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研究成果の概要（和文）：  遺伝子ターゲティング生物作製の新しい手法として注目されている人工ヌクレアー
ゼの実用化を推進することを目指し、種々の技術開発および家畜卵と、魚類卵への応用を検討した。
  本研究では、CRISPR/Cas系を用い一度にトリプルKOが高率にできること、大規模変異を入れられることを示し
た。技術開発として非特異切断の抑制が期待されるオフセットニッキング系の構築、PAM配列が異なる別種の
CRISPR/Cas系の利用性向上、また応用としてブタ卵やヤマメ、ニジマス卵での利用の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：The present study was aimed to promote the practical application of 
artificial nucleases, which has drawn attention as a new method of gene targeting organism 
production, and studied various technological developments and application to livestock eggs and 
fish eggs. 
In this study, we showed that triple KO can be prodused at a time using CRISPR/Cas system, and that 
large-scale mutation can be introduced. As technology development, we constructed offset nicking 
system which is expected to suppress nonspecific effects and increased availability of original 
CRISPR/Cas system of other species with different PAM sequence. For the application, we showed the 
availability of this system to porcine eggs, Yamame and rainbow trout eggs.

研究分野：生殖遺伝学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
Zinc-Finger Nuclease (ZFN)はゲノム上の
標的配列を認識する Zinc-Finger（ZF）タン
パク質と DNA を切断する Fok1 ヌクレアー
ゼを結合した人工ヌクレアーゼであり、DNA
に二本鎖切断（DSB）を入れることにより
DNA 修復の過程で変異が入ることを利用し
た遺伝子ターゲティング生物作製の新しい
手法として注目された。ZFNを利用した初の
遺伝子欠損（KO）個体はショウジョウバエ
で 2002 年に報告され、哺乳類ではラットで
2009 年に成功例が報告されている。また
DSBの修復課程でDNA断片の取り込みが起
こることを利用した標的部位への遺伝子導
入（KI）動物も 2010年にマウス、2011年に
はラットとウサギで報告されている。しかし
ZFN作製には費用と時間・労力がかかり、作
用効率が低いうえ非特異的な作用がある等
の理由から広く実用化されてはいなかった。
本研究開始の前年に、当研究室では僅か 1日
で ZFN が安価に作製できる新たな合成方法
を開発し、この方法で作製した 4種類の ZFN
がマウス初期胚で標的配列を切断し、胚移植
の結果、遺伝子ターゲティングマウスを僅か
1 ヶ月で作製することに成功した。この作成
法を完成・普及させれば ZFN の応用に大き
く貢献すると思われた。 
ところが研究開始年である 2013 年に新た
な人工ヌクレアーゼとして CRISPR/Cas 系
が報告された。この系では、標的配列を認識
するのはタンパク質ではなく特殊な高次構
造を持つ RNAでガイド RNA（gRNA）と呼
ばれ、これと特異的に結合するヌクレアーゼ
の Cas9 が標的 DNA を切断する。当研究室
もこの作用確認を行ったところ、ZFNと比較
し格段に高率が高く、また gRNA の作成は
ZFN作成より容易であった。さらに初の報告
があった 2013 年と同年にマウスでダブル
KOのみならずトリプル KOやクインタプル
KO まで報告された。そのため今後は人工ヌ
クレアーゼとしては ZFN より CRISPR/ 
Cas系が主流になると考えられる。 

 
２．研究の目的 
当初の目的は、ZFNの合成方法を完成させ、
家畜卵や魚類卵にまで応用できるようにし、
人工ヌクレアーゼを用いた遺伝子ターゲテ
ィングを普及させることであった。しかし上
記の通り CRISPR/Cas系の有用性が ZFNよ
り著しく高いことが判明したことから ZFN
のみならず CRISPR/Cas 系も含めて研究を
遂行することとした。すなわち、本研究の目
的は人工ヌクレアーゼの遺伝子ターゲティ
ング動物作製への実用化を推進することで
あり、そのための技術開発を行うことである。
なお、本研究課題名には遺伝子ノックアウト
動物と記したが、通常のKO動物のみならず、
KI 動物や特定の組織にのみ遺伝子変異を導
入するコンディショナル遺伝子変異（CKO）
動物の作製も含めて研究を行うこととした。 

