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研究成果の概要（和文）：本研究では時期及び組織特異的に遺伝子機能を解析するために、Gal-UASシステムによりCas
9を発現するトランスジェニックゼブラフィッシュを作製した。しかしながら、Cas9を発現するトランスジェニック系
統において効率的なゲノムの改変は認められなかった。おそらく、Cas9が機能的なレベルまで発現していなかったと考
えられる。
また、CRISPR/Cas9を用いた新たな遺伝子の解析手法を開発した。具体的には標的遺伝子座の開始コドンの直前にGFP遺
伝子を挿入することで、遺伝子発現の可視化と機能阻害を同時に行うことに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we generated transgenic zebrafish that expresses nuclease Cas9 
under control of the UAS promoter. However, guide RNA injection in transgenic embryos that express GFP 
did not induce insertion or deletion mutations at the target locus.
We also developed a new method for analyzing gene function and expression using CRISPR/Cas9. We inserted 
the donor vector containing a heat-shock promoter and GFP into the 5'-untranslated region of the pax2a 
locus. These embryos expressed GFP at the region where endogenous pax2a expresses. We found that 
homozygous transgenic embryos presented the pax2a mutant phenotype. Thus, targeted insertion of the 
reporter gene at the endogenous gene is useful for analyzing gene expression and function.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
ゼブラフィッシュは発生が速い、多産、体
外受精、初期胚が透明、遺伝子導入が容易で
あるといった特徴から発生生物学において
優れたモデル生物であったが、ES 細胞が樹
立されていないため逆遺伝学的手法は利用
で き な か っ た 。 近 年 、 TALEN や
CRISPR/Cas9 といったゲノム編集技術が発
展してきたため、ゼブラフィッシュを含む多
数のモデル生物でも逆遺伝学的手法によっ
て遺伝子機能を解析できるようになった。 
私たちも国内でいち早くゼブラフィッシ
ュにおけるゲノム編集の適用に着手し、
TALEN および CRISPR/Cas9 によるゼブラ
フィッシュゲノムの改変に成功していた。
CRISPR/Cas9 は TALEN と異なり標的遺伝
子座を指定する guide RNA (gRNA)とヌクレ
アーゼ Cas9 が独立したシステムとなってい
る。TALEN や CRISPR/Cas9 による標的遺
伝子座の 2 本鎖切断は生物細胞が持つ DNA
修復機構により修復される。2 本鎖切断を直
接つなぎ合わせる非相同末端結合はエラー
が生じやすく結果として 2本鎖切断ヵ所に塩
基の挿入・欠失変異が誘導される。2 本鎖切
断ヵ所の周囲と相同な DNA が存在する場合
にはこの DNA を利用した相同組み換え修復
も行われる。これを利用して外来 DNA の挿
入(ノックイン)も可能となる。最近、相同組
み換えによらないノックインも報告されて
おり、東島博士らはこれを利用したトランス
ジェニックゼブラフィッシュの作製法を樹
立した。 

Gal4-UAS システムは酵母の転写因子
Gal4とその標的配列UASを利用し目的の遺
伝子を組織特異的に発現させる方法である。
ゼブラフィッシュにおける Gal4-UAS シス
テムの開発は遺伝学研究所の川上博士らに
より進められ、様々な領域で Gal4 を発現す
る遺伝子トラップ系統が作製されている。 
研究開始当初、ゼブラフィッシュにおける
ゲノム編集は個体丸ごとで行われていた。機
能を調べたい遺伝子が発生初期に特に重要
だった場合、その変異体は初期に重篤な異常
をきたし、発生後期や成体での機能が調べに
くい可能性がある。これを克服するためには
時期や組織特異的に遺伝子機能を阻害すれ
ば良いと考えられる。 

 
２．研究の目的 
 本研究ではCRISPR/Cas9とGal4-UASシ
ステムを組み合わせることにより、新たな時
期および組織特異的遺伝子機能解析法を開
発することを目的とした。 
また、後述するように残念ながら特定の組
織において効率良くゲノム編集を行うこと
ができなかったため、CRISPR/Cas9 を用い
た蛍光タンパク質遺伝子のノックインによ
る遺伝子発現の可視化と遺伝子機能阻害を
同時に行う方法を樹立することを目指した。 
 

