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研究成果の概要（和文）：ゲノム編集の養殖魚への応用を目指して、雌親魚への腹腔内注入で、CRISPR/Cas9を
卵母細胞に導入してゲノム編集する技術開発を行った。卵黄蛋白質(Vg）は、Vg受容体結合配列 (HLTKTKDL)を使
って、卵母細胞に取り込まる。HLTKTKDLを結合することで、腹腔内注射した外来蛋白質が卵母細胞に取り込まれ
ることが分かった。取り込まれた蛋白質は卵黄から細胞質に移行せず、ゲノム編集に利用ためには改良が必要で
ある。成体用脂質キャリアとベクターの複合物を腹腔内注射すると、卵母細胞内でベクターから蛋白質が合成さ
れることが分かった。この方法を使えば、腹腔内注射によるゲノム編集が可能だと考える。

研究成果の概要（英文）：To apply genome editing to aquaculture fish, this study aimed at development
 of delivery method of CRISPR/Cas9 into oocytes by injection into female abdominal cavity. It is 
known that yolk protein (Vg) is taken into the oocytes by using Vg receptor binding sequence, 
HLTKTKDL. We found that by binding with HLTKTKDL, exogenous protein injected into the female 
abdominal cavity is taken into the oocytes. However, since the protein was not transferred from yolk
 to embryonic cytoplasm, further improvement is required for applying this method to genome editing.
 We also found that when conjugate of plasmid vector and lipid carrier for in vivo usage was 
injected into female, protein is synthesized from injected vector in the oocytes. We expect that 
this method would enable the genome editing by injection into female.

研究分野：水産学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム編集は新品種を短時間のうちに作製できることから、水産業への応用も期待されている。私達が開発した
技術は、雌親魚への腹腔内注射により、受精卵の段階でゲノム編集することを可能としている。この方法を使え
ば、従来の受精卵への顕微注入によるゲノム編集よりも、編集作業が格段に容易かつ系統樹立までの期間も短縮
化される。開発された技術により、多様な養殖魚にゲノム編集を応用することが可能となり、産業的な波及効果
は大きいものと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

CRISPR/Cas9 法は、ゲノム編集とも呼ばれ、医

学のみならず農林水産業への応用が期待されて

いる革新的技術である。特に、遺伝子ノックアウ

ト（KO）の場合、狙った遺伝子を確実に KO でき

る(図１)。私達も、ゼブラフィッシュで

r-spondin2 を KO し、この遺伝子が骨形成と始原

生殖細胞の増殖制御に機能することを発見し、そ

の有効性を実感した(引用 1)．KO により高成長や

筋肉量増加など養殖に望ましい形質を示す遺伝

子があり、水産分野でも応用が期待されている

(引用 2)。 

CRISPR/Cas9 法では、通常、標的配列に対する

ガイド RNA と Cas9（ガイド RNA 依存-DNA 切断酵

素）のタンパク体あるいはプラスミド DNA を受精

卵へ顕微注入する(図 2左)．養殖への応用の障害は、以下の 2点である。 

(1) 卵への顕微注入が難しい魚種が多い 
(2) 種苗供給まで 4世代かかる 

 
２．研究の目的 

申請課題は、これら問題を克服するため、「雌親魚への腹腔内注入により卵母細胞に

CRISPR/Cas9 を送り込み、ゲノム編集する新技術を

開発し、ゲノム編集技術を広く養殖対象魚種に応用

可能にする」ことを目標とする(図２右)。期間内の

研究目標は、以下の 3点である。 

(1) 腹腔内注射による卵母細胞への DNA・タンパ

ク質導入技術の開発 

(2) それを使ったゲノム編集 

(3) 海産魚のササウシノシタで導入効果の判定 
 
３．研究の方法 
(1) ゼブラフィッシュ雌の腹腔内に CMV-GFP(緑色
蛍光タンパク質遺伝子)プラスミドを注射し、エレク
トロポレーターを使って電気穿孔を施したあと、卵
巣からのGFPの発光によりDNA導入効果を判定した。 
 