３．研究の方法 
 材料として、人工ヌクレアーゼの技術開発
の目的には培養細胞とマウス卵を用い、その
応用には家畜卵であるブタ卵と、魚類卵とし
てゼブラフィッシュ、ヤマメ、およびニジマ
ス卵を用いることとする。人工ヌクレアーゼ
導入の方法としては、培養細胞に対しては発
現ベクターをエレクトロポレーションによ
り取り込ませ、卵に対しては ZFNのmRNA、
CRISPR/Cas系の Cas9の mRNA と gRNA
を in vitroで合成し、これらを卵の細胞質に
顕微注入するという手法を用いる。 
 ZFNについては効率を高め、非特異的切断
を抑制する方法として、DNA 認識ドメイン
である ZF の個数を増やすこと、および魚類
卵への応用を検討する。 
 CRISPR/Cas系については、まずゲノム改
変効率を確認した後、非特異作用を抑制する
方法としてのオフセットニッキング法の利
用、KI動物作成に用いる導入遺伝子の形状の
検討、コンディショナル KO 作成のための
gRNAと Cas9を発現させるベクターの検討、
および通常用いられている Streptococcus 
Pyogenes (SP)由来以外の CRISPR/Cas系の
利用について検討した。 
 
４．研究成果 
（１）ZFNの ZF数の検討 
 DNA 認識ドメインである ZF の個数を増
やすことで、ZFNの効率を高め非特異的切断
を抑制することができるかを検討するため、
通常用いられる４ZF ではマウス胚の初期発
生停止の毒性を示す ZFNをモデルに、ZF数
を増やし胚発生停止とゲノム改変効率に対
する影響を検討した。 
 当研究室で確立された簡易・安価・迅速な
ZFN の作製法である OLTA 法およびその変
法を用いて、ZF数を 6 (Right)および 7 (Left)
へと延長することに成功した（図１）。 

 
 
これらをマウス前核期胚に顕微注入した
ところ、7ZFの Left-ZFN実験区において発
生停止が救済された。さらに、発生停止を起
こす 4ZF の ZFN について、DNA 二本鎖切
断(DSB)の指標となるHistone H2AXのリン
酸化(γ-H2AX)により毒性を確認した結果、
DSBが前核の広範囲に及んでおり、ゲノム中
の複数の Off-targetに変異が見出された。一



方、7ZF の ZFN を導入した際には γ-H2AX
は見出されなかった（図２）。 

 

 
 
なお、6ZF の Right-ZFN 実験区では、発
生停止が救済されず、また 7finger の
Left-ZFN 実験区において標的配列に変異が
導入されたが、4ZF 実験区の改変効率を上回
ることはできなかった。以上の結果から、
ZFNの ZF数を延長することにより非特異的
切断を改善することは場合により可能だが、
ゲノム改変率を劇的に改善することは難し
いことが示唆された。 
 
（２）CRISPR/Cas系のゲノム改変効率 
本研究開始時点で CRISPR/Cas 系に用い
る gRNAの高次構造には long-typeと short- 
typeの 2種類が報告されていた。（図３） 

 

 
 
そこで、これらの比較を行ったところ

short-type では殆ど変異は導入されず
long-type を使用した時にのみ高率に変異が
導入され、Cas9 mRNA と gRNA を各
10g/ml で注入した時の変異導入率はほぼ
100％であった。また、ZFNと比較し非特異
切断は極めて低く、この率は Cas9 mRNA濃
度に依存し、変異導入効率は gRNA濃度に依
存した。 
最適条件下で同一染色体上の約 10 kb離れ
た 2か所に gRNAを設計することにより、ダ
ブル変異率は 90％以上であり、両者の間が欠
失する大規模な変異の作成にも成功した(約
30％)。また、この大規模変異は正常に次世代
に受け継がれることも確認した。 
さらに異なる染色体の3か所にgRNAを設

