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研究成果の概要（和文）：本研究では ゼブラフィッシュを用いたゲノム編集技術の開発を目指した。
CRISPR/Cas9システムによってDNA二本鎖切断が引き起こされると細胞が持つ二種類の修復機構が働く。１つは非
相同末端結合修復と呼ばれるもので、もう１つは相同組換え修復で、切断部位と相同配列を持つ鋳型を利用して
修復するため外来遺伝子を挿入・置換することが可能である。比較的短い相同配列を導入したプラスミドを利用
したところ、約80%の頻度で遺伝子挿入が生じており、そのうち60-70%という高頻度で相同配列を利用した正確
な遺伝子挿入が行われていることを 確認した。さらにこの外来遺伝子の挿入が次世代に引き継がれることを確
認した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to develop new genome-editing techniques using engineered 
nucleases such as CRISPR/Cas9 system in zebrafish. CRISPR/Cas9 system causes DNA double strand 
breaks, which can be repaired by non-homologous end joining or homology directed recombination. We 
achieved to knock-in exogenous genes into target genomic locus using donor vector harboring short 
homologous sequences. The donor vector was designed to have gRNA-recognition sites, homology arms, 
and the exogenous gene to be integrated. By introducing two gRNA-recognition sites in both side of 
the integrating gene, backbone sequences of donor vector can be eliminated. Furthermore, the precise
 genome modification was also occurred in germ cells, resulting in the establishment of knocked-in 
zebrafish line. This method enables efficient and precise genome modification in a 
homology-dependent manner, which should be able to be applied to other model organisms

研究分野： 脂質生化学
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１．研究開始当初の背景 
 これまでマウスがモデル生物としての地
位を確立してきた背景には胚性幹(ES)細胞
を用いたゲノム編集技術によるところが大
きい。マウスでは生殖細胞へと分化可能な
ES 細胞が樹立されているため、相同組換え
によりゲノムを編集した個体を作製できる。
これにより標的遺伝子を破壊した際の表現
型を解析する逆遺伝学的解析手法が可能と
なり、多くの遺伝子の生理機能が解明されて
きた。一方で世代時間や飼育コスト、ゲノム
サイズ、観察の容易さなどから研究目的に適
したマウス以外にも様々なモデル生物が利
用されているが、マウス以外のモデル生物で
は ES 細胞が樹立されておらず逆遺伝学的解
析が困難であった。このような状況下で近年、
ゲノムの標的部位に DNA 二本鎖切断を引き
起こす人工ヌクレアーゼが開発され大きく
注目されている。 
 人工ヌクレアーゼとしてまず ZFN (Zinc 
Finger Nuclease)が登場し、最近ではデザイ
ンの容易さから TALEN (Transcription 
Activator-Like Effector Nuclease)が広く利
用されている。また CRISPR (Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeat)/Cas9 システムと呼ばれる新しいタ
イプのゲノム編集技術も登場し、その有用性
の高さから急速に広がっている。人工ヌクレ
アーゼによって DNA 二本鎖切断が引き起こ
されると、細胞が持つ二種類の修復機構が働
く。１つは非相同末端結合修復と呼ばれるも
ので、切断末端が直接繋がれる。この際に高
頻度で数塩基の挿入及び欠損変異が生じる
ため、フレームシフトを誘導し標的遺伝子が
破壊される。もう１つは相同組換え修復で、
切断部位と相同配列を持つ鋳型を利用して
修復するため外来遺伝子を挿入・置換するこ
とが可能である。人工ヌクレアーゼを利用し
たゲノム編集を行う場合、高い DNA 二本鎖
切断活性を持つ人工ヌクレアーゼを得るこ
とが最も重要となってくる。申請者はこれま
でに簡便で正確な in vivo での人工ヌクレア
ーゼの活性評価法を開発した。この方法は実
際に生じた変異を選択的に確認できるとい
う点においても優れた評価方法である。これ
により、作製した人工ヌクレアーゼの活性を
評価し、以降の解析に有用であるか素早く判
断することを可能とし、人工ヌクレアーゼ
TALEN を用いた遺伝子破壊生物の樹立を国
内で初めて報告している。現在のところ、活
性の高い人工ヌクレアーゼを作製できれば、
遺伝子破壊生物の樹立は容易にできる段階
にある。次に残された課題が標的部位特異的
に外来 DNA を挿入・置換する技術であり、
本研究では最先端のゲノム編集技術を開発
する。 
 
