかし，
この方法で使用するターゲティングベクターの構築は
容易ではないうえ，それが標的とする領域に挿入され
る効率も高くなく，目的の細胞クローンを得るために
は甚大な労力が必要である．さらに，ES細胞からま
ずキメラマウスを作製し，その後交配により目的の
ノックアウトマウスを得る必要があるため，時間と費
用を要する．
近年開発されたゲノム編集法は，長く切望されてき
た画期的な遺伝子改変法である．ゲノム編集では，人
工ヌクレアーゼにより標的領域の 2本鎖 DNAを切断
し，ゲノム DNAの修復過程を利用して標的遺伝子を
改変する．これまでのゲノム編集研究における最初の
ブレイクスルーは，1996年に報告された第一世代の
ゲノム編集ツールであるジンクフィンガーヌクレアー
ゼ（zinc-finger nuclease : ZFN）である2）．これは，三
塩基を認識する ZFモチーフとその末端に Fok Iヌク
レアーゼを結合させた人工キメラタンパク質である
が，標的領域でヘテロダイマーを形成してゲノム
DNAを切断する．しかしながら，ZFモチーフを連結
すると塩基配列の特異性が低下することが多く，思い
通りのベクター構築が困難であった．その後，2010

年に，ZFNの DNA結合ドメインを植物病原細菌であ

る Xanthomonas属細菌の TALファクターに変えた
TALEN（transcription activator-like effector nuclease）
が開発された3）．ZFNと異なり，幾つかのモジュール
をつなぎ合わせても塩基配列の特異性が維持されるた
め，TALファクターの構築が一般の研究者でも可能
なレベルになった．ZFNや TALENの登場で人工ヌク
レアーゼを用いたゲノム編集が注目を集めていたが，
そのような状況の中，2013年に原核生物の獲得免疫
として働く CRISPR/Cas9（clustered regularly inter-

spaced short palindromic repeats/CRISPR-associated 

protein 9）を利用した新たなゲノム編集ツールが開発
された4,5）．CRISPR/Casシステムは，ファージなどを
介して侵入する外来 DNAを断片化して自らのゲノム
上に取り込み，2度目の感染の際は，先に取り込んだ
ゲノム断片から発現する 2つの小分子 RNAを用いて
外来 DNAの標的部位を認識し，Cas9ヌクレアーゼを
リクルートしてこれを切断する6）．この原理を利用し，
2つの小分子 RNAを一つにしたキメラ RNA （single 

gulde RNA : sgRNA） とCas9の2因子を発現させれば，
標的ゲノム DNAを切断できる．ZFNや TALENでは，
DNA結合ドメインと切断ドメインを融合タンパク質
として機能させるため，標的遺伝子ごとに複雑なベク
ター構築が必要である．一方，CRISPR/Cas9システ
ムでは，標的配列に対応するように塩基を変えるだけ
で良い．このような簡便さにもかかわらず，CRISPR/

Cas9は，特に哺乳類細胞においては，TALENと同等
かそれ以上の活性効率が低コストで再現性も高く得ら
れる7,8）．
本研究では，CRISPR/Cas9システムを最も利用さ
れている哺乳類モデル生物であるマウスに用い，効率
的にノックアウトマウスを作出することを目的とし
た．すなわち，合成オリゴ DNA（gBlocks）を鋳型と
してチロシナーゼ遺伝子を標的とした sgRNAを合成
し，その sgRNAと Cas9 mRNAをインジェクション
することで，C57BL/6Jマウス（黒毛・黒目）のチロ
シナーゼ遺伝子をノックアウトすることが可能かどう
かを検証した．現在のところ，1種の sgRNAを用い
ることでマウスの遺伝子をノックアウトできることが
報告されているが，その効率はまちまちである9-11）．1
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種の sgRNAを用いてノックアウトを試みた場合，そ
の sgRNAが認識する配列に欠損が起こりうるが，2

種の sgRNAを用いてノックアウトを試みた場合，2

種の sgRNAそれぞれが認識する配列において欠損が
起こりうるとともに，2種の sgRNAの認識配列の間
が欠損する可能性がある．そこで，本研究では，2種
の sgRNAを用いることで，F0世代であっても両アレ
ルの標的遺伝子をノックアウトすることが可能かどう
かを検証した．

材料および方法

本論文における動物実験は，秋田大学 バイオサイ
エンス安全委員会 動物実験倫理委員会により審査さ
れ，秋田大学学長より承認された動物実験計画に沿っ
て実施した（承認番号 : 第 a-1-2735号）．

マウス精子・未受精卵の採取および体外受精

安定的に受精卵を採取するために体外受精をおこ
なった．媒精開始 1時間前に，C57BL/6J成熟雄マウ
ス（3-6ヶ月）精巣上体尾部から採取した精子塊を，
HTF培養液（アーク・リソース株式会社）で 60分間

