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研究成果の概要（和文）：発生分化過程で遺伝子の転写がオン・オフを繰り返す様子を可視化できる細胞性粘菌
において、CRISPR/Cas9技術を応用した遺伝子の核内配置を同時イメージングする技術の確立を目指した。はじ
めにtRNAの内在性プロモーターを利用したsgRNAの高発現ベクターを作製することで、効率よくゲノム編集可能
なシステムを構築した。そこでこの発現系をもとに、ヌクレアーゼ活性を消失させたdCas9や輝点を増強する目
的のSunTagを併用することで遺伝子の核内配置の可視化を試みた。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to establish a technique for simultaneously imaging the 
nuclear localisation of a target gene using Dictyostelium that can visualise newly synthesised RNAs 
during cell differentiation. First, we constructed an efficient genome-editing system by creating 
high expression vectors of sgRNA using the endogenous promoter of tRNA. Next, based on this 
expression system, we combined it with dCas9, which abolishes nuclease activity, and SunTag, which 
aims to highlight the bright spots, to visualise the nuclear arrangement of the gene.

研究分野： 発生生物学

キーワード： CRISPR　遺伝子発現動態　ライブイメージング　Cas9 Nickase
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
個体レベルの形づくりでは精密な制御が知られている一方、同一の機能体を構成する細胞においては多様で不均
一な細胞動態が観察されている。このような個々の細胞の振る舞いの違いや精密な多細胞体構築を理解するため
には、細胞内動態を細胞集団でとらえる技術の構築が欠かせない。今回の成果は、多細胞体構築の基本原理とい
った発生生物学の重要な課題の理解につながると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
生き物のからだを形成する組織や器官は、最小の機能単位である細胞によって構築されてい

る。近年の解析技術の進歩により同一の機能体を構成する細胞集団であったとしても、多様で不
均一な細胞動態が観察されている。胚性幹細胞（ES 細胞）では、同一の条件下で培養している
にも関わらず、その細胞間で mRNA やタンパク質の量の不均一性が観察されるほか、がん細胞
は抗がん剤に対する感受性の違いがみられ、がん治療を困難にする要因となっている。このよう
に不均一な振る舞いを示す細胞集団という特徴がさまざまな場面で観察される反面、個体レベ
ルの形作りは精密に制御されており、不均一性をとらえた上で多細胞体構築原理を理解するこ
とは発生生物学の重要な課題の一つである。 
細胞の不均一性が生じる要因の一つは、細胞の性質を規定する遺伝子発現、特に遺伝情報が読

み出される段階で生じている。私は発生分化のモデル生物である細胞性粘菌を用い、生細胞内で
起こる遺伝子の転写がオン・オフを繰り返す様子を長時間可視化するシステムを構築すること
で、転写が不規則な間隔で活性化する転写バーストという現象や細胞ごとに不均一であること
を見出してきた。 
 
２．研究の目的 
 

DNA 分子から遺伝情報が読み出される段階では、時々刻々と変化するクロマチン構造や遺伝
子の核内配置などが影響していると考えられている。遺伝子の活性化に際して、その遺伝子が核
内の遺伝子発現の「場」に入る例も知られており、こういったクロマチン動態が転写活性の不均
一性を引き起こす要因となっているとも考えられる。しかし、生細胞内でクロマチンの動的変化
と遺伝子発現動態の関係を明らかにする計測技術や解析技術が不十分であるため、クロマチン
動態と転写活性の不均一性への関与は十分に理解されていない。転写の様子を可視化するシス
テムに加え、遺伝子の核内配置の変化をとらえる技術を実現できれば、これらの相関を明らかに
できる。そこで本研究では、細胞性粘菌における CRISPR/Cas9 の確立を行い、さらに
CRISPR/Cas9 を応用することで遺伝子の核内配置のライブイメージングを実現し、1 細胞レベ
ルでの遺伝子発現動態と同時解析することで、多細胞体構築過程でのクロマチンの動的変化と
不均一な振る舞いを示す転写活性化の相関を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) CRISPR/Cas9 の効率化 
 核内配置の可視化で利用する CRISPR/Cas9 は、細胞性粘菌における報告がなかった。そこ
で、Cas9 および sgRNA の発現系を比較検討することで効率よくゲノム編集可能なシステムの
構築を行った。 
 
(2) CRISPR/Cas9 の編集正確性の向上 

CRISPR/Cas9 は、標的としないゲノム領域が編集されるオフターゲット効果が指摘されてい
る。そこで、野生型 Cas9 に存在する 2 つのヌクレアーゼドメインの片方に変異を入れたニッカ
ーゼを利用することで、正確性の高いゲノム編集システムの構築を行った。 

