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研究要旨 
本研究では、部位特異的ヌクレアーゼの１つである Transcription activator-like nuclease 

(TALEN)のDNA結合モジュールを改変した高活性型TALEN (Platinum TALEN)を開発し、

その作製システム (Platinum Gate System)を確立した。このシステムを用いることによっ

て、高活性型 TALEN の効率的な作製が可能になった。ヒト培養細胞において Platinum 
TALEN は効率的に目的の遺伝子に変異を導入することが示された。さらに、個体レベルで

の変異導入を確認するために、アフリカツメガエル卵に Platinum TALEN を導入して変異

導入効率を調べた。その結果、変異率の高い胚では 100％の変異導入が確認された。これら

の結果から、Platinum TALEN は、培養細胞や動物個体でのゲノム編集に有効なツールであ

ることが示された。 

 
A. 研究目的 

人工ヌクレアーゼなどの部位特異的ヌクレ

アーゼを利用した遺伝子改変技術（ゲノム編集）

によって、様々な生物における目的の遺伝子改

変が可能となってきた。しかしながら、対象と

する生物によってゲノム改変効率は大きく異

なり、より安全で効率の高い部位特異的部位特

異的ヌクレアーゼの作成が求められている。そ

こで、本研究では、部位特異的ヌクレアーゼの

１ つ で あ る Transcription activator-like 

effecto nuclease (TALEN)を改良した高活性

型 TALEN (Platinum TALEN) の 開 発 、

Platinum TALEN 作製法の標準システムの開

発、モデル生物（本実験ではアフリカツメガエ

ル）での標的遺伝子の破壊を行なった。 

 
B. 研究方法 

1. 高活性型 TALEN (Platinum TALEN)の

開発 

 これまで広く利用されている Golden Gate 

法で作製された TALEN (Golden TALE:ミネ

ソタ大学 Voytas 博士が開発)の DNA 結合モジ

ュールを改良した高活性型 TALEN の開発を

行なった。TALEN の結合力を高める方法とし

て、結合モジュールのアミノ酸配列に着目し、

アミノ酸配列の改変を行なった。結合モジュー

ルは 34 アミノ酸からなり、12 番目と 13 番目

のアミノ酸は、塩基特異的な結合を担う多型配

列（RVD）として知られている。自然界のTALE

のアミノ酸配列を調べたところ、この RVD 以

外に 4 番目と 32 番目のアミノ酸に多型のある

ことがわかった。そこで、この 4 番目と 32 番

目の多型（non-RVD variation）を利用した新

しい TALEN の作製システムの確立を試みた。 

 

1) RVD の改変と Platinum TALEN の作製 

Non-RVD variation をもつモジュールを化

学合成によって作製し、pBSK へサブクローニ
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ングすることによってモジュールプラスミド

（ p1HDp4HD, p1NG-p4NG, p1NI-p4NI, 

p1NN-p4NN）を作製した。また、Golden Gate

法による受け手ベクターを pFUS2 および

pTALEN_v2 をベースとして作製した。これら

のプラスミドを用いて、Golden Gate 法

（Sakuma et al., Genes to Cells, 2013）をベ

ースとした Platinum TALEN の構築法を確立

し、培養細胞での評価に用いた。 

 

2) 作製した Platinum TALEN の活性評価 

① Single strand annealing (SSA)アッセイ 

 構築した TALEN の活性を SSA アッセイに

より評価した。HEK293T 細胞を 10%FBS の

DMEM で培養した。SSA アッセイは落合の方

法（Ochiai et al., Genes to Cells, 2012）によ

って行なった。50,000 細胞に 200 ng の

TALEN 発現ベクターと 100 ng の SSA のレ

ポーターベクターと 20 ng の pRL-CMV ベク

ターをリポフェクション法によりトランスフ

ェクションした。 24 時間後に Dual-Glo 

luciferase assay system (プロメガ)を用いて

活性を評価した。 

② CelI アッセイ 

 Sakumaらの方法（Genes to Cells, 2013）

の方法に従ってCelIアッセイを行なった。約

30,000 のHEK293T細胞に200 ng のTALEN

発現ベクターをトランスフェクションし、48

時間後に細胞を回収し、ゲノムDNAを抽出し

た。ゲノムDNAを鋳型として、標的配列をは

さむプライマーを作製し、KOD FX Neo (東洋

紡) を用いて標的配列部分をPCR増幅した。そ

の後、CelIヌクレアーゼによりPCR産物を反応

させ、アガロースゲル電気泳動によって切断の

有無を確認した。 

 