３．研究の方法 
(1) 野生型および変異体型 Cas9 を発現する
トランスジェニック系統の作製 
 
① Cas9-mCherry融合型 
Cas9 は活性ドメインを 2 つ保持しており、
その内 1ヵ所に変異を導入すると一本鎖を切
断するニッケースになり、2 か所に変異を導
入すると酵素活性を持たない不活性型とな
ることが知られている。本研究においてもニ
ッケース Cas9 (Cas9-D10A変異体)、不活性
型 Cas9 (Cas9-D10A/H840A 変異体)を作製
し、野生型 Cas9、ニッケース Cas9、不活性
型 Cas9について、UASプロモーターの制御
下で発現するような遺伝子コンストラクト
を作製した。このとき、コンストラクトの導
入が蛍光顕微鏡下で判別できるように、Cas9
の下流には mCherry が連結してある。さら
に、Cas9とmCherryは 2Aペプチドで連結
してあり、翻訳後に両者が分離するように工
夫した。このコンストラクトをゼブラフィッ
シ ュ 受 精 卵 に 注 入 し 、
Tg(UAS:Cas9-2A-mCherry)を作製した。 
 
② Cas9、mCherry独立型 
①のコンストラクトでも最終的に Cas9 と
mCherry は分離するはずだが、mCherry や
2AペプチドがCas9の活性に影響を与える可
能性がある。したがって、Cas9とmCherry
が独立して転写されるコンストラクトにつ
いてもその後作製した。このコンストラクト
はUAS-Cas9-polyA配列の下流にcmlc2プロ
モーター-mCherry-polyA 配列が逆向きに連
結してある。このコンストラクトをゼブラフ
ィッシュ受精卵に注入し、Tg(UAS:Cas9; 
cmlc2:mCherry)を作製した。 
 
(2) CRISPR/Cas9による GFPのノックイン 
本研究ではラット Mcr4 遺伝子由来の
CRISPR/Cas9 標的配列である Mbait、ヒー
トショックプロモーターhsp70、GFPを持つ
Mbait-hs-GFP（東島博士より供与）をドナ
ーとして使用した。このドナーDNA を
pax2a-gRNA、Mbait-gRNA、Cas9 mRNA
とともにゼブラフィッシュ受精卵へと注入
した。 
 
４．研究成果 
(1) Tg(UAS:Cas9-2A-mCherry)の作製 
 時期および組織特異的なゲノム編集を実
現するために UAS プロモーターの制御下で
Cas9 を発現するトランスジェニック系統を
作製した。まず、UAS-Cas9-2A-mCherry遺
伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト を 作 製 し た 。
Cas9-mCherryの融合タンパク質は翻訳後に
2A 自己開裂ペプチドの箇所で切断されて分
離する。このコンストラクトをゼブラフィッ
シュ受精卵へ注入し、成魚へと成長させた。
これらのポテンシャルファウンダーを野生
型 と 掛 け 合 わ せ



Tg(UAS:Cas9-WT-2A-mCherry) 、
Tg(UAS:Cas9-D10A-2A-mCherry) 、
Tg(UAS:Cas9-D10A/H840A-mCherry)それ
ぞれについて mCherry 陽性の子孫を残すフ
ァ ウ ン ダ ー を 同 定 し た 。 初 め に
Tg(UAS:Cas9-WT-2A-mCherry)において、
Cas9 mRNAを注入しなくても自身が発現す
る Cas9によって標的遺伝子座の 2本鎖切断
を引き起こせるか検討した。様々な領域で
Gal4 を発現するトランスジェニック系統が
すでに作製されているが、本研究では全身で
Gal4を発現する Tg(SAGFF(LF)73A)を使用
し た 。 SAGFF(LF)73A 遺 伝 子 と
UAS:Cas9-WT-2A-mCherry遺伝子を持って
いる個体はgRNAを注入するだけで2本鎖切
断を誘導できると考えられる。標的遺伝子と
して色素形成に必要なチロシナーゼ遺伝子
(tyrosinase)および golden遺伝子、心臓前駆
細胞の移動に必要なスフィンゴ酸-1-リン酸
受容体遺伝子(s1pr2)および spns2 遺伝子を
選択し、5種類の gRNA作製した(spns2遺伝
子については 2 つ)。Tg(SAGFF(LF)73A)と
Tg(UAS:Cas9-WT-2A-mCherry)の掛け合わ
せから得られた受精卵に 5 gRNAs を注入し
たが色素形成の異常や心臓形成の異常は観
察されなかった。PCRジェノタイピングの結
果でもこれらの 5か所の遺伝子座に挿入・欠
失変異は検出されなかった。おそらく、Cas9
の発現が機能的なレベルまで達していなか
ったと考えられる。 
 