 
(3) CRISPR/Cas9 を用いた核内配置の可視化 
樹立した CRISPR/Cas9 発現系を利用し、ゲノムの可視化を行った。ヌクレアーゼ活性を消失

させたdCas9にGFPを融合させたdCas9-GFPを利用したほか、輝度を増強する目的でSunTag
を併用した。 
 
４．研究成果 
 
(1) CRISPR/Cas9 の効率化 
 sgRNA の発現系として U6 プロモーターが広く用いられている。そこで、このプロモーター
下に sgRNA をつないだコンストラクトを作製して細胞性粘菌に導入したが、高い発現量が確認
できなかった。そこで、tRNA やリボザイムを用いた発現系を検討した。tRNA を利用した場合、
U6 プロモーターと比較して約 10 倍の発現量が得られたほか、十分な発現量が得られたときに
見られる細胞内での Cas9 と sgRNA の複合体形成が観察できた。そこで、sgRNA の発現系と
して tRNA の内在性プロモーターを利用することにした。この発現系は、一般的な U6 プロモ
ーターで期待される結果が得られていない生物を利用したゲノム編集の際に検討すべき項目で
あると考えられる。 
 次に、sgRNA と Cas9 を恒常的に細胞内で発現させることで、ゲノム編集効率を解析した。
ここでは、赤色蛍光タンパク質 tdTomato がノックインされている細胞に対し、この配列を標的
としたゲノム編集を行った。その結果、99.4%という高効率でゲノム改変による蛍光消失が確認
でき、細胞性粘菌における CRISPR/Cas9 システムの構築に成功した。 



恒常的な発現系では、継続的な sgRNA と Cas9 の発現により、オフターゲット効果が増大す
ると考えられた。そこで、一過的に sgRNA と Cas9 を発現する新たなベクターを構築し、オフ
ターゲットを低減しつつ、高効率でのゲノム編集が可能かどうか解析した。このベクターを用い
て 2 つの内在遺伝子に対してゲノム編集を試みたところ、一過的な発現にもかかわらず 70%以
上の効率でゲノム編集できることが分かった。 
このように高効率でゲノム編集できることが分かったことから、さらに複数遺伝子を同時に

編集するシステムの構築を行った。複数遺伝子の同時破壊の問題点として、複数の sgRNA をタ
ンデムにつなげることのわずらわしさがある。そこで、Golden Gate Assembly を応用すること
で、簡便かつ早いクローニングを実現した。この手法を用いて細胞性粘菌内に存在する 5 つす
べての PI3 キナーゼ（PI3K）の遺伝子の同時改変を行うコンストラクトを作製した。このコン
ストラクトを細胞内で一過的に発現させた結果、5 つの遺伝子に変異が起こっていることが確認
でき、高効率な複数遺伝子破壊が可能な一過的発現ベクターの構築に成功した。この方法は、通
常 1 年以上かかる 5 遺伝子改変の時間を約 1 か月に短縮できる利点がある。 
 
(2) CRISPR/Cas9 の編集正確性の向上 
 野生型 Cas9 には 2 つのヌクレアーゼドメインが存在することが知られており、この片方に変
異を入れることで Cas9 ニッカーゼが得られる。また、標的領域で 2 種類の sgRNA を近傍に位
置するように設計することで、別々の鎖にニックを生じさせることができる。標的以外のところ
で Cas9 ニッケースによって生じるニックは、ほぼ正確に修復される。したがって、特異性や正
確性が向上できる。そこで、2 つの sgRNA と Cas9 ニッカーゼを同時に発現させるベクターを
構築し、細胞に導入したところ、約 2 kb の欠失を約 20%以上の高効率で生じさせることがわか
った。さらに、塩基置換を加えた一本鎖オリゴ DNA を同時に細胞内へ導入することで、高効率
で一塩基置換を誘発することに成功した。この方法は、細胞性粘菌のみならずさまざまな生物に
おいて、一塩基多型を導入することや修復することも可能になると考えられる。 
 
(3) CRISPR/Cas9 を用いた核内配置の可視化 
 細胞性粘菌における CRISPR/Cas9 の効率的な系が確立したことから、次に Cas9 のヌクレア
ーゼ活性を失わせた dCas9 に GFPを融合した dCas9-GFPを用いて標的配列の核内配置の可視
化を試みた。理論上 72 分子の GFP が標的配列に結合する設計にしたが、特定の領域を示す輝
点は観察されなかった。そこで、SunTag を利用して GFP を集積させることで、24 倍にシグナ
ルを増強させることが可能なシステムを検討した。しかし、核全体に GFP の蛍光が確認される
のみで、核内に輝点を見出すことができなかった。この原因としては、特定ゲノム領域での継続
的な Cas9 の結合効率の低さを考えており、標的領域の可視化に必要な GFP が集積できていな
い可能性があげられる。この可能性を確かめるため、同様の GFP 分子数の集積により輝点が可
視化可能かどうか Cas9 を用いない方法で検討した。MS2 リピートを 48 個つなげた RNA をテ
トラサイクリン誘導発現系により発現誘導させたところ、発現誘導を行った場合のみ細胞質で
輝点が観察された。したがって、Cas9 の結合効率が低いことによって、十分な GFP 分子の集
積ができていないことにより、ゲノム領域の可視化が困難になっている可能性を考えている。 
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