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ラットは，疾患モデル動物としての利用価値が高

く，薬理薬効試験，毒性試験などに多用されている

が，特定の遺伝子を欠損させたノックアウトラット

の作製が困難だった。これまでノックアウト動物の

作製には ES細胞を用いることが一般的であった。

2010年にラットES細胞を用いたノックアウトラッ

トの作出が報告されたが，その効率はマウスES細

胞と比べて低くさらなる改良が必要である。最近，

DNA配列を特異的に認識するジンクフィンガー蛋白

とDNAを切断するヌクレアーゼ蛋白を融合させた

ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ZFN）により，標

的とする遺伝子に特異的に変異を誘導する技術が，

培養細胞，植物，ショウジョウバエ，ゼブラフィッ

シュなどで相次いで報告された。ZFNは，標的とす

る遺伝子シークエンスにDNA二本鎖切断を導入す

ることで，DNA修復の過程で挿入あるいは欠失の変

異を引き起こすことができる。我々は，ZFN技術に

よる効率的なノックアウトラット作製方法を検討し

た。

複数のラット標的遺伝子について，複数のラット

系統（F344/Stm，TM/Kyo）を検討した。ZFNは

Sigma-Aldrichから購入した。ZFN発現ベクターから

転写したメッセンジャーRNA をラット前核期受精

卵の前核へマイクロインジェクションした。ZFN注

入胚を偽妊娠誘起したメス（Crlj:WI）の卵管内に移

植し，ノックアウトラットを作製した。

ZFNのmRNA注入胚を移植した結果，全ての遺伝

子についてそれぞれノックアウト個体が得られた

（44.8％）。作製したノックアウトラットは，モザイ

ク状に複数の欠損変異または挿入変異が導入されて

おり，これらを交配させた結果，次世代にも確実に

遺伝子変異が確認された。さらに複数のZFNをCo-

injectionすることで，ダブルノックアウトの作出も

可能であった。

ZFNの初期胚への導入することにより，ES細胞を

用いることなくノックアウトラットの作製が可能で

あった。このZFN作製からノックアウトラット作出

まで，およそ4-6カ月程度である。ジンクフィンガ

ーヌクレアーゼは，ノックアウトラットを短期間で

効果的に作製することができる優れた技術である。
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