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研究成果の概要（和文）：新しいゲノム編集技術であるCRISPR/Cas9法を用いて、Traj18欠損マウス
（CRISPR-Traj18-/-）の樹立に成功した。CRISPR-Traj18-/-のT細胞レパトアは正常で、抗原提示分子CD1d拘束
性のインバリアント・ナチュラルキラT（iNKT）細胞特異的欠損マウスの樹立に成功した。iNKT細胞の肥満にお
ける影響を明らかにするため、高脂肪食負荷試験を行った。その結果、CRISPR-Traj18-/-マウスでは野生型マウ
スと比べて体重の増加、インスリン抵抗性、グルコース応答性の減弱が認められ、iNKT細胞が肥満やそれに伴う
Ⅰ型糖尿病の増悪に寄与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Here we have successfully generated new Traj18－/－ mouse lines by using the
 Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat (CRISPR)/Cas9 technology. The 
CRISPR-Traj18－/－ mice lacked iNKT cells and harbored an undisturbed TCRα repertoire, fulfilling 
the criteria of iNKT cell-deficient mice.
Divergent findings for the metabolic role of iNKT cells have been reported in studies using the 
previously generated Traj18－/－ mouse strain. Therefore, we re-investigated the contribution of 
iNKT cells to the development of obesity induced by a high-fat diet (HFD) using our novel 
Traj18－/－ mouse strain on the B6 background.Among the experimental groups on HFD, 
CRISPR-Traj18－/－ (1-1L) mice gained less weight than WT B6 mice. The CRISPR-Traj18－/－ mouse 
strain on HFD also exhibited ameliorated metabolic phenotypes, which is consistent with a pathogenic
 role of iNKT cells in the development of obesity and insulin-resistance.

研究分野： 免疫学

キーワード： ゲノム編集
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１．研究開始当初の背景 
iNKT細胞はTrav11-Traj18から成るTCRα
鎖を発現するT細胞亜群でCD1dに提示され
る糖脂質をリガンドとする。Traj18 領域の欠
損は iNKT 細胞特異的欠損となるが、これま
で幅広く用いられてきた Traj18 欠損マウス
は Traj18 よりも上流の Traj 領域が不活化し
ていることが明らかとなり、T 細胞のレパト
ア異常がある（T 細胞の種類が 40%に減少）
ことが報告された（ Bedel et al. Nat 
Immunol 2012）。 
 
２．研究の目的 
新 し く 開 発 さ れ た ゲ ノ ム 編 集 技 術
CRISPR/Cas9 法によって、Traj18 領域のみ
を欠損させたマウス（CRISPR-Traj18-/-マウ
ス）を創出することで、iNKT 特異的細胞欠
損マウスを創出する。樹立されたマウスを用
いて様々な病態モデルにおいて、iNKT 細胞
の関与の有無について再検証する。 
 
３．研究の方法 
Traj18 領域に single guide RNA（sgRNA）
を設計し、in vitro において Cas9 によって切
断が認められることを確認した。sgRNA と
Cas9 mRNA を C57BL/6 マウスの受精卵に
前核注入し、仮親に移植して産仔を得た。得
られた産仔は 80%以上の高効率で Traj18 領
域に欠失あるいは挿入が認められた。最終的
に（戻し）交配によって C57BL/6 背景およ
び BALB/c 背景の Traj18 特異的欠損マウス
を系統として樹立した。C57BL/6 背景の雄マ
ウスを用いて高脂肪食負荷試験を行った。 
 
４．研究成果 
TCR領域のレパトア解析をRNA-Seqにより
行ったところ、Traj18 以外にバイアスはかか
っていないことが明らかとなり、樹立した
CRISPR-Traj18-/-マウスが TCR レパトアに
異常がないことを明らかにした。糖脂質リガ
ンドKRN7000をロードしたCD1d組換え体
に反応性を有する細胞が存在しないことか
ら、CRISPR-Traj18-/-マウスが iNKT 細胞欠
損マウスであることを明らかとした。iNKT
細胞の肥満における影響を明らかにするた
め、高脂肪食負荷試験を行った。その結果、
CRISPR-Traj18-/- マ ウ ス で は 野 生 型 の
C57BL/6 マウスと比べて体重の増加、インス
リン抵抗性、グルコース応答性の減弱が認め
られた。この結果から iNKT 細胞が肥満やそ
れに伴うⅠ型糖尿病の増悪に寄与している
ことが明らかとなった。これまで iNKT 細胞
ではないCD1d拘束性の type II NKTが増悪
に寄与している、とされてきたが、この結果
は従来の iNKT 細胞欠損マウスの TCR レパ
トア異常によって誤った結果が導かれたも
のと考えられる。 
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