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研究成果の概要（和文）：近年、TALENs、CRISPRといったゲノム編集技術が注目されている。いずれも標的とするDNA
配列への特異的な結合反応を利用した配列特異的DNA二重鎖切断導入システムによる変異導入系である。本研究では、D
NA切断活性を転写制御活性に置き換えた人工転写因子を作成し、特定遺伝子の転写を制御できる系をメダカにおいて確
立する事を目指した。DNA切断活性を失活させた変異Cas9と転写活性化因子VP64とのキメラ蛋白がメダカ細胞内で人工
転写因子として機能することがβ-actin遺伝子のプロモーター領域を用いて確認できた。更に、p21の上流領域におい
ても人工転写因子による制御が可能であることが確認できた。

研究成果の概要（英文）：Recently genome editing techniques such as TALENs and CRISPR has been reported as 
attractive novel gene targeting method. Both methods include sequence specific DNA binding, and 
subsequent introduction of DNA double strand break in vicinity of the binding site. In this study, we 
tried to establish a transcriptional regulation system in Medaka. We generated the Artificial 
Transcription Factor (ATF) by replacing the DNA cleavage activity with the transcriptional regulation 
activity. For this purpose we established in vitro transcription regulation system in β-actin and p21 
genes. guideRNA were designed at several positions of upstream in each gene. These gRNA and nuclease-null 
Cas9 construct which tethering transcriptional activation domain include were introduced in medaka cells, 
and these transcriptional activation activity were detected as luciferase reporter activity. We detected 
gRNA mediated transcriptional activity in β-actin and p21 gene by this ATF system.

研究分野：放射線・化学物質影響化学
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１．研究開始当初の背景 
 遺伝子機能解析において、遺伝子発現オ
ン・オフの制御系は極めて重要なツールであ
る。よく用いられている制御系としては、テ
トラサイクリン (TetR)、タモキシフェン
(ERT2) による遺伝子発現誘導系がある。こ
れ等の系はいずれも標的遺伝子の上流、ある
いはイントロン内に制御エレメントを挿入
する必要がある。極めて煩雑な操作が必要で
あるだけでなく、個体レベルでの解析を行お
うとした場合 ES細胞によるノックインを利
用できるマウス以外での実用は困難である。
最近、ゲノム DNA 配列を認識し、結合する
タンパク質を設計・作成する技術が開発され
てきた。この技術を用い特定遺伝子の転写オ
ン・オフを制御できる人工転写因子が作成で
きるのではないかと考えた。 
 近年、人工ヌクレアーゼにより細胞内のゲ
ノム DNAを直接（in vivoで）改変し、遺伝
子機能解析を行う画期的な技術が開発され
てきた。この手法は，「ゲノム編集（Genome 
editing）」と呼ばれている。人工ヌクレアー
ゼとは、DNA に特異的に結合するドメイン
と、細菌の DNA 切断酵素の切断ドメインを
連結させたキメラタンパク質であり、このヌ
クレアーゼによりゲノム DNA に二重鎖切断
を導入する事が可能である。人工ヌクレアー
ゼとしては、ZincFinger Nuclease:ZFNが既
に 2000 年代初頭に開発されていたが、特異
的塩基配列を認識する ZincFinger の設計に
経験と熟練を要する事から、それ程一般化し
なかった。しかしながら最近、植物に感染す
るバクテリアのタンパク質（Transcription 
Activator-like Effector）の機能解析から
33−34 アミノ酸で 1 塩基を認識できる DNA
結合ドメインが明らかにされ、これを用いた
Transcription Activator-like Effector 
Nucleases:TALENsが開発された。TALENs
の設計にはZFNのような経験を必要とせず、
容易に作成できる事から、モデル生物に限ら
ず興味深い生命現象を見せる多様な生物種
に適用されつつある。本研究では、TALENs
の「特異的塩基配列に結合するドメイン」を
利用し、ヌクレアーゼドメインの代わりに転
写制御ドメインを結合させた人工転写因子
を作成する事により、メダカ個体における遺
伝子発現制御系を構築する事を目指した。転
写制御ドメインとしては、活性化用に
HSV-VP16を 4回繰り返したVP64ドメイン
を 、 抑 制 用 に ヒ ト KOX1 遺 伝 子 の
KRAB(Kruppel-asociated box) repressorド
メインを用いることにした。また p21遺伝子
を標的遺伝子とした。p21 は DNA 損傷依存
的に p53 により転写活性化される遺伝子で
あり、損傷応答経路の中枢を構成している。
P21遺伝子の発現を自由にオン・オフする事
により、これまで明らかにされている損傷応
答シグナル経路の検証ができると同時に、個
体（体組織）レベルでの損傷応答解析の優れ
たモデル系が構築できることを期待した。 