２．研究の目的 
 本研究では発生システムがヒトと高い相
同性を有し、マウスと比較して費用対効果の

側面で優れているゼブラフィッシュを用い
て、個体レベルでのゲノム編集を行う。研究
期間内に以下の技術開発を目指す。 
(1)数塩基置換による部位特異的変異導入 
 30–40 塩基のオリゴ DNA を鋳型とした正
確な変異導入技術を開発する。これまで
TILLING (Targeting Induced Local 
Lesions in Genomes)と呼ばれる手法で標的
遺伝子に点突然変異が生じた個体をスクリ
ーニングしていたが、この手法では偶発的に
生じた変異体しか得られず、目的とする変異
を誘導することは困難であった。オリゴDNA
を用いた相同組換えは数塩基を目的の塩基
配列に置き換えられるため、機能分子の構造
機能相関の解析にも有用な手法である。 
(2)外来遺伝子の挿入 
 外来遺伝子をゲノム標的部位に挿入する
ためには、効率良く相同組換えを引き起こす
必要がある。本技術により Cre-loxP システ
ムを用いたコンディショナル・ノックアウト
が可能となる。特定のプロモーター下で Cre
リコンビナーゼを発現させる系統と標的遺
伝子を loxP 配列で挟んだ系統を掛け合わせ
ることで、Cre リコンビナーゼを発現する細
胞でのみ標的遺伝子を破壊できる。また蛍光
蛋白質と融合させることで生体内局在等の
解析が可能となる。 
 
 またゼブラフィッシュは母体外で短い時
間で発生し、初期胚が透明で観察が容易とい
った特徴を持つことから、遺伝学研究や発生
生物学研究における有用なモデル脊椎動物
として利用されている。特に順遺伝学的解析
に適しており、化学変異原によりゲノムにラ
ンダムな変異を導入し形態形成に異常を示
す変異体のスクリーニングが行われている。
またゼブラフィッシュは胚を用いたハイス
ループットスクリーニングが可能なため、創
薬分野においても重要なモデル脊椎動物と
して注目されている。マウスと同等のゲノム
編集がゼブラフィッシュにおいて利用可能
となれば、順遺伝学的解析手法及び逆遺伝学
的解析手法を同一のモデル生物に適応でき
ることになり、モデル生物としての重要性が
更に増すものと期待される。そのためこれま
でにゼブラフィッシュ ES 細胞の樹立が試み
られてきたものの成功していない。申請者は
人工ヌクレアーゼを利用したゲノム改変ゼ
ブラフィッシュの作製技術の開発を目指し
ている。これにより部位特異的変異導入やコ
ンディショナル・ノックアウト等が可能とな
り、逆遺伝学的解析を行う際のモデル生物の
選択肢を広げ、興味ある遺伝子の生理機能解
析をより効率的に行えるようになる。 
 またヒト疾患モデルゼブラフィッシュの
利用価値も高い。ゼブラフィッシュの長所の
１つである in vivo ケミカルスクリーニング
を行う際、野生型のゼブラフィッシュを用い
てヒトの標的分子に作用する化合物を探索
すると、種差の違いによる候補化合物と標的



分子の親和性・特異性の問題を回避できない。
そこでゼブラフィッシュの内因性遺伝子と
ヒト由来の標的遺伝子を置き換えることで
この問題を解決でき、飛躍的な創薬開発の効
率化が見込まれる。 
 人工ヌクレアーゼは効率良く DNA 二本鎖
切断を引き起こし、ES 細胞を必要としない
ため、様々なモデル生物及び細胞に利用可能
である。つまり本研究課題で開発した技術を
応用することで、ゼブラフィッシュ以外のこ
れまでゲノム編集が困難であったモデル生
物に逆遺伝学的解析手法を持ち込むことが
できる。また疾患患者由来の iPS 細胞
(induced pluripotent stem cells)において疾
患の原因遺伝子を正常な遺伝子に置換する
といった遺伝子治療の基礎技術にも発展す
る。このように本研究で扱う課題はゼブラフ
ィッシュのゲノム編集のみに留まらず、生命
科学研究及び再生医療の分野に対しても広
く貢献するものである。 
 
