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研究成果の概要（和文）：シス制御領域の胚発生におけるin vivoでの機能を、短期間で効率よく解析する有効
な実験手法はいまだ確立されていない。そこで、ヌクレアーゼ活性欠失型Cas9（dCas9 ）を用いたCRISPRiによ
って、シス制御領域の機能解析が可能かどうかを、ツメガエル胚を用いて検討した。ルシフェラーゼレポーター
アッセイの結果、dCas9をmRNAの顕微注入によって発現させても、タンパク質をそのまま顕微注入しても、レポ
ーターの発現にCRISPRiはほとんど影響を与えなかった。この結果は、ツメガエル胚に内在する転写制御装置
が、DNAに結合しているdCas9を容易に押し出してしまうことを意味している。

研究成果の概要（英文）：It is important to analyze in vivo functions of cis-regulatory modules 
during embryogenesis. However, quick and effective methods for such analysis have never been 
established. Therefore, I examined whether CRISPRi by a dead Cas9 protein (dCas9) can regulate 
activities of cis-regulatory modules using Xenopus embryos. Luciferase reporter assays were 
performed using both dCas9 mRNA and protein. The data showed that CRISPRi could not affect the 
reporter gene expression. This result suggests that endogenous transcriptional machineries can bump 
CRISPRi/dCas9 from DNA.

研究分野： 発生生物学・進化生物学
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１．研究開始当初の背景 

動物の胚発生において、ゲノム上のシス制御
領域（CRM）は、発生制御遺伝子の発現量、
時期、領域を精密に制御する極めて重要な配
列である。近年、多くの動物のゲノムが解読
され、進化的に保存された CRM が数多く解
析されてきた。さらに、クロマチン免疫沈降
シークエンス（ChIP-seq）解析によって、転
写因子の結合領域すなわち CRM がゲノムワ
イドに同定できるようになった。我々もこれ
までの研究成果において、脊椎動物初期発生
における転写因子のゲノム結合領域を、ネッ
タイツメガエル胚を用いた ChIP-seq 解析に
よって明らかにしてきた（Yasuoka et al., 

2014, Nature Communications）。しかし、
これらの解析によって発見された CRM の胚
発生における in vivo での機能を、短期間で
効率よく解析する有効な実験手法はいまだ
確立されていない。 

そこで、近年盛んに研究されているゲノム
編集技術の中から、CRISPR-Cas9 システム
に着目した。これは、細菌由来の Cas9 ヌク
レアーゼタンパク質が、guide RNA (gRNA)

と呼ばれる短い RNAと複合体を作り、gRNA

に含まれる 20 塩基の標的配列と相補的な
DNA 配列に結合して、二本鎖 DNA を切断す
るものである。さらにこれから派生した手法
として、ヌクレアーゼ活性欠失型 Cas9

（dCas9）を gRNA によって転写開始部位近
傍に恒常的に結合させて転写阻害を行う
CRIPSR interference（CRISPRi）も報告さ
れた（Qi et al., 2013, Cell、Gilbert et al., 

2013, Cell）。これを発生学実験に発展させる
ことで、本研究の着想に至った。 

 

２．研究の目的 

比較ゲノム解析や ChIP-seq 解析で発見され
た CRM の胚発生における活性は、レポータ
ー解析を用いて調べるのが現在の主流であ
る。しかし、レポーター解析は外来 DNA を
用いて個々の CRM の活性を検討するもので
あり、本来の複雑なゲノム環境における実際
の標的遺伝子の発現変動は捉えられない。ま
た、ゲノム編集技術による CRM 破壊は不可
逆的であり、遺伝子破壊のようにコドン異常
で簡単に評価できない上、次世代交配が必要
になると手間がかかり汎用性も低い。こうい
った CRM 機能解析における多くの問題点を、
胚発生において特定のゲノム領域に可逆的
に外来タンパク質を結合させる CRISPRi に
よって解決を図る（図１）。 

発生制御遺伝子の周辺には多数（5-20）の
CRM が存在しており、それらの複合的な相
互作用によって、胚の特定の領域における遺
伝子発現は制御されている（Yasuoka et al., 