2. Platinum TALEN を用いたツメガエルで

の標的遺伝子破壊 

Platinum TALEN の動物個体における効果

を調べる目的で、アフリカツメガエルでの標的

遺伝子破壊を試みた。本研究では、表現型を容

易に観察できる色素合成に関わるチロシナー

ゼ遺伝子を破壊し、その効果を観察した。 

① mRNA 合成とカエル卵への顕微注入 

アフリカツメガエルのチロシナーゼを破壊

する TALEN を上記の方法により構築し、

mMessage mMachine T7 Ultra Kit（ライフテ

クノロジーズ）のキットを用いて、mRNA を

試験管合成した。ツメガエル受精卵は、ヒト絨

毛性ゴナドトロピンを投与することで採取し

た。卵を 2%システイン溶液で脱ゼリーし、3% 

Ficoll in 0.36 XMarc’s modified Ringer’s 

(MMR)へ移した。約 250 pg の TALEN mRNA 

をナノジェット I (Drummond, Broomall, PA, 

USA)を用いて顕微注入した。顕微注入卵は、

ゲンタシンを含む 0.16 X MMR 中で、胞胚か

ら遊泳オタマジャクシ幼生まで飼育した。カエ

ルの飼育については、広島大学のガイドライン

に従って行なった。 

② RFLP 解析 

 Platinum TALEN を導入したカエル胚か

らキアゲン社の Blood and Tissue kit を用い

てゲノム DNA を抽出した。標的配列を含む領

域を PCR によって増幅し、PCR 産物を制限酵

素 HinfI で消化し、アガロースゲル電気泳動に

よりバンドパターンを調べた。 

 

C. 研究結果 

高活性型 TALEN (Platinum TALEN)の開発 

 我々は、以前６モジュール法によって

TALEN を作製する方法を報告している

（Sakuma et al., Genes to Cells, 2013）。今回、

我々は、４つのモジュールを連結する方法を採

用し、この方法でnon-RVD variationをもった

TALEN (Platinum TALEN) の効率的な作製

方法（Platinum Gate TALEN construction 

system）を確立した（図１）。基本的な方法は、

既存のGolden Gate法と同様であるが、第一段

階の連結を４モジュールに制限することで、成

功率を向上させることに成功した。オリジナル

の10モジュール法での成功率は10%程度であ
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ったが、４モジュールでの成功率は100%であ

った。 

 ヒトHPRT1遺伝子座を切断するPlatinum 

TALENを作製し、SSAアッセイおよびCelIア

ッセイにより、活性を評価したところ、これま

でのTALENに比べて、高い活性を示した。ま

た、ヒトataxia telangiectasia mutated 

(ATM)とadenomatous polyposis coli (APC)、

およびeGFP遺伝子に関してSSAアッセイを、

ATM遺伝子とAPC遺伝子に関してはCelIアッ

セイによって活性が十分高いことを確認した

（図２）。 

 

Platinum TALEN を用いたツメガエルでの標

的遺伝子破壊 

Platinum TALEN の動物個体での遺伝子破

壊効果を調べるために、アフリカツメガエルの

チロシナーゼ遺伝子(tyr)破壊を試みた。受精卵

に Platinum tyr TALEN を顕微注入したとこ

ろ、多くのカエル胚でアルビノとなることが示

された（図３B）。加えて、毒性も低下し、こ

れまでの TALEN で見られたいた奇形胚は、

Platinum TALEN 導入胚ではほとんど見られ

なかった。さらに、RFLP 解析によって、ほぼ

100％で変異導入されていることが明らかに

なった（図３D）。 

 