 
２．研究の目的 
 近年、人工ヌクレアーゼ（ZFN, TALENs, 
CRISPR）を利用したゲノム編集技術が注目
されている。人工ヌクレアーゼは、DNA に
特異的に結合するドメインと、細菌の DNA 
切断酵素の切断ドメインを連結させたキメ
ラタンパク質であり、このヌクレアーゼによ
りゲノムDNA に二重鎖切断を導入する事が
可能である。この二重鎖切断は、非相同末端
結合により修復された場合、高頻度に当該遺
伝子に突然変異が導入される為、新たな遺伝
子ノックアウト手法として用いられている。 
本申請では、このキメラタンパク質のヌクレ
アーゼドメインを転写制御ドメインに置き
換えた人工転写因子を作成し、特定遺伝子の
転写オン・オフを制御できる系をメダカにお
いて確立する事を目指した。本技術の標的遺
伝子として p21 遺伝子をとりあげた。個体レ
ベルでの損傷応答シグナル経路解析の優れ
たモデル系の構築につながる事が期待され
る。 
 
３．研究の方法 
１）人工転写因子コンストラクトの作成： 
当初の予定ではTALE-DNA 結合モデュール
を利用して人工転写因子作製の予定だった
が TALENsに引き続きゲノム編集技術とし
て CRISPR/Cas9が報告された（Mali P.et al. 
Science. 2013 ;339(6121):823-6.）。この方法
は細菌の獲得性免疫の機構を利用したもの
で、標的配列を持つ人工 RNA(guideRNA: 
gRNA)が標的配列の相補鎖に結合し、それを
認識してヌクレアーゼである Cas9が標的配
列中に二重鎖切断を導入する。その後の反応
は他の人工ヌクレアーゼ同様、二重鎖切断の
修復の際に非相同末端結合が起こることに
より欠失、挿入変異が高頻度に導入される。
CRISPRの利点は gRNA設計するうえでの
制限が標的配列の 3’側に PAM配列と呼ばれ
る NGGの 3塩基が必要なだけで設計上の自
由度が高いこと、gRNAに標的配列のオリゴ
ヌクレオチドを組み込むだけで遺伝子破壊
の準備ができることで、他のゲノム編集技術、
ZFNや TALENのように設計上の制約が大
きいなど作成手法が煩雑で無いことである。
非常に簡便なうえ、同等の効果が得られるこ
とから、こちらのシステムを利用して人工転
写因子の作成を行うことにした。 
①guide-RNAの設計・作成：CRISPR/Cas9
はgRNA中の標的配列を入れ替えるだけで
任意の遺伝子の変異体を得ることができる
非常に簡便な手法である。gRNAの設計に
は NBRP Medakaの Search for CRISPR 
target site with micro-homology 
sequences (URL: http:// viewer.shigen. 
info/cgi-bin/crispr/crispr.cgi）を利用し、
設計された配列について同サイトの
Pattern Match – CRISPRを使用して off 
target siteを検索し出来るだけ標的配列特



