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研究成果の概要（和文）：ポストゲノムプロジェクト時代におけるショウジョウバエ遺伝学を飛躍的に加速させる目的
で、TALENならびにCRISPR/Cas9を利用したゲノム編集の手法開発を行った。その結果、標的遺伝子のノックアウトとと
もに、相同組み換えを利用した遺伝子ノックインも可能となった。ノックインの効率は数％から90%程度と標的部位に
より異なるが、既に7遺伝子座についてGFP遺伝子のノックインに成功しており、実用的な効率として遺伝子ノックイン
の手法が確立されたと考えられる。

研究成果の概要（英文）：To accelerate artificial manipulations of the Drosophila genome in the 
post-genome project era, we sough to establish genome editing methodologies in Drosophila using TALEN and 
CRISPR/Cas9 technologies. We have succeeded in establishing protocols for gene knockout as well as 
knock-in through homologous recombination. Although gene knock-in efficiencies were varied from a few 
percent to ~90%, depending on targets, we have already generated GFP knocked-in strains in seven 
different loci, indicating that the gene knock-in methodology in Drosophila has been practically 
established.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 ショウジョウバエは遺伝学・発生生物学の
モデル生物の中でも最も多様な解析手法が
確立している。しかしながら、標的遺伝子に
任意の改変を行うジーン・ターゲッティング
に関しては、Golic らの手法が報告されてい
るが、複数のトランスジェニック系統間の煩
雑な掛け合わせを必要とし、また効率も極め
て低いことから、膨大な労力と時間を必要と
する状況であった。このような背景から、よ
り簡便で効率の良い遺伝子改変技術が確立
されると、ポストゲノムプロジェクト時代に
おけるショウジョウバエ遺伝学を飛躍的に
加速させる新たな技術となることが期待さ
れた。 
 TALEN (Transcription Activator-Like 
Effector Nuclease) は植物感染細菌である
Xanthomonasに由来するTALEのDNA結合のリ
ピートドメインと、2 量体を形成することで
活性を持つ制限酵素 FokI のヌクレアーゼド
メインとを融合させた人工タンパク質であ
り、指定された配列に特異的に結合して DNA
鎖を切断することができる。標的配列に対す
るTALENペアを細胞内で発現させることによ
り配列特異的に DNA に二重鎖切断を誘導し、
その修復過程で挿入あるいは欠失型の変異
（indel）を引き起こすことが出来る。さら
に、本研究開始とほぼ同じ時期になって、原
核生物のバクテリアファージに対する防御
機 構 で あ る CRISPR/Cas (Clustered 
Regulatory Interspaced Short Palindromic 
Repeats) システムを改変した、ゼブラフィ
ッシュに対するゲノム編集技術が報告され
た。このような背景から、TALENやCRISPRは、
これまでマウスや酵母など限られた生物種
においてのみ可能であった in vivo での標的
遺伝子破壊を培養細胞から人に至るまでの
広範囲の生物種・生物試料で可能にする新し
い技術になると期待されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、TALEN 法を用いてショウジョ
ウバエゲノム上の任意の標的遺伝子座に対
する遺伝子破壊技術の確立を目指した。また、
本研究開始とほぼ同時期に報告された
CRISPR/Cas9 の系についてもショウジョウバ
エ実験系への導入を検討した。さらに、TALEN
あるいはCRISPR/Cas9システムによって生じ
たDNA二本鎖切断を相同組み換えによって修
復させることにより GFP や GAL4 等外来のレ
ポーター遺伝子をゲノムの任意の場所に挿
入する遺伝子ノックイン手法の確立を目指
した。 
 
３．研究の方法 
 研究開始時点において既に、ショウジョウ
バエにおいてTALENが有効であることは確認
できていたが、その効率は極めて低く、ショ
ウジョウバエにおけるルーティンのゲノム
編集技術として用いるには変異を誘発する

効率を上げる必要があると考えられた。そこ
で、本研究では、まず最初に、ショウジョウ
バエにおけるTALENの効率化を図った。次に、
CRISPR/Cas9 技術をショウジョウバエに導入
するため、各種発現ベクター・トランスジェ
ニック系統を調達し、最も有用なシステムの
構築を図った。さらに、 TALEN 及 び
CRISPR/Cas9 によって DNA 二本鎖切断を引き
起こした後に相同組み換えによって外来遺
伝子を標的部位にノックインする手法の確
立を行った。 
（１） ショウジョウバエゲノム編集におけ
る TALEN の効率化 