2014; Schwaiger et al., 2014）。このような
複雑な制御機構を調べるためには、同時に多
重的なゲノム領域機能阻害を行う方法が必
須である。ゲノム編集技術の中で、CRISPRi

では発現させるタンパク質が dCas9 一つだ
けであり、複数の gRNA を加えることで複数
サイトに作用させられるため、多重的な機能
阻害が迅速かつ容易である。この利点を活か
し、CRISPRi による多重的 CRM 機能解析法
を確立する。 

CRISPRi 実験を複数の動物種を用いて行
うことで、手法の一般性を検討する。さらに、
F0 世代を主に解析に用いることで、遺伝学
的解析の難しい動物種においても、胚発生に
おける CRM の役割を in vivo で効率よく解
析できる手法を開発する。 

 

３．研究の方法 

(1) 外来 DNA を用いた解析 

dCas9をコードした mRNA（もしくは dCas9

タンパク質）と gRNA を、レポーターDNA

とともにツメガエル胚に顕微注入し、
CRISPRi による CRM 機能阻害を試みる。ま
ずは、既知の CRM を組み込んだ外来レポー
ターカセットを用いて、 CRM 配列に
CRISPRi を作用させたときのレポーター遺
伝子（ルシフェラーゼ）の発現変動を検討す
る。dCas9 に転写活性化ドメイン（VP16）
や転写抑制ドメインを融合させたコンスト
ラクトも作成し、dCas9 が人工転写因子とし
て遺伝子の活性化および抑制に作用できる
のかも検討する。 

 

(2) 内在 CRM に対する解析 

ツメガエル胚の内在の CRM に対しても
CRISPRi を試み、標的遺伝子の発現に変化が
あるかどうかを検討する。脊椎動物における
発生時期・組織特異的なエンハンサーの同定
が精力的になされている otx2 遺伝子をモデ
ルに、CRISPRi による発現変動と表現型を解
析する。単一の gRNA で効果が得にくいとき
は、複数の gRNA を顕微注入して複数モチー
フ、あるいは複数エンハンサーの阻害を行い、
その複合的な効果を検討する。CRISPRi の標
的配列の特異性に関しては、タグ付き dCas9

に対する ChIP-seq 解析によって検討する。 

 

(3) 発生時期特異的な解析 

dCas9 にグルココルチコイドレセプター
（GR）を融合し、デキサメタゾン（DEX）
処理によって核移行を制御して、CRM の時
期特異的な解析を行う。 

 

(4) 動物種横断的な解析 

内在の CRM および遺伝子転写に対する
CRIPSRi を、ホヤおよびイソギンチャクの胚図１：CRISPRi による CRM 機能阻害 



を用いて行い、ツメガエルで確立した手法の
一般性を検討する。遺伝子発現制御がよく解
析 さ れ て い る 遺 伝 子 と し て 、 ホ ヤ は
brachyury、イソギンチャクは chordin をモ
デルに発現解析を行う。 
 

４．研究成果 
(1) 各種発現コンストラクトの完成 

dCas9 を動物胚で発現させるための各種発
現コンストラクトを作成した。最も基本とな
るものとして、免疫沈降実験用に FLAG タグ、
蛍光観察用に mVenus、核局在させるために
核局在シグナル（NLS）を dCas9 に融合さ
せたコンストラクトを作成した。このコンス
トラクトの mRNA をツメガエル胚動物極側
に顕微注入して発現させたところ、期待通り
dCas9 タンパク質の核局在が共焦点顕微鏡
によって観察された（図２）。 

図２：核局在型 dCas9 のツメガエル胚にお
ける核への局在 

 

さらに、任意の時期に dCas9 を核局在させ
られるよう、GR 融合型のコンストラクトも
作成し、mRNA をツメガエル胚動物極側に顕
微注入した。DEX 処理条件下での dCas9 の
細胞内局在を検討した結果、DEX 処理によっ
てGR融合型dCas9の核局在が制御できるこ
とが示された（図３）。 

図３：GR-DEX 系による dCas9 の核移行
制御（ツメガエル胚） 

 

VP16 や enR ドメインを付加したコンスト
ラクトも同時に作成し、当初計画していたコ
ンストラクトはすべて完成した。 

 

