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研究成果の概要（和文）：本課題では、研究代表者が確立してきた顕微授精技術（ICSI）を基盤にゲノム編集家
禽の作出を目指した。1個の精子と精子由来卵賦活化因子（PLCZ、CSおよびAH）を投与することにより作出した 
1細胞期のウズラ受精卵にCRISPR/Cas9システムを導入することにより、常染色体、ZおよびW性染色体上の遺伝子
を効率良く編集できることが明らかとなった。また重要にもほぼ全ての個体において、ホモでの遺伝子編集が確
認され、すなわち、1世代でのノックアウト個体の作出が可能であることも見出した。さらにこの結果はこれま
でに不可能であった雌ゲノムの直接的な改変をも可能にすることを示すものである。

研究成果の概要（英文）：Programmable genome editing tool was successfully adopted to establish 
genome-edited chicken lines. However, this method is dependent on germline-mediated chimerism 
mediated by primordial germ cells (PGCs), so that its practical applications have been hampered 
because of genetic limitation in the culture of PGCs. Thus, the aim of this study is to establish 
the novel method to modify avian genome. Here, I show that microinjection of CRISPR/Cas9 RNAs into 
1-cell stage egg microinjected with a single sperm together with sperm-borne egg-activating factors 
(ICSI) is able to introduce genomic mutations on the female-specific W sex chromosome as well as 
autosomes and Z sex chromosomes in Japanese quail. These results indicate that combination of ICSI 
and CRISPR/Cas9 system could open new window for rapid generation of genome modification models in 
poultry.

研究分野： 鳥類発生工学

キーワード： ウズラ受精卵　CRISPR/Cas9 システム　雌ゲノム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者が確立してきたICSI法を基盤としたゲノム編集技術は、全ての鳥種に適用可能であるだけでなく、養
鶏産業に高い経済効果が見込まれる雌家禽ゲノムへの直接的なアプローチも可能にする唯一の技術になりうる可
能性がある。すなわち、鶏卵アレルゲン除去卵の大量生産をはじめとして、低アレルゲン卵でのインフルエンザ
ワクチンの生産事業にも展開が可能になる。さらなるノックイン技術の応用は、卵白への有用タンパク質（ヒト
臨床用抗体など）の大量分泌（鶏卵バイオリアクター）にも対応可能であり、医薬、飲食料品産業における新技
術・新分野の構築に対しても多大な貢献が期待できる。
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１．研究開始当初の背景 
ゲノム編集家禽の作出には、始原生殖細胞（primordial germ cell: PGC）の培養を介した人工

制限酵素システム（clustered regularly interspersed short palindromic repeats/Cas: CRISPR/Casや
transcription activator-like effector nucleases : TALEN）の適用とその後の生殖系列キメラ個体の作
出が一般的に用いられている（Schusser et al., 2014; Park et al., 2014; Oishi et al., 2016; Taylar et al., 
2017）。しかしながら、本方法は性染色体が雄型（ZZ）の PGCのみの培養が可能であること
から、雌型（ZW）のW性染色体に変異を加えられないことや、ホモノックアウト個体の作出
には次世代を繰り返し取る必要があるため、時間的なロスが課題視されていた。 
 
哺乳類では、顕微授精技術を含めた体外受精技術がラボレベルでもルーチンワークとして稼

働しており、近年に至っては人工制限酵素の RNAやDNAを 1細胞期受精卵に注入することで、
ダイレクトに遺伝子変異させたマウス個体を得る手法が確立された（Mashiko et al., 2013）。本
手法は従来の胚性幹細胞の培養を介したゲノム改変に代わる技術として注目されている。鳥類
発生工学においても、哺乳類のような人為的に受精卵を創る、そして 1細胞期で遺伝子に変異
を加える技術は、養鶏産業に高い経済効果が見込まれる鶏卵アレルゲンノックアウト個体や鶏
卵バイオリアクター個体の作出を"1世代"で行う上で理想的な技術である。さらには、雌ゲノ
ムへの直接的なアプローチだけでなく、W性染色体のゲノム編集も対応可能になるなど、上述
の課題解決に光明を見出す技術になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、鳥類卵の受精と胚発生を全て体外で操作できるように、これまでにブラック

ボックスであった鳥類多精受精機構の一端を解明し、具体的にこの多精侵入が、卵賦活化に伴
う減数分裂の再開と、その後の体細胞分裂（卵割）の進行に必須であることや、卵賦活化と正
常な卵割の開始には、3つの精子に特異的な因子（精子ファクター；phospholipase Czeta: PLCZ, 
aconitate hydratase: AHおよび citrate synthase: CS）が必要であることを突き止めた。更に、顕微
授精法（intracytoplasmic sperm injection: ICSI）を駆使して、単一精子のみと精子 100個分量に
相当する精子抽出物あるいは 3つの精子ファクターをウズラ排卵直後の卵に投与・培養するこ
とにより、ウズラ雛の孵化育成に世界で始めて成功してきた（Mizushima et al., 2014）。 
 