異的な gRNAの設計を行った。 
 まず、人工転写因子の活性を確認するため
に、メダカのactin (ActB)遺伝子の上流
領域に gRNAを 4か所設計した(図 1)。ま
た、同じ人工転写因子でもレポーターに含
まれる上流領域の長さによって転写活性に
変化があるかどうかを見るために含まれる
標的配列の異なる 4種類のレポーターベク
ターを作製した(図 1)。レポーターとしては
ルシフェラーゼ遺伝子を使用した。 
  

 次に、転写調節の標的遺伝子である p21 遺
伝子の上流領域に標的配列の設計を行った。        
まず、メダカ p21 遺伝子上流領域の大まかな
転写活性化領域を見るために、ATGの上流
10kbを含むレポーターを作製し、同領域に

対して 6か所の gRNAを設計した(図 2)。 
 
 VP64ドメインとヌクレアーゼ活性を失活
させた Cas9のキメラタンパクの発現ベクタ
ー(Mali p.et al.Nat Biotechnol. 2013 ;31(9): 
833-8.)を addgeneより購入し使用した。 
 
４．研究成果 
メダカ培養細胞において CRISPRシステ
ムを利用した人工転写因子の効果を、
actinの上流領域で確認した(図 3)。 今
回使用したactinの上流領域はなるべく
他の因子の影響を受けないよう、ATGの上
流 400bpだけを使用した。この領域に対し
て 4か所標的配列を設計し、標的配列の数
を一つずつ減らす形で、4つのレポーター
コンストラクトを作製した。   
 図3の gRNAなしの結果に示すようにそ
れぞれのレポーターのプロモーター活性に
は大きな違いはなかった。各 gRNAを加え
てみたところ fullのレポーターでは-102の
gRNAで 1.5倍の転写の活性化が見られた。
逆に-40の gRNAでは 1/2になった。Del1
のレポーターでは、-40の gRNAで約 4倍
の強い転写活性化が見られた。Del2のレポ
ーターではいずれの gRNAでも活性化が
見られなかった。Del4のレポーターでは
1.5倍の転写活性化が見られた(図 3)。 

 
以上の結果より、CRISPRを利用した人工転
写因子のシステムはメダカ培養細胞中でも
機能することがわかった。また、レポーター
に繋ぐ上流領域の長さによって各々のgRNA
の効果が異なっており、転写活性化に影響の
ある配列の有無や、長さの違いによる高次構
造の変化などが影響があることが考えられ
た。 
 次に、目的の p21遺伝子の上流領域で同様
の解析を行った。 まず、p21 遺伝子上流領
域の大まかな転写活性化領域を見るために、
ATGの上流 10kbを含むレポーターと同領域
に対して6か所のgRNA発現コンストラクト
を作製した。各 gRNAを導入した結果、図 4
に示すように ATGに近い領域ほど高い転写
活性化能を示す傾向があることがわかった。 

 
 以上の結果より、CRISPRを用いた人工転
写因子のシステムでメダカ培養細胞中の遺
伝子発現を制御することができることがわ
かった。 
 しかしながら、p21上流領域における転写
活性化は起こっているとはいえ弱く今後改
善が必要とされる。p21の上流領域に関して
はマウスの先行研究でレポーターをゲノム
内に組み込むことにより転写の活性化がよ
り強く起こることが示されている(Nenoi M. 
et al. Exp Mol Med. 2006 Oct 31;38(5):553 
-64.)。最終的にメダカ個体内で内在性の p21
遺伝子の発現制御を行うためには、今後、p21
レポーターの stable transformantを作製し
て検討する必要がある。また、過去に報告さ
れている Zinc Finger-人工転写因子において
は転写開始点の上流 100-600 bp に存在する
何らかの転写因子の結合配列に設定されて
いるため、p21でも p53結合配列などに直接
結合する gRNA を設計してみる必要がある。
培養細胞におけるシステムが完成したら、個
体内でヒートショックプロモーターを利用
して転写活性化をオン・オフできる系を作製
し、個体レベルでの損傷応答シグナル経路解



析のモデル系の構築につながることを期待
している。 
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