(2) ツメガエル胚において、CRISPRi は内在
転写装置に駆逐される 

CRISPRi がツメガエル胚において有効かど
うかを調べるため、ルシフェラーゼレポータ
ーアッセイを行った（図４）。レポーターに
は SV40 late promoter をルシフェラーゼの
上流にもつ pGL4p を使用した。ルシフェラ
ーゼ遺伝子配列に対して数種類の gRNA を
設計し（図４上）、dCas9 mRNA とともにレ
ポーターDNA と共注入したところ、原腸胚
まで発生させた段階でほとんどレポーター
遺伝子の発現に変動はなかった（図４グラフ
左）。VP16 や enR を融合させたコンストラ
クトでも、レポーターの発現にはほとんど影
響しなかった（図４グラフ右）。また、複数
の gRNA を導入して多重的に CRISPRi を作
用させても、大きな発現抑制は見られなかっ
た。 

 

図４：ツメガエル胚を用いたレポーターア
ッセイにおける CRISPRi の転写阻害効果
（dCas9 mRNA を顕微注入） 

 

gRNA の活性（DNA 結合能）が低い可能
性も考えられたが、Cas9 タンパク質、gRNA、
レポーターDNA を混ぜてインキュベートし
たところ、どの gRNA でもレポーターDNA

がほぼ完全に切断されていたので、少なくと
も in vitro では Cas9 タンパク質が gRNA を
介してレポーターDNA に結合できることが
示された。 

 

次に、mRNA による dCas9 の発現が不十
分である可能性を考えて、dCas9 タンパク質
を用いた CRISPRi を検討した（図５）。dCas9

タンパク質をあらかじめ gRNA と混ぜてお
き、RNP を形成させてから顕微注入すること
で、効率よく標的配列に結合することが期待
されたが、mRNA の場合と同様にレポーター
遺伝子の発現量は CRISPRi によってほとん
ど変動しなかった。dCas9 タンパク質単独で
なぜかレポーターの発現が減少したが、
gRNAを加えても大きな変動がなかったため、
dCas9 タンパク質による二次的な作用であ
ると考えられる。Cas9 タンパク質を顕微注
入した場合は、レポーターDNA が切断され
たことによる大幅な発現減少が見られたの
で、in vivo でも Cas9 タンパク質は gRNA を
介してレポーターDNA に結合できることが



示された。 

 

CRMに対してCRISPRiを作用させる目的
で、古典的 Wnt シグナルに応答する
TOP-FLASH レポーターを用いた実験も行
った。TOP-FLASH レポーターは、ルシフェ
ラーゼレポーターの上流に Tcf 結合モチーフ
を複数もつので、この Tcf 結合モチーフに結
合する gRNA を設計し、dCas9 の結合によっ
て Tcf の作用が阻害されるかどうかを検討し
た。しかし、mRNA、タンパク質、どちらで
dCas9 を導入しても、レポーターの発現に対
する CRISPRi の効果を検出することはでき
なかった（図５）。Cas9 タンパク質を導入し
た場合は、上流配列の切断によって大きくレ
ポーターの発現が減少したので、gRNA の
DNA 結合能は十分であると考えられる。 

 

図５：ツメガエル胚を用いたレポーターア
ッセイにおける CRISPRi の CRM 機能阻
害効果（左のグラフは dCas9 mRNA、右
のグラフは dCas9またはCas9タンパク質
を顕微注入したときの結果） 

 

これらの結果から、残念ながら CRISPRi

を用いた新規 CRM 解析法の開発は失敗に終
わった。外来 DNA で成果を得られなかった
ため、内在 CRM への作用や、ツメガエル以
外の動物胚を用いた解析へとつなげること
ができなかったことも大変残念である。しか
しながら今回の結果は、ツメガエル胚に内在
する転写装置が、DNAに結合しているdCas9

を容易に押し出し駆逐しうる、とも解釈でき
る。今後の発生学研究において同様の失敗を
繰り返さないためにも、このことを報告し、
コミュニティとして情報共有することで、よ
り有効な手法の開発につなげていきたい。 
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