前培養することで精子懸濁液とした．成熟雌マウス
（8-12週齢）に，48時間間隔で妊馬血清性性腺刺激ホ
ルモン（あすかアニマルヘルス株式会社）およびヒト
絨毛性ゴナドトロピン（hCG，あすか製薬株式会社）
を 7.5 IUずつ腹腔内投与することで過排卵処理を施
した．hCG投与 15時間後，第二減数分裂中期の未受
精卵を HTF培養液に回収した．調製した精子懸濁液
を未受精卵の入った HTF培養液に添加することで媒
精を行った．媒精 3時間後に受精卵を HTF培養液で
洗浄し，その後培養したものを，sgRNAと Cas9 

mRNAのマイクロインジェクションに供した．

sgRNAおよび Cas9 mRNAの合成

C57BL/6J系統のチロシナーゼ遺伝子の 2箇所を標
的配列とした sgRNAを，CRISPR・Cas9・gRNAデザ
インツールの CHOP CHOP Harvard（http://chopchop.

cbu.uib.no），または CRISPRdirect（https://crispr.dbcls.

jp）を用いて設計した．各標的配列を含んだ sgRNA（全
長 130 bp）を T7プロモーターから転写できるように
オリゴ DNA（gBlocks，IDTオリゴ）として人工的に
合成し（図 1），in vitro転写によって sgRNA 1および
sgRNA 2を合成した．Cas9 mRNAは，Cas9 mRNAを

1. sgRNA gBlocks   

gRNA 1
gBlocks  

(130 bp) 

Exon 1 2 3 4 

ATGTTCTTGGCTGTTTTGTATTGCCTTCTGTGGAGTTTCCAGATCTCTGATGGCCATTTTCCT
CGAGCCTGTGcct CCTCTAAGAACTTGTTGGCA AAAGAATGCTGCCCACCATGGATGGGTG 
ATGGGAGTCCCTGCGGCCAGCTTTCAGGCAGAGGTTCCTGCCAGGATATCCTTCTGTCCAG
TGCACCATCTGGACCTCAGTTccc CTTCAAAGGGGTGGATGACC GTGAGTCCTGGCCCTCT 
GTGTTTTATAATAGGACCTGCCAGTGCTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGCGGAAAC…..  
 

  

GCGGCCTCTAATACGACTCACTATAGGG TGCCAACAAGTTCTTAGAGG 
GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGG
CACCGAGTCGGTGCTTTTTT  
 

GCGGCCTCTAATACGACTCACTATAGGG GGTCATCCACCCCTTTGAAG 
GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGC
ACCGAGTCGGTGCTTTTTT 

gRNA 2
gBlocks  

(130 bp) 

T7 promoter 

T7 promoter 

A 

B 

図 1.　チロシナーゼ遺伝子を標的にした sgRNAおよび gBlocksの設計．A） チロシナーゼ遺伝子エクソン 1
の開始コドンを太字，sgRNAを白枠，PAM配列を小文字で示す．B） sgRNAを精製するために必要な
gBlocksの全長（130 bp）の DNA配列．5´ 末端側から Buffer Sequence（125 bp以上必要となる gBlocksを
合成するために必要な配列），T7プロモーター（太字），sgRNA認識配列（白枠），sgRNA scaffold配列（下
線配列）を示す．
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コードする DNA（humanized S. pyogenes Cas9 :  hSp-

Cas94））を含むプラスミド（pTAC-1 plasmid）を鋳型
に mRNAを合成した．

培養および里親への卵管移植

合成した 2種の sgRNA（15 ng/ul）を，それぞれあ
るいは混合したものに Cas9の mRNA（100 ng/ul）を
混合し，受精 4-5時間後の 1細胞期胚の細胞質にマイ
クロインジェクションした．HTF培養液で 18時間培
養後，2細胞期へと卵割した胚を偽妊娠マウスへ卵管
移植した．また，一部の実験では 1種の sgRNA（30 

ng/ul）および Cas9 mRNA（100 ng/ul）をマイクロイ
ンジェクションすることで，sgRNAの濃度が変異効
率に影響を及ぼすのかを調べた．産仔について以下の
解析を行った．

表現型の観察，シークエンス解析， 
および次世代の表現型

チロシナーゼ遺伝子がノックアウトされているかど
うかは，マウスがアルビノの表現型を示すことで判断
した．アルビノの表現型を示したマウスの一部につい
ては 2種の sgRNAの標的配列を含む配列をダイレク
トシークエンスにより解析し，チロシナーゼ遺伝子の
ノックアウトを確認した．また，それらのアルビノマ
ウス同士を交配することで，次世代もノックアウトマ
ウスであることを確認した．