３．研究の方法 
(1)オリゴ DNA による部位特異的変異導入法
の確立 
 数百塩基以上の外来DNAを挿入する場合と
比べて、短いオリゴ DNA を鋳型として用いた
組換えは比較的高頻度で生じるものの、組換
え時にエラーが生じてしまい正確性が非常
に低いという知見を得ている。そこで正確な
オリゴDNAの組換えが生じる条件を確立する
ため、以下の条件を検討する。 
①TALENやCas9ヌクレアーゼとオリゴDNAの
濃度 
②標的ゲノム配列との相同領域の長さと DNA
二本鎖切断部位からの距離 
③オリゴ DNA の形態(相補鎖、逆相補鎖、一
本鎖、二本鎖、ゲノム相同配列のみ一本鎖) 
 
(2)新規ゲノム編集技術である CRISPR/Cas9
システムの利用 
 申請者はこれまで人工ヌクレアーゼ TALEN
を用いた遺伝子破壊ゼブラフィッシュの作
製技術を開発してきた。その過程で簡便な人
工ヌクレアーゼの活性評価法を開発し、これ
により高活性の TALEN が得られている。この
TALEN を用いて外来 DNA の挿入・置換技術の
開発を進めていく。一方で新たなゲノム編集
技術としてCRISPR/Cas9システムが近年登場
した。このシステムでは guide RNA (gRNA)
と呼ばれる短い一本鎖RNAが標的配列を認識
し、そこへヌクレアーゼである Cas9 ヌクレ
アーゼが複合体を形成することでDNA二本鎖
切断を引き起こす。TALEN では２つの DNA 結
合ドメインに挟まれたスペーサー領域に二
本鎖切断が生じるため、DNA 二本鎖切断後も
TALEN が認識配列部位に留まり、相同組換え
修復に関わる分子複合体の形成を空間的に
阻害している可能性もある。CRISPR/Cas9 シ
ステムでは gRNA による認識配列内に DNA 二
本鎖切断が生じるため、二本鎖切断後は gRNA

と認識配列は結合できなくなる。そこで
TALEN に加えて CRISPR/Cas9 システムについ
ても検討する。 
 
(3)外来遺伝子の挿入技術開発(ノックイン
法) 
 数百塩基以上の長い外来DNAをゲノムに挿
入する場合、その効率の低さが問題となって
いる。外来 DNA の挿入には二本鎖切断後の修
復機構として相同組換え修復を利用する。し
かし非相同末端結合修復活性が常に高い状
態であるのに対して、相同組換え修復は DNA
複製中など限られた細胞周期でのみ活性化
されていることが組換え効率の低さの原因
になっていると考えられる。そこで阻害剤や
アンチセンスモルフォリノオリゴ(MO)を用
いて非相同末端結合修復の阻害し、相同組換
え修復の活性化を誘導することで、非相同末
端結合修復に対して相同組換え修復が優位
に働く環境を作り出すことで組換え効率を
高める。 
 
４．研究成果 
TALEN に続いて登場した新規ゲノム編集技術
であるCRISPR/Cas9システムがゼブラフィシ
ュにおいても機能するのか評価した。これま
でにTALENによる二本鎖切断活性を評価する
系としてHMA (heteroduplex mobility assay)
を利用した手法を確立している。そこで fh1
及び spns2 遺伝子を標的とする gRNA をデザ
インし、ゼブラフィッシュ胚に Cas9 mRNA と
共にインジェクションを行ったところ、二本
鎖切断に起因するヘテロ二本鎖を確認した
(図１)。実際にゲノム標的部位を PCR 増幅し
サブクローニング後、シークエンシングによ
り変異を調べたところ、spns2 遺伝子に対す
るgRNAではおよそ70%の頻度で変異が生じて
いた。これは高活性の TALEN と同程度の高活
性である。 

図１．HMA による二本鎖切断活性の測定 
 
また脂質メディエーターであるスフィンゴ
シン１リン酸(S1P)の受容体の一つである
S1PR2 はゼブラフィッシュの心臓前駆細胞の



移動を制御しており、s1pr2 変異体は心臓が
二つ形成される cardia bifida と呼ばれる表
現型を示す。s1pr2 を標的とする TALEN だけ
でなく、同遺伝子を標的とする gRNA によっ
ても cardia bifida が見られており、インジ
ェクションを行った F0 胚において標的遺伝

子の機能破壊が引き起こせることを示した
(図２)。 
図２．心筋細胞特異的に RFP もしくは GFP を
発現するトランスジェニックゼブラフィッ
シュ胚に TALEN もしくは gRNA をインジェク
ションし、s1pr2遺伝子破壊を引き起こした 
 