計することによりトリプルKO動物の作成に
も成功し、その率は 77.8％と極めて高率であ
った。 
 
（３）CRISPR/Cas系におけるオフセットニ
ッキングの利用 

 非特異切断を抑制する方法として、DSBを
導入する Cas9 に変異を導入し、一本鎖のみ
に切断を入れる Cas9 ニッカーゼを作成した。
これと二本鎖のそれぞれの DNA 鎖に対する
2種類の gRNAと共に注入して変異動物を作
成できるかを調べた。本実験では約 1kb離れ
た 2 か所を標的部位とし 4 種類の gRNA と
Cas9 ニッカーゼを注入したところ、生まれ
た子の 100％に変異が入っており、83.3％は
両部位間の 1kbが欠失していた（図４）。 
 

 
またこの Cas9 ニッカーゼを用いて Flag
配列を含む 120baseの一本鎖オリゴDNAを
共注入することによりFlagタグをKIするこ
とにも成功し、その率は 80％であった（図５）。 
 

 
 
（４）CRISPR/Cas系を用いた KI導入遺伝
子の形状の検討 

 上記のKI動物作製でも示されている通り、
マウス卵に対しドナーDNA として約 150 塩
基の一本鎖 DNA を共注入することにより約
80％という高率で KI が起こることを確認し
た。しかし一般の遺伝子を KIする場合、PCR
などで増幅されるドナーDNA は二本鎖であ



り、長さも数 kb に及ぶ。そこで、より長い
DNA 挿入を目指し二本鎖 DNA を注入する
と多くの卵が死滅すること、低濃度では生存
するが KIが起こらなかった。 
 高濃度の二本鎖 DNA による発生停止のメ
カニズムについて DNA 損傷応答の面から検
討し、前核期のヒストン H2AX リン酸化が
この時に顕著に上昇する一方、その下流であ
るp53や着床前胚の発生進行に重要な胚性ゲ
ノム活性化に影響は認められなかった。以上
より、二本鎖 DNAは受精卵に p53を介さな
い DNA 損傷応答シグナルを活性化させるこ
とが示唆された。 
次に、二本鎖 DNA の導入が胚発生を停止
させないようにするため、ドナーDNA の形
状を検討した。その結果、5’末端を 20塩基
ほど突出させることにより胚発生の停止を
解除でき、一本鎖 DNA に匹敵する変異導入
効率を得られることを見出した。しかし本検
討の二本鎖DNAは 150bpと比較的短いもの
であり、より長いものの検討が必要である。 
 
（５）CRISPR/Cas系を用いた CKO作成法
の検討 

 転写に働く RNAポリメラーゼ（RNA-P）
には I、II、IIIの 3種類があるが、組織特異
性の高いプロモーターは RNA-PII に対する
もののみで I と III に対するものはほぼ全て
が全身性である。RNA-PII で合成された
RNAはキャップ構造を持つため gRNAの発
現には適さないため、CRISPR/Cas系を用い
て組織特異的な KO動物を作成する場合、通
常は RNA-PIIIに対するプロモーターにより
gRNA を全身性に発現させ、Cas9 のみを II
に対する組織特異的プロモーターを用いて
発現させている。しかし、Cas9 のみを組織
特異的に発現させた場合、目的の組織以外で
も変異が入ることが多く、非特異的になりや
すい。この点を改善目的で Cas9と gRNAの
両方を組織特異的に発現させる方法の開発
を行った。 

1つのRNA-PII型プロモーターにCas9と
gRNAをつなぎ同時に発現させた後にリボザ
イムを用いて gRNA を切り出すという方法
を検討した。そのためリボザイムの遺伝子で
gRNAを挟み IRESを介して Cas9遺伝子を
つないだ構造のベクターを構築した。これを
細胞に導入し、単一の RNA-PII 型プロモー
ターから機能的なCas9と gRNAの発現を確
認した。今回は全身性の RNA-PII 型プロモ
ーターを用いたが、いずれ組織特異的なプロ
モーターを用いれば CKO 動物が作成できる
はずである。しかし、今回のリボザイムを用
いた方法では変異導入効率が 5％程度と低く
改善が必要である。 
 
（６）SP由来以外の CRISPR/Cas系の利用 
 CRISPR/Cas系においてCas9が gRNAに
結合するためには標的配列の近くに PAM 配
列と呼ばれる特定の配列が必要である。