D. 考察 

 本研究の結果から、non-RVD variationの利

用によってTALENの活性を高めることが示さ

れた。これまで、多くのグループがN末やC末

の構造やヌクレアーゼ部分の改変を行なって

きたが、DNA結合モジュールの構造改変によ

る活性上昇の報告は、本研究が初めての報告で

ある。しかしながら、non-RVD variationが結

合活性を上昇させる機構については明らかに

されていない。今後、X線結晶解析などの構造

解析によって、その原理を明らかにする必要が

ある。 

 これまで、TALENの作製にはVytas博士に

よって提供されているGolden Gateキットが

主に使われて来た。この方法は、２ステップの

安定した作製システムである一方、研究室によ

って作製効率が大きく異なることが知られて

いた。その原因は、第一段階で10個のモジュ

ールを同時に連結する成功率が、研究室によっ

てばらつくことにあると考えられる。今回、

我々は同時に4個のモジュールを連結する方法

に改良したことで、多くの研究者が失敗するこ

となくTALENを作製できるシステムへ改良で

きたと考えている。作製できるモジュール数は、

これまでの31モジュールから21モジュールと

制限されるが、15-20モジュールのTALENで

高い特異性を確保できるので問題とはならな

い。 

 様々な生物において、部位特異的ヌクレアー

ゼを用いた遺伝子改変が報告されているが、生

物種や細胞種によっては毒性の高いことが報

告されている。これは、切断効果を高めるため、

大量のヌクレアーゼを導入したことが原因で

ある可能性が高い。本研究で開発した

Platinum TALENは、その活性の高さから、

導入量を下げることが可能なことから毒性を

下げることに成功した。今後は、様々な生物に

おいて、Platinum TALENを利用し、その効

果を調べる計画である。 

 

E. 結論 

本研究によって、高活性型の部位特異的ヌク

レアーゼの開発と作製システムの確立に成功

した。さらに、このシステムで作製した

Platinum TALEN は培養細胞や動物個体にお

いて高い変異導入効果を持つことが示された。 
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TALEN の結合モジュール中の 4 番目と 32

番目の配列を改変することで、特異性の高い

TALEN の作製が可能であることを、特許出願

した。 

出願番号：特願 2013-166768 

「DNA結合ドメインを含むポリペプチド」 

出願日：平成２５年８月９日 
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図１．4 モジュール連結を基盤とした

 

モジュール連結を基盤とした

 

モジュール連結を基盤とした
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モジュール連結を基盤とした Platinum Gate TALENPlatinum Gate TALENPlatinum Gate TALEN 作製システム作製システム作製システム 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．

      

      

      

       

図２．Platinum 
      A: 3 種類の遺伝子の

      B: Golden TALEN
      C: Golden TALEN
       矢印のバンドが活性の高さを示す。

Platinum TALEN
種類の遺伝子の

B: Golden TALEN
Golden TALEN
矢印のバンドが活性の高さを示す。

TALEN の SSA アッセイおよび

種類の遺伝子の TALEN
B: Golden TALEN と Platinum TALEN

Golden TALEN と Platinum TALEN
矢印のバンドが活性の高さを示す。
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アッセイおよび

TALEN 標的配列とスペーサーの長さ

Platinum TALEN
Platinum TALEN

矢印のバンドが活性の高さを示す。

アッセイおよび CelI アッセイによる活性評価

標的配列とスペーサーの長さ

Platinum TALEN の SSA
Platinum TALEN の CelI 活性の比較

矢印のバンドが活性の高さを示す。 

アッセイによる活性評価

標的配列とスペーサーの長さ 

SSA 活性の比較

活性の比較

 

アッセイによる活性評価
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図３．

         

         

         

         

図３．Platinum TALEN
         A: tyr 遺伝子の

         B: tyr TALEN
         C: アルビノ胚の比率

         D: RFLP

Platinum TALEN を用いたツメガエル標的遺伝子の破壊

遺伝子の TALEN
TALEN を導入した胚の

アルビノ胚の比率

D: RFLP による変異導入効率の解析
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を用いたツメガエル標的遺伝子の破壊

TALEN 標的配列とスペーサーの長さ

を導入した胚の写真

アルビノ胚の比率  
による変異導入効率の解析

を用いたツメガエル標的遺伝子の破壊

標的配列とスペーサーの長さ

写真 

による変異導入効率の解析 

を用いたツメガエル標的遺伝子の破壊

標的配列とスペーサーの長さ

を用いたツメガエル標的遺伝子の破壊 
標的配列とスペーサーの長さ  