結　　　果

sgRNA 1（15 ng/ul）と sgRNA 2（15 ng/ul）のどち
らか 1種，または sgRNA 1と sgRNA 2の混合物をマ
イクロインジェクションした 1細胞期胚のうち，それ
ぞれ 89個/92個，75個/85個，または 91個/97個が 2

細胞期胚へと卵割し，そのうち 72個ずつを偽妊娠マ
ウスへ卵管移植した．sgRNA 1または sgRNA2をイン
ジェクションした実験群では，チロシナーゼ遺伝子の
ノックアウトを示すアルビノが，それぞれ 3/16匹
（19%）または 13/20匹（65%）得られた．一方，sg 

RNA1と sg RNA2を混合してインジェクションした
実験群では，26/28匹（93%）がアルビノの表現型を
示し，その変異効率は大幅に改善された（表 1，図 2）．
また，sgRNA1（30 ng/ul）をマイクロインジェクショ
ンしたところ，1/15匹（6.7%）がアルビノの表現型
を示し，sgRNAの濃度を上げても変異効率の向上は
観察されず，異なる sgRNAを混合することで変異効
率が向上することが示唆された．
また，アルビノマウスについて，マウスの尻尾から

抽出したゲノム DNAを用いて標的配列を含む配列を
PCRで増幅し，電気泳動にてサイズ確認をしたとこ
ろ（図 3A），野生型（WT）のマウスの増幅産物（438 

bp）よりもサイズの小さい増幅産物や複数の増幅産物
（Mouse#1, 3, 5, 7, 9, 12, 14, 15, 21, 26, 27）が得られる
か，増幅産物が得られず（Mouse#18），チロシナー
ゼ遺伝子の配列が欠損していることが推測された．さ
らに，単一の増幅産物が得られたマウスに関して，ダ

表 1.　CRISPR/Cas9システムによるアルビノ C57BL/6Jマウスの作出効率．

インジェクション RNA
インジェ
クション
受精卵数

2細胞期へ 
発生した 
受精卵数

移植
受精卵数

出生
マウス数

出生マウスの 
毛色（匹，%）

Tyr-gRNA 1 （15 ng/μl） 92 89 72 16 黒色（野生型） （1, 6%）
Cas9 mRNA （100 ng/μl） モザイク1 （12, 75%）

白色（変異型）（3, 19%）

Tyr-gRNA 2 （15 ng/μl） 85 75 72 20 黒色（野生型） （2, 10%）
Cas9 mRNA （100 ng/μl） モザイク （5, 25%）

白色（変異型）（13, 65%）

Tyr-gRNA 1 （15 ng/μl） 97 91 72 28 黒色（野生型） （0, 0%）
Tyr-gRNA 2 （15 ng/μl） モザイク （2, 7%）
Cas9 mRNA （100 ng/μl） 白色（変異型） （26, 93%）

　　1黒色の毛と白色の毛を持つ個体．少しでも黒色の毛および白色の毛があればモザイクと判定した．

Akita University



― 41―― 40―

秋　田　医　学 （41）

イレクトシークエンスにより塩基配列を解析したとこ
ろ，2個体（Mouse#2, #11）においては変異が確認
されたが（図 3B），他のアルビノマウスにおいては複
数のピークが重なっているため，チロシナーゼ遺伝子
に変異が入っていることは確認できたが，詳細な塩基
配列解析は不可能であった（図 3B，例Mouse#20）．
また，sgRNA1の認識配列と sgRNA 2の認識配列の間
は 130 bpであるが，Mouse #7, 14, 15, 27において
130 bpの欠損が確認されており（図 3A），2種の
sgRNAを用いることで，効率よくノックアウトマウ
スを得られているのではないかと考えられる．
アルビノ個体の雌雄 3組を交配したところ，全ての

仔（8/8匹，9/9匹，11/11匹）がアルビノの表現型を
示し，ノックアウトした遺伝子は次世代のすべてで確
認された．

考　　　察

本研究により，ターゲット遺伝子を同じくする 2種

の sgRNAを用いることで，効率的に F0ホモノック
アウトマウスを得ることに成功した．1種の sgRNA

を用いてノックアウトを試みた場合，その sgRNAが
認識する配列に欠損が起こりうるが，2種の sgRNA

を用いてノックアウトを試みた場合，2種の sgRNA

それぞれが認識する配列において欠損が起こりうると
ともに，2種の sgRNAの認識配列の間が欠損してい
ることが示唆された．また，1種の sgRNAの濃度を 2

倍にしても変異効率は向上しないことから，sgRNA

の濃度が高いからではなく sgRNAが 2種であるため
に変異効率が向上したことが示唆された．2種の
sgRNAを用いることで，効率よく F0世代であっても
両アレルの標的遺伝子をノックアウトすることが可能
であった．