(2) 卵黄タンパク質ビテロゲニン(Vg)は内部のペプ
チド配列 HLTKTKDL で Vg 受容体と結合し、卵母細胞
に取り込まれる(図３)。このペプチドを利用して、
タンパク質を卵母細胞に導入する方法を開発する。 
 
(3) CRISPR/Cas9 を卵母細胞に導入する目的で、
HLTKTKDL を連結した Cas9 ヌクレアーゼを試験内合
成し、標的 DNA の切断活性を試験した。 
 
(4) 成体用に市販されている脂質複合体と CMV-ル
シフェラーゼプラスミドを混合し、雌親魚の腹腔に
注射後、卵巣のルシフェラーゼ活性を測定することで、プラスミド DNA を卵母細胞に導入でき
るかを試験した。 
 
(5) 上記の研究はゼブラフィッシュをモデルとして用いたので、海産魚であるササウシノシタ
を使って、腹腔内注射による卵母細胞へのタンパク質の導入効果を試験する。 
 
４．研究成果 



(1) 卵巣から強い GFP の発光が検出された。卵巣をパラフィン切片に作製して、GFP 蛍光の局
在を観察したところ、蛍光は卵母細胞を覆う濾法細胞にのみ検出され、卵母細胞からは検出さ
れなかった。電気穿孔を使った導入法では、DNA は、濾法細胞にトラップされ、目的の卵母細
胞には導入することは困難だと判断された。 
 
(2) 図３中に示した HLTKTKDLVVVVRRRRR ペプチド
を蛍光物質(5FAM)で標識し、雌親魚の腹腔に注射
したところ、HLTKTKDL を介して卵母細胞に取り込
まれることが分かった。また HLTKTKDL を接続した
GFP を合成して、腹腔に注射しても、GFP 蛍光が卵
母細胞と生まれた受精卵からも検出された(図４)。
従って、HLTKTKDL 配列を使えば、外来タンパク質
を効率よく卵母細胞に導入できることが分かった。
この手法を使えば、卵母細胞に CRISPR/Cas9 複合
物を卵母細胞に導入することが可能である。ただ
し蛍光は卵黄に強く、胚を形成する細胞質からは
検出できていない。腹腔内注射による CRISPR/Cas9 でのゲノム編集を実現化するためには、さ
らに卵黄に取り込まれたタンパク質を細胞質に移動させる技術開発が必要である。方法として
は、エンドソーム破壊ペプチドが考えられ、現在効果を試験している。 
 
(3) HLTKTKDL を連結したことで高次構造が変化したためと考えられるが、合成した Cas9 ヌク
レアーゼは切断活性を示さなかった。今回はペプチドを N 末端に結合したが、C 末端に結合し
て活性が改善されるかを検討する必要がある。 
 
(4) 腹腔内に注射後 5日目に、卵巣と肝臓等のルシフェラーゼ活性を測定した結果、他の臓器
に比べて 1,000 倍程度の強度で卵母細胞から活性が検出された。この結果は、脂質複合物と結
合したプラスミド DNA が卵母細胞に取り込まれ、さらに核に移行して、プラスミドにコードさ
れている遺伝子からタンパク質が合成されることを示している。これは、腹腔内注射によるゲ
ノム編集に向けての最大の発見である。すなわち、ガイド RNA と Cas9 ヌクレアーゼを発現する
プラスミドベクターを、この方法で卵母細胞に導入すれば、ゲノム編集できる可能性が高い。
この発見は、研究期間の最後に得られたので、現在、CRISPR/Cas9 プラスミドベクターを作製
中であり、早急に効果を判定する計画である。 
 
(5) ササウシノシタの近縁種のシタビラメのゲノムが公開されているので、データベースを使
ってシタビラメのVg結合配列を取得し、実験(2)と同様に、5FAMで標識したペプチドを合成し、
雌親魚に腹腔内注射した。得られた受精卵からは、蛍光は検出されず、ゼブラフィッシュで見
られたような卵母細胞への取り込みは起こっていないと判断された。シタビラメの Vg の結合配
列ではササウシノシタの卵母細胞に取り込まれない可能性が考えられた。ササウシノシタでゲ
ノム編集する場合には、(4)の方法を用いるのがよいと考える。 
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