そこで本研究では、鳥類 ICSI法を基盤に、CRISPR/Cas9システムを用いてゲノム編集ウズラ

の作出が可能であるか検討した。 
 
３．研究の方法 
CRISPR/Cas9 DNAおよび RNA発現ベクターの構築：DNAベクターは trans-activating crRNA
（tracrRNA）と Cas9の両方が発現する pX330ベクターの BbsI制限酵素サイトにターゲット遺
伝子に特異的な配列を組み込んだ（crRNA）。また RNA発現用ベクターは、pUC19ベクター
に T7プロモーター配列、BbsI制限酵素サイトおよび tracrRNA配列を、pTNTベクターに Cas9
配列をそれぞれ組み込むことで構築した
（図 1）。pUC19ベクターの BbsIサイトに
ターゲット遺伝子に特異的な配列を組み込
んだ後、in vitro 転写キットを用いて sgRNA
（crRNA+tracrRNA）と Cas9 mRNAの合成
を行った。 
 
ICSIと CRISPR/Cas9システムの導入：ニホンウズラの雌の卵管膨大部から取り出した未受精卵
の胚盤に、射出精子 1個とウズラの精子ファクター（PLCZ、AHおよび CS）の cRNAを投与
し、Onoら（1994）による方法に従って、2時間の体外培養を行った。培養後のウズラ卵に、
CRISPR/Cas9の pX330 DNAベクターまた
は sgRNAと Cas9の RNAを投与し、再度体
外培養を行った（図 2）。得られた胚から
タンパク質や DNAを抽出し、ウェスタンブ
ロッティングやシーケンス反応により、タ
ーゲット遺伝子の塩基配列の改変やタンパ
ク質欠損等の評価を行った。 
	
４．研究成果	
ゲノム編集効率における CRISPR/Cas9 DNA または RNA投与の比較検討：1細胞期のウズラ受
精卵に crRNAを含まない pX330や RNAs（sgRNAと Cas9 mRNA）を投与しても、胚発生や器
官形成に与える影響は確認されなかった。次いで表現系解析に容易なチロシナーゼ遺伝子をタ
ーゲットに、標的配列を含んだ pX330やその RNAsを投与し、24時間培養胚におけるゲノム配
列の改変を確認したところ、RNAs投与群では非常に高い割合で塩基配列の欠損が確認された
が、そのような欠損は pX330の投与では認められなかった。また投与後 2時間の胚盤における



Cas9のタンパク質発現を確認したところ、RNAs投与群では推定サイズでのバンドが確認され
たのに対して、pX330ベクター投与群ではその発現が確認されなかった。しかしながら、ニワ
トリ由来の DF-1細胞株を用いて single strand annealing（SSA）アッセイを行ったところ（Mashiko 
et al., 2013）、pX330ベクターのトランスフェクションによる塩基配列の切断や Cas9タンパク
質の発現が確認された。以上のことから、1細胞期のウズラ卵ゲノムに編集を施すためには、
CRISPR/Casシステムを DNAではなく RNAで投与することが望ましいことが分かった。 
 
常染色体、ZおよびW性染色体のゲノム編集効率：上述の RNA注入法をベースに、Cyclin（常
染色体遺伝子）、DDX4（Z性染色体遺伝子）およびWPKCI（W性染色体遺伝子）をターゲッ
トに crRNA配列を設計し、1細胞期受精卵への投与を行った。Cyclin 遺伝子に対する sgRNA
を投与した場合には、ほぼ全ての胚において発生が胚盤葉ステージで停止することが分かった。
また DNA解析を行った結果、胚盤葉で停止した全ての胚ゲノムにおいて、ホモで 1-2塩基のイ
ンデルが確認され、正常なタンパク質発現も確認されなかった。また DDX4遺伝子においても
同様に、投与したほぼ全ての胚において塩基配列のホモ欠損が確認され、PGCの減少が確認さ
れた。また本方法は、重要にもWPKCI遺伝子のゲノム編集も可能であることが分かった。 
 
まとめ： 1細胞期受精卵への CRISPR/Cas9システムを RNAで導入することにより、ほぼ全て
のウズラ胚においてホモでの遺伝子編集が確認されたことから、この結果は G0世代でのノッ
クアウト個体の作出が可能であることを示すものである。また本技術は、従来の 3ヶ月以上か
かる PGCの培養等が一切必要ないため、経費や作成時間の大幅な削減に繋がり、極めて有用性
の高いものである。さらに従来の技術では不可能であった雌家禽ゲノムへの直接的な編集も可
能になったことから、性染色体遺伝子が寄与する性分化機構の解析にも着手が可能になると考
えられる。 
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