 TALEN の効率化のために Addgene 社より購
入したオリジナルの Golden TALEN の構造を
改変した。ゼブラフィッシュで TALEN 手法を
精力的に進めているユタ大学星島博士より
TALE 領域の DNA 結合ドメインを除く N 末、C
末側を欠失させると in vivo における活性が
劇的に向上するとの情報を得た (Dahlem et 
al. 2012)。そこで、星島博士よりゼブラフ
ィッシュへの TALEN mRNA インジェクション
を目的に作成されたプラスミドの分与を受
け、このプラスミドを出発点としてショウジ
ョウバエにおける効率を検討した。また、星
島博士より、FokI エンドヌクレアーゼドメイ
ンについても2量体形成の効率を引き上げる
突然変異を導入することによって標的切断
の特異性と効率が改善するとの情報も得た 
(Hu et. al. 2013)。そこで、このような 2
量体形成能改善による標的遺伝子の突然変
異誘導への効率化についても検討を行った。 
 作成した TALEN mRNA を発現するプラスミ
ドより、キャップアナログ（me7GpppG）存在
下での in vitro transcription と Poly (A) 
ポリメラーゼによるポリアデニル化によっ
て mRNA を合成した。mRNA を精製後、TALEN
ペア mRNA をショウジョウバエ初期胚の後極
細胞質領域に顕微注射した。顕微注射した F0
胚は成虫まで発生させた。F0 ゲノム中におい
て、突然変異はモザイクに存在していること
から、F0 成虫をバランサーストックのハエと
交尾させ、F1世代で突然変異の有無を検討し
た。具体的には、まず 5〜10 匹程度の F1 個
体よりゲノム DNA を抽出し、標的部位を含ん
だ500 bp程度の領域をPCRにより増幅した。
次に、PCR 産物を１本鎖に解離後に再アニー
ルさせた。この DNA 断片を T7 エンドヌクレ
アーゼ Iで処理することにより、標的部位に
indel が存在した断片を分解した後、切断断
片を生じる個体群をアガロースゲル電気泳
動により同定した（T7EI アッセイ; Reyon et 
al. 2012）。次に、切断断片が確認できた F1
個体群に由来する飼育バイアルより、ハエを
１匹ずつバランサーストックと交配させ、十
分な F2 幼虫を得た後、ハエ１個体よりゲノ
ム DNA を抽出して PCR および T7EI アッセイ
を行い、indel を持つ F1個体を同定した。さ
らに、PCR 断片を精製し、DNA シークエンス
により突然変異の配列を決定した。 



 
（２） ショウジョウバエゲノム編集におけ
る CRISPR/Cas9 システムの検討 

 CRISPR/Cas9 システムについては、始めに
国立遺伝学研究所・近藤周博士の開発した手
法 (Kondo and Ueda 2013) を検討した。具
体的には、U6プロモーター制御下で sgRNA を
発現するプラスミド（pBFv-U6.2）に標的配
列を挿入後、トランスジェニック系統を作成
した。そして、nanos プロモーター制御下で
Cas9 を発現する系統（nanos-Cas9）と掛け合
わせることにより、生殖細胞で Cas9 と sgRNA
とを共発現させ、標的部位への DNA 切断と修
復時の indel を誘導した。Indel の検出には
TALEN と同じく T7EI アッセイを用い、最終的
に PCR断片を DNAシークエンスすることによ
り配列決定を行った。次に pBFv-U6.2 プラス
ミドを nanos-Cas9 系統由来の胚に直接顕微
注射することによりindelを誘導できるかに
ついて検討した。さらに、U6-sgRNA と共に
hsp70プロモーター制御下でCas9を発現する
プラスミド（pDCC6; Gokcezade et al. 2014）
を用いて y w 等 sgRNA や Cas9 のトランスジ
ェニック系統ではない胚に顕微注射して
indel を得ることができるのかについて検討
を行った。 
 