(2) Tg(UAS:Cas9; cmlc2:mCherry)の作製 

Tg(UAS:Cas9-2A-mCherry)は一時的には
Cas9とmCherryの融合タンパク質になるた
め、Cas9 が効率良く発現しなかった可能性
がる。したがって、これを改善するために、
Cas9とmCherryが別々の転写産物として生
成 さ れ るコ ン ス トラ ク ト UAS:Cas9; 
cmlc2:mCherryを作製した。cmlc2は心臓特
異的なプロモーターであり、UAS:Cas9が挿
入されたゼブラフィッシュ個体は心臓での
mCherry の発現により判断できる。
UAS:Cas9; cmlc2:mCherry をゼブラフィッ
シュ受精卵へ注入し成魚へと成長させた。こ
れらのファウンダーを野生型と掛け合わせ、
心臓で mCherry を発現する F1 を得た。
Tg(SAGFF(LF)73A) と Tg(UAS:Cas9; 

cmlc2:mCherry)の掛け合わせから得られた
胚に tyr-gRNAを注入したが、色素形成の異
常は認められなかった。PCRジェノタイピン
グの結果、tyrosinase遺伝子座に挿入・欠失
変異は認められなかった。Tg(UAS:Cas9; 
cmlc2:mCherry)もCas9の発現が低いため標
的ゲノムを切断することができなかったと
考えられる。 
 
(3) Mbat-hs:GFPのpax2a遺伝子座への挿入 
 最近、東島博士らにより CRISPR/Cas9を
用いたノックインによる効率的なトランス
ジェニック動物の作製法が報告された。しか
しながら、この方法で遺伝子機能を阻害でき
るかどうかは調べられていなかった。本研究
では CRISPR/Cas9を用いたノックインによ
り、遺伝子発現の可視化と遺伝子機能阻害が
同時に行えるか検討した。 

 標的遺伝子としてはその発現と機能がよ
く知られている pax2a 遺伝子を選択した。
pax2a は paired-box 型の転写因子をコード
しており、眼柄、中脳後脳境界(MHB)、耳胞、
後脳および脊髄神経細胞、前腎で発現する。
ゼブラフィッシュ pax2a 変異体は no 
isthmus (noi)として知られているが、この変
異体では局所オーガナイザーのMHBが消失
する。本研究では非相同末端結合による挿
入・欠失変異とドナーベクターの挿入による
遺伝子破壊を区別するためにpax2aの5’側非
翻訳領域を標的とした。 
 ドナーは CRISPR/Cas9によって切断を受
ける Mbait、ヒートショックプロモーター
hsp70、GFPを含むMbait-hs-GFPを使用し
た。この Mbait-hs-GFP を Mbait-gRNA、
pax2a-gRNA、Cas9 mRNAとともにゼブラ
フィッシュ受精卵へ共注入したところ、受精
後 1 日胚において眼柄、MHB、耳胞、後脳
神経細胞、前腎での GFP の発現が観察され
た。Mbait-hs-GFPが挿入された pax2a対立
遺伝子は pax2a の機能を失っていると考え
られるが、GFP陽性個体においてもMHBは
正常に形成されていた。おそらく F0 胚では
pax2a遺伝子座にMbait-hs-GFPが挿入され
ている割合は少なく、変異体の表現型を示す
までは至らなかったと考えられる。GFP陽性
個体からゲノム DNAを抽出し、PCRおよび
シークエンス解析により実際に pax2a 遺伝
子座にMbait-hs-GFPが挿入されていること



を確認した。 
 
(4) Tg(pax2a-hs:GFP)の樹立と表現型の解析 
 ドナー、gRNA、Cas9 mRNAの共注入胚
から GFP 陽性個体を成魚へと成長させた。
これらポテンシャルファウンダーを野生型
と掛け合わせたところ、20匹のポテンシャル
ファウンダーの内 1匹が次世代(F1)へと挿入
遺伝子 pax2a-hs:GFPをのこすことが明らか
になった(transmission rate: 46/142, 32%)。
その後 F1世代の中から pax2a-hs:GFPを持
つ魚を同定し、Tg(pax2a-hs:GFP)を樹立した。
Tg(pax2a-hs:GFP)胚では眼柄、MHB、耳胞、
後脳および脊髄神経細胞、前腎での GFP の
発現が観察された。異所的な GFP 発現は検
出されておらず、Tg(pax2a-hs:GFP)はほぼ完
全に内在 pax2a の発現を再現していると考
えられる。 
 続いてヘテロ Tg(pax2a-hs:GFP)個体を掛
け合わせることでホモ Tg(pax2a-hs:GFP)個
体の解析を行った。ホモ Tg(pax2a-hs:GFP)
胚ではpax2a変異体と同様にMHBの消失が
観察された。PCRジェノタイピングおよびシ
ークエンス解析の結果、調べた中でMHBの
消 失 を 示 し た 個 体 は す べ て ホ モ
Tg(pax2a-hs:GFP)であった。以上の結果から、
CRISPR/Cas9 を用いたレポーター遺伝子の
ノックインにより標的遺伝子発現の可視化
と機能阻害が同時に行えることが明らかに
なった。この方法は①スクリーニングが容易
である。②変異体において異常が起きている
器官を GFP により追跡できる。といった利
点があり、変異体の作製法として有用だと考
えられる。 
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