 外来遺伝子を標的部位に挿入する過程と
して、１）非相同末端結合修復によるゲノム
の切断末端と外来遺伝子断片の結合、２）相
同配列を利用した外来遺伝子の挿入がある。
非相同末端結合修復は遺伝子破壊の際にも
利用されているように非常に高頻度で数塩
基の欠損・挿入を伴うため、蛍光蛋白質を内
因性遺伝子との融合蛋白質として発現させ
るようなゲノムと外来DNAの繋ぎ目を正確に
デザインすることが困難である。また相同配
列を利用する場合では数十塩基ほどの短い
配列を利用するマイクロホモロジー媒介末
端結合と比較的長い相同配列を利用する相
同組換え修復機構があり、後者は一般的に低
頻度である。そこでマイクロホモロジー媒介
末端結合を利用した外来遺伝子のノックイ
ン技術の確立を目指した。 
 まず予備的な研究により高活性の gRNA 変
えられていたため、tyrosinase を標的遺伝子
として、この gRNA 標的部位への外来遺伝子
の挿入を試みた。遺伝子挿入を行う場合は、
Cas9 mRNA 及び gRNA に加えて、鋳型となる挿
入DNAを同時にインジェクションする必要が
ある。両端に相同配列を持つ DNA 断片をイン
ジェクションした際には外来遺伝子由来の
DNA 配列がゲノム標的部位への挿入は低頻度
で確認されたが、解析した全てのクローンに
おいて結合部位に変異が生じていた。そこで
鋳型DNAとしてプラスミドをインジェクショ
ンし、CRISPR/Cas9 システムによってゲノム
標的部位と同時に鋳型DNAプラスミドも切断
され、DNA 断片が形成されるようにした。こ
れにより細胞内に発現する内因性のエキソ
ヌクレアーゼによるDNA消化を抑えられると
考えられる。相同配列を持たないプラスミド
では約 50%の頻度で日相同末端結合により遺
伝子挿入が生じていた。一方で、10bp から
40bp の比較的短い相同配列を導入したプラ
スミドでは約 80%と挿入頻度が上昇し、その
うち 60-70%という高頻度で相同配列を利用

した正確な遺伝子挿入が行われていた。 
 このマイクロホモロジー媒介末端結合に
よる正確な遺伝子挿入を利用し、内因性遺伝
子と外来遺伝子の融合タンパク質を作成す
るため、体表に発現するケラチン遺伝子であ
る krtt1c19eをゲノム標的遺伝子とし、この
遺伝子の終始コドン付近を標的とする gRNA
をデザインした。外来挿入遺伝子として eGFP
の上流及び下流に相同配列、さらにその外側
に gRNA による切断部位を持つプラスミドを
デザインした。これにより、鋳型プラスミド
のバックボーンとなるDNA配列はゲノムに挿
入されず、必要な配列のみを挿入することが
可能である。またプラスミドから直接 eGFP
の発現が誘導されないように、プラスミド上
のプロモーター配列は削除した。この鋳型プ
ラスミドを krtt1c19e gRNA 及び Cas9 mRNA
と共にゼブラフィッシュ受精卵にインジェ
クションを行ったところ、体表面にまだらに
eGFP を発現する個体が得られた(図３)。また
DNA シークエンス解析により、ゲノム DNA と
外来 DNAの結合部位が相同配列を利用した正
確なノックインであることを確認した。 
図３．krtt1c19e gRNA、Cas9 mRNA、鋳型 DNA

をインジェクションした F0 ゼブラフィッシ
ュ 
 
インジェクションを行ったゼブラフィッシ
ュ胚の内、 eGFP の体表面への発現は見られ
ないものやごく一部に限られているものも
あったが、図３に示すような広範囲に eGFP
の発現が認められる稚魚を成魚へと育て、野
生型ゼブラフィッシュと掛け合わせた。その
F1ゼブラフィッシュ胚ではKrtt1c19eが発現
する体表面全体にeGFPの発現が見られた(図
４)。また DNA シークエンス解析により、遺
伝子レベルでも遺伝子挿入を確認している。
つまりゲノム編集技術によって挿入した外
来遺伝子が生殖細胞においても生じており、
それが次世代へと引き継がれたことを示し
ている。 
図４．F1世代における eGFP の発現 

 
 本研究では代表的なモデル生物としてゼ
ブラフィッシュを用いて遺伝子挿入技術の
開発を行い、効果的なゲノム編集技術を確立
した。本手法は哺乳類細胞や他のモデル生物
にも応用可能であり、広く利用されることが
期待される。 
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