CRISPR/Cas 系は細菌や古細菌がウイルス
の感染を防御するための適応免疫系であり、
一般に用いられる Streptococcus Pyogenes 
(SP)以外にも PAM 配列の異なる多くの種類
の CRISPR/Cas系が存在する。SPが用いら
れるのは PAM配列が 5'-NGGと簡単で短い
ため標的配列の制約が少ないためであろう。
しかし標的配列によっては他の PAM の方が
適している場合もあり、PAM 配列の異なる
CRISPR/Cas 系の有効性について検討する
ことは有意義である。 
そこで、培養細胞でゲノム改変に使用可能
と報告されている S．Thermophilus-1（ST1）
のものが受精卵を用いた KOおよび KIマウ
スの作製に応用できるか検討した。その結果、
変異導入が 92％、KIが 46％と SP同等の高
率にゲノム編集が可能であることを示した
（図６）。 

 
 
また、Campylobacter jejuni (Cj)由来の

CRISPR/Cas 系の PAM 配列を検討し、
5'-NNNVRYAC では 80％前後の変異率が得
られるが、これまで PAM として使用可能と
報 告 さ れ て い る 5'-NNNNACA 、
5'-NNNNRYAC、5'-NNNVRYMでは変異が
導 入 で き な い こ と を 示 し 、 Cj 由 来
CRISPR/Cas系の使用を可能にした。 
 
（７）人工ヌクレアーゼのブタ卵への応用 
家畜卵としてブタ卵を用い、未受精卵に

CRISPR/Casを作用させると 2細胞期までに
約半分の卵に遺伝子破壊を起せることが明
らかとなった。さらに、これまで報告の無い
減数分裂過程の未成熟卵に作用させると 48
時間後の第２減数分裂中期卵の約 80％と、初
期発生過程より効率的に遺伝子破壊が可能
であることを見出した。これに対し核膜が存
在する GVBD 以前の卵では変異が全く導入
できなかった。この原因を検討した結果、未
成熟卵の核膜において大分子の核外輸送に
関与するエクスポーチン(XPO)1 の特異的阻
害剤であるレプトマイシン B を処理すると
Cas9の核内濃度が上昇しGVBD以前でも遺
伝子破壊が起こるようになった（図７）。 
ブタ卵に対する検討では、GV特有の DNA
形状やゲノム状態が変異導入に及ぼす影響
についても解析した。その結果、卵（4n）の



変異導入アレル数は 62％が 1 本、35％が 2
本と少なかった。これが減数分裂特異的かは
確定できないが、成熟過程に導入された変異
が必ずしも次世代へ反映されないことが示
唆された。LMB処理 GV期卵ではMII期卵
に比べて長い indel が導入される傾向があり、
脱凝縮した染色体は凝縮したものより大き
な欠失が起こり易いと考えられた。 

 
（８）人工ヌクレアーゼの魚類卵への応用 
魚類卵に対しては人工ヌクレアーゼとし
て ZFNと CRISPR/Cas系を検討した。ZFN
をゼブラフィッシュ１細胞期胚に作用させ
た結果、高濃度では胚が死滅してしまうが 10 
ngl では生存胚が存在した。しかし、変異
が導入された胚はその約 10％であり
CRISPR/Cas系と比較すると低率であった。 
次に CRISPR/Cas システムを用いてヤマ
メ、ニジマス、ヒメマス卵への変異導入を試
みた。その結果、稚魚各 8尾の変異解析の結
果、ヤマメでは 6尾、ニジマスでは 7尾、ヒ
メマスでは 6尾で変異が認められ、ニジマス
7尾における変異アリルの出現頻度は、3.1%
から 23.3%であった。また、これらの変異は、
7 あるいは 8 塩基の欠損、1 塩基の挿入およ
び 1塩基の置換であった。さらに、ヤマメと
ニジマスの雄親に由来する F1 個体を解析し
た結果、ヤマメ 2尾に由来する F1の 6.8%と
13.3%の個体が、またニジマス 2 尾に由来す
る F1 の 1.7%と 3.9%の個体がヘテロ変異体
であり、これら同士を交配した F2では約 1/4
がノックアウト(KO)個体であった。したがっ
て低率だが魚卵にも CRISPR/Cas 系は有効
で、変異は次世代に受け継がれることが示さ
れた。 
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