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1．人工ヌクレアーゼTALEN

遺伝子KOマウスの作製は，「相同組換え」という高等
生物では極めてまれにしか起こらない現象に依存してい
るため，高度な専門技術または高額な費用，加えて長い
時間を必要とする．しかし，最近，相同組換えを必要と
しない「人工ヌクレアーゼ」による遺伝子改変技術が開
発され，比較的容易に，これまで作製が困難とされてき
たマウス以外の動物や培養細胞の遺伝子KOが実施可能
となった．今回とりあげる TALEN（ Transcription

Activator-Like Effector Nuclease）は，キサントモナス属
の植物病原性細菌が，植物細胞の遺伝子発現を攪乱する
ために用いるTALEタンパク質（DNA結合ドメイン）と
制限酵素ForkI（DNA切断ドメイン）を融合した人工ヌ
クレアーゼである．図に示すようにTALENのDNA結合
ドメインは「芋虫の体節」に似た繰り返し構造をもつ．
各体節は34アミノ酸残基からなり，その12番目と13番目
のアミノ酸はDNAの4種類の塩基を認識し結合する
「足」の役割をはたす．例えば，アスパラギン（N），イ
ソロイシン（I）の足（N I）はアデニンを認識し結合す
る．この「芋虫の体節」を任意の組合せで造るコンピ
ューター制御のDNA合成ロボットは既に完成してお
り，目的の遺伝子をKOする「人工ヌクレアーゼ発現ベ
クター」の供給が，商業・非商業ベースで始まっている．

2．siRNAからTALENへ
我々はこれまで，HeLa細胞に様々なSNAREタンパク

質のsiRNAを導入し，構成的分泌におけるSNAREタン
パク質の役割を調べてきたが，SNAP23の遺伝子発現を
90％抑制しても構成的分泌は全く阻害されなかった
（1，2）．ところが最近，SNAP23の遺伝子KOマウスが胎
生3．5日目（胚盤胞期）に死滅することが明らかとなっ
た（3）．遺伝子KO細胞が得られていないため，発生停
止が分泌の破綻によるものか，因果関係は解析されてい

ない．siRNA実験の限界（遺伝子発現を100％抑制でき
ない）と遺伝子KOマウスの限界（発生の初期に死滅す
ると機能解析が困難，また解析が超複雑）の狭間を埋め
る研究方法として，我々はTALENによる細胞レベルで
の遺伝子KO実験に着目し，現在各種SNARE遺伝子KO

用TALENを作製中である．今後TALEN法の広範な導入
により，siRNA実験の曖昧な結果が，遺伝子KOによる
クリアーな結論へと置換されて行くことが想像される
（4）．
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