（３） CRISPR/Cas9 システムを用いた遺伝
子ノックイン手法の開発 

 TALEN及びCRIPSR/Ca9による標的部位への
indel 挿入が可能となった後、GFP や GAL4 等
の DNA配列を相同組み換えにより標的部位に
挿入するノックイン技術の開発を進めた。ま
ず、外来 DNA 断片が挿入されたことが容易に
判別できるように、幼虫の脳及び成虫の眼で
赤色蛍光タンパク質が発現する 3xP3-RFP を
マーカーに用いてノックイン現象の有無に
ついて検討を行った。さらに、様々な遺伝子
座に対して GFP をノックインして、ゲノムの
標的遺伝子部位で正確にGFP配列が挿入され、
GFP 融合タンパク質を発現する個体の作出を
進めた。 
 
４．研究成果 
（１） ショウジョウバエゲノム編集におけ
る TALEN の効率化 

 TALEN による遺伝子ノックアウトの標的と
して、研究室で解析を進めつつある膜輸送因
子 Exocyst の構成因子の一つ exo84 を選択し
た。exo84 のエクソン配列に対して TALEN 標
的部位を検索した結果をもとにして、３カ所
の標的部位を検討することとした。Golden 
Gate 法により TALE 領域の配列を組み上げ、
FokI ドメインの２量体形成効率を改善した
pCS2TAL3-DDD および RRR プラスミド上で
TALEN コンストラクトを作成した。これらプ
ラスミドを鋳型として mRNA を合成し、y w 胚
に 1 µg/µlの濃度で顕微注射した。F0幼虫４
匹よりゲノムDNAを抽出して標的部位をクロ
ーニングしてシークエンスした結果、3 カ所

の標的のうち 2 カ所において 19〜38%の効率
で indel が検出された。Indel の長さは 3 bp
程度から 17 bp 欠失まで広い範囲にわたって
おり、翻訳の読み枠がずれた突然変異を引き
起こすクローンも検出された。 
 次に FokI ドメインの２量体形成効率に対
してindelを生じる効率との相関を検討した
ところ、FokI-DDD/RRR ペアとホモダイマーを
形成する野生型との間では顕著な差は認め
られなかった（DDD/RRR ペア 7 indels/15 ク
ローンに対して野生型ペア 7 indels/14 クロ
ーン）。一方、DDD/RRR ペアはヘテロダイマー
のみを形成することから、標的配列に対する
特異性がより高まっていると予想される。こ
のことから、以後の実験でも DDD/RRR のペア
で実験を進めることにした。 
 さらに、本手法が様々な遺伝子座に対して
有効であるのかについて検討を進めるため
に、sec8, CCHa2 receotpr (CCHa2-R)他３遺
伝子に対して遺伝子ノックアウト系統の作
成を試みた。その際、より効率良く indel を
検出するために T7EI アッセイ法を確立した
（図１）。確立した T7EI 法の条件は以下のよ
うになる。 
・ 標的部位を挟んで500 bp程度を PCR増幅 
・ 94℃ 5 分処理後 25℃までの徐冷により
１本鎖への解離と再アニールにより野生
型鎖と indel 鎖との hetero-duplex を形
成させる。 
・ T7EIを1U/10 µlの反応スケールで加え、
37℃で 60 分処理。 
・ 2%アガロース電気泳動により分解産物を
検出する。 

 
 T7EI アッセイと DNA シークエンスの結果、
CCHa2-R および他 3 遺伝子において欠失変異
体が作成された。一方、sec8 に対しては 2カ
所の標的部位を設定したがどちらのTALENペ
アからも indel を得ることはできなかった。 
 以上の結果から、TALEN は TALE ドメインの
一部欠失によって高活性型に改変された結
果、ショウジョウバエにおいても実用可能な
レベルで機能すること、indel 導入効率は標
的部位の配列に依存すること、が明確となっ
た。体系的にどのような配列が効率良く切断
されるのかについては不明であるが、今回の
実験から標的遺伝子に対して 3〜4 カ所の切
断部位を設定することで、高い確率で indel