ZFNや TALENは約 20塩基×2箇所の合計 30～40

塩基で塩基配列を認識するのに対し，CRISPR/Cas9

システムは 20塩基×1箇所での認識となるため，標
的配列と類似した配列が意図せずに切断されてしまう
オフターゲット効果が問題とされる12-14）．30塩基の

図 2.　CRISPR/Cas9システムによるアルビノ C57BL/6Jマウスの作出．A） sgRNA 1（15 ng/μl）および Cas9 
mRNA（100 ng/μl）マイクロインジェクションにより得られたアルビノマウス．B） sgRNA 2（15 ng/μl）お
よび Cas9 mRNA（100 ng/μl）マイクロインジェクションにより得られたアルビノマウス．C） sgRNA 1（15 
ng/μl），sgRNA 2（15 ng/μl）および Cas9 mRNA（100 ng/μl）マイクロインジェクションにより得られたアル
ビノマウス．矢印はチロシナーゼ遺伝子のノックアウトに成功したマウスを示す．D） CRISPR/Cas9システ
ムにより作出されたモザイクマウス．E） CRISPR/Cas9システムにより作出されたアルビノマウス（E1 : 2
週齢，E2 : 4週齢）．

2.  CRISPR/Cas9 C57BL/6J   

sgRNA 1 (15 ng/ ) 
Cas9 mRNA (100 ng/ ) 

sgRNA 2 (15 ng/ ) 
Cas9 mRNA (100 ng/ ) 

sgRNA 1 (15 ng/ ) 
sgRNA 2 (15 ng/ ) 
Cas9 mRNA (100 ng/ ) 

D E2 

E1 

A B 

C 
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sgRNAを細胞に導入しても，その後のプロセシング
により 20塩基になるため，sgRNAの伸長で認識配列
の特異性を上げることはできない15）．PAM（protospacer 

adjacent motif）配列である NGGとすぐ上流の 13塩基
以上が完全一致するオフターゲット配列が切断されや
すいことから4），その数が少ない（5個程度以下）
sgRNAを選んでインジェクションすることが望まし
い．この点を考慮した過去の報告では，解析を行った
オフターゲット候補 382箇所中 3箇所のみ（0.7%）
でオフターゲット切断が見られたという報告がある16）．
また，CRISPR/Cas9システムを使った iPS細胞のゲノ
ム編集においても，オフターゲット切断が少なかった
ことが示されている17）．しかしながら，全てのオフター
ゲット切断の可能性を否定することは難しいことか
ら，本研究ではオフターゲット効果についての詳細な
解析は行わなかった．

CRISPR/Cas9システムを用いることで，遺伝子改
変マウスあるいはノックインマウスを作出することが
可能であることも報告されている18,19）．すなわち，受
精卵に sgRNA，ドナー DNA（ベクター），Cas9 

mRNAあるいは Cas9タンパク質をマイクロインジェ
クションすることで，ノックインマウスを作出するこ

とが可能である．CRISPR/Cas9システムを用いたさ
らなる技術開発により，遺伝子改変マウス，ノックイ
ンマウス，あるいはコンディショナルノックアウトマ
ウスの効率的な作出が期待される．
本研究では，2種の sgRNAを用いた CRISPR/Cas

システムをインジェクションすることで，F0世代に
おいて効率的にホモノックアウトマウスを作出する可
能性が示された．また，ホモノックアウトした場合，
致死の可能性がある遺伝子に関しては，1種の sgRNA

を用いた CRISPR/Casシステムをインジェクションす
ることで，F0世代でヘテロノックアウトマウスを作
出したのちに F1世代での解析が可能である．
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Mouse #2     CGAGCCTGTGCCT CCTCTAAGAACTTGTTGGCA AAAGAATGCT GAC     GGGGTGGATGACC GTGAGTCCTG 
 

Mouse #11   CGAGCCTGTGCCT CCTCTAAGAACTTGTTGGCA AAAGAATGCT GACCTCAGTTCCC CTgaaCAAAGGGGTGGATGACC GTGAGTCCTG 
 

sgRNA 2 sgRNA 1 

3.  CRISPR/Cas9 C57BL/6J   

図 3.　A） sgRNA 1，sgRNA 2および Cas9 mRNAをマイクロインジェクションしたマウスの標的配列を含む
PCR増幅産物の電気泳動．B） ダイレクトシークエンスによる標的配列の解析結果．PAM配列（太字），
sgRNAの標的配列（白枠），挿入配列（小文字）を示す．C） ダイレクトシークエンスによる標的配列の解
析結果．
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より御礼申し上げる．
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