図１：野生型のみ（左レ

ーン）および野生型と

indel を持つ変異鎖との

hetero-duplexを T7EIア

ッセイ行ったアガロース

ゲル電気泳動写真 



による突然変異体を得ることが可能である
と予想された。 
 
（２） ショウジョウバエゲノム編集におけ
る CRISPR/Cas9 システムの検討 

 CRISPR/Cas9 によってショウジョウバエゲ
ノム編集が効率良く引き起こされるかにつ
いて検討するために、sec8 遺伝子を標的とし
た。TALEN のノックアウト効率は標的の配列
に大きく依存したことから、CRISPR/Cas9 に
ついても同様の傾向があるのかを検討する
ため、複数の部位を標的として設定した。
sec8 遺伝子のエクソン配列に対して４カ所
の sgRNA 領域をデザインし、sgRNA 発現系統
を作成した。これら系統を nanos-Cas9 系統
と掛け合わせた結果、全ての sgRNA から高効
率で indel 系統が選別された。興味深いこと
に、30 ラインについて PCR 断片を DNA シーク
エンスした結果、全ての indel が独立の異な
った変異であることが判明した。すなわち、
CRISPR/Cas9 システムはショウジョウバエに
おいて極めて効率良く機能し、配列特異性も
比較的低いことが明らかとなった。 
 次に、トランスジェニック系統の作成なし
にCRIPSR/Cas9システムが効率良く機能する
のかについて検討した。まず、pBFv-U6.2 で
作成したsgRNA発現プラスミドをnanos-Cas9
由来の胚に顕微注射して検討した。その結果、
indel の出現効率はトランスジェニック系統
を作成した場合に比べて低下するものの、十
分実用的な効率で機能することがわかった。 
 さらに、U6-sgRNA と hsp70 プロモーター制
御下でCas9を発現するプラスミド(pDCC6)を
用いて、CRISPR/Cas9 システムを検討した。y 
w 胚に顕微注射した結果、十分実用的な効率
で indel を引き起こすことが判明した。すな
わち、pDCC6 をもとにした実験系を使うこと
により、任意のショウジョウバエ系統のバッ
クグラウンドで効率良く遺伝子ノックアウ
トすることが可能となった。 
 
（３） CRISPR/Cas9 システムを用いた遺伝
子ノックイン手法の開発 

 CRISPR/Cas9 システムは TALEN よりも配列
依 存 性 が 低 い と 考 え ら れ た の で 、
CRISPR/Cas9 のシステム下で遺伝子ノックイ
ンが可能であるのかについて検討した。まず、
標的部位へのindel誘導活性が確認できてい
るsec8遺伝子座へのノックインを検討した。
具体的には標的切断部位の 5’側と 3’側
各々約 1 kb のゲノム領域を PCR により増幅
し、それら DNA 断片の間に成虫の眼で RFP を
発現する 3xP3-RFP カセットを挿入したノッ
クインベクターを作成した。そして、
U6-sgRNA と nanos-Cas9 とを共に発現する雌
由来の胚に顕微注射した。その結果、効率は
約１％程度ながら眼でRFPが発現する系統を
得ることができた。さらに、PCR 解析により、
標的領域に 3xP3-RFP の遺伝子カセットが正
確にノックインされていることを確認した。 

 次に、標的遺伝子のコーディング配列
（CDS）の末端に GFP の CDS を翻訳読み枠を
合わせて挿入することが可能であるかを検
討した。始めに、mei-P26 遺伝子について CDS
の 5’端近傍に sgRNA 配列を設定し、トラン
スジェニック系統を作成した。そして N末端
側にGFPが挿入されるようにデザインしたノ
ックインベクターを作成して顕微注射を行
った。ノックイン領域周辺の配列と GFP 遺伝
子内に PCR プライマーを設定し、F1 個体につ
いてノックイン系統をスクリーニングした。
その結果、正確に GFP 遺伝子が挿入されたノ
ックイン系統が作出できた。GFP の発現パタ
ーンを検討した結果、論文発表されている抗
Mei-P26 抗体を用いた発現パターンと酷似し
ていた。 

 
 さらに、他の遺伝子についても GFP のノッ
クインを試みた。現在までに、mei-P26 を含
めて 7遺伝子について GFPノックイン系統の
作出に成功した（図 3,図４）。GFP ノックイ
ンの効率は、数％程度のものから 90%ぐらい
のものまで様々であったが、F1 個体を複数ま
とめて PCR 解析した後、１個体ゲノムの PCR
によるスクリーニングを進めることにより、
数％程度のノックイン効率の場合は確実に
ノックイン系統を回収可能であった。 
 
 

 
 
 
 
 

図２：卵巣先端

部 に お け る

GFP::Mei-P26

タンパク質の

発現 

 

図３：卵巣におけ

る GFP::Piwi の

発現 



 
 以上、当初の目的であった遺伝子ノックイ
ンの手法は確立出来たと考えられる。 
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