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研究成果の概要（和文）：ゼブラフィッシュで機能的なCRISPR-Cas9システム用プラスミドの構築を目指した。
すなわち、当研究室で開発したゼブラフィッシュ全身発現用プロモーター zef1alphaを用いてCas9タンパク質を
発現し、一方でゼブラフィッシュ由来U6プロモーターを用いてguide RNA (gRNA)の発現を行った。構築したプラ
スミドをインジェクションした24hpf胚において、Cas9遺伝子の下流に位置する蛍光タンパク質（EGFP）の発現
を確認するとともに、Cas9タンパク質の発現も確認した。一方、U6プロモーターによってビトロジェニン1
(Vtg1)遺伝子で設計したgRNAの発現にも成功した。

研究成果の概要（英文）：We attempted to construct a functional plasmid for CRISPR-Cas9 system in 
zebrafish. While the EF-1 alpha (zef1alpha) promoter from zebrafish developed by our laboratory was 
used for Cas9 protein expression, the U6 promoter newly cloned from zebrafish was used for the 
expression of guide RNA (gRNA). After an injection to fertilized eggs from zebrafish with the 
constructed plasmid, both EGFP expression downstream of Cas9 gene in the plasmid and Cas9 protein 
expression were observed among zebrafish 24 hours-per-fertilization (hpf) embryos. Furthermore, 
gRNAs designed by the vitellogenin gene in zebrafish genome were successfully expressed.

研究分野：水圏生命科学
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１．研究開始当初の背景 
 魚卵は鳥類や爬虫類のように、卵黄がその
大部分を占めている。さらに、卵黄中のタン
パク質はメスの肝臓で生産され、卵巣の細胞
を通過して卵黄中に高濃度に蓄積されてお
り、そのタンパク質量は魚種によって異なる
が、卵１個当たり数十～数百μg 程度にもな
る。このように、卵黄タンパク質の高い生産
量と局所への高度な蓄積という特徴は、標的
タンパク質の大量調製や精製といった目的
に非常に好都合であると考えた。そこで、卵
黄タンパク質と同じ振る舞いをするように
外来タンパク質の発現と蓄積を制御できる
発現ベクター系を開発することができれば、
組換えタンパク質大量発現系の構築が可能
になると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、魚類モデルであるゼブラフィ
ッシュにおいて最も生産性が高いと考えら
れる魚卵をターゲットとしたタンパク質生
産系の構築を実現する。すなわち、標的タン
パク質の高発現と発現タンパク質の卵黄へ
の蓄積を実現するベクター系を開発し、この
ベクター系をゲノム編集技術を用いてトラ
ンスジェニックフィッシュを作製すること
で、標的タンパク質の卵黄への高濃度な蓄積
と得られた組換えタンパク質の有用性を明
らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、魚類モデルとして広く利用さ
れているゼブラフィッシュを用いて、その主
要な卵黄タンパク質で発現量が非常に多い
ビテロジェニン１（Vtg1）に着目し、その遺
伝子プロモーターならびにタンパク質発現
効率に関連すると思われるmRNA の 5’UTR 領
域の解析、卵黄への蓄積に関与するタンパク
質ドメインの同定を行い、これらの結果をも
とに目的タンパク質の高発現と卵黄への蓄
積を可能にするベクターシステムを構築す
る。 
 
４．研究成果 
 ゲノム編集機能を装備したベクターシス
テムとして、guide RNA（gRNA）発現用プロ
モーターとして、ゼブラフィッシュ由来 U6
プロモーターをゲノムDNAからクローニング
した。また、Cas9 遺伝子の発現には研究室所
有 の ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 由 来 EF-1 α
（zef1alpha:pZef）プロモーターを用いた。
さらに、マイクロインジェクション後の遺伝
子発現を確認するために、Cas9 タンパク質の
下流に 2A ペプチドコード領域を挟んで蛍光
タンパク質（EGFP）遺伝子を配置した（図 1）。 
また、今回標的とした Vtg1 遺伝子内の３箇
所のゲノム領域に sgRNA を設計した（図 2）。
構築したゲノム編集用ベクターをインジェ

クション後、EGFP の発現が確認された 24hpf
胚において、３箇所の gRNA は U6 プロモータ
ーの存在下でそれぞれ発現していた（図 3）。
一方、ウェスタンブロットの結果から、およ
そ 150kDa の位置に Cas9 タンパク質が確認さ
れた（図 4）。 
 

 
図 1.構築したゲノム編集用プラスミド 

の概略 

 
 
図 2．gRNA 設計に用いたビテロジェニン

（Vtg1）遺伝子領域 
 
 
 
 
 
 

 

 



 
図 3．ゼブラフィッシュ初期胚（24hpf）に 
おける Cas9 遺伝子および Vtg1 gRNA の検出 

 

図 4．ゼブラフィッシュ初期胚（24hpf）に 
おける Cas9 タンパク質の検出 

 
以上の結果、当初の目的通りのゲノム編集
用ベクターを構築することができた。次に、
Vtg1 遺伝子内の３箇所のゲノム領域におい
てゲノム編集が起こったかどうかをサンガ
ー法による塩基配列解析を行ったところ、１
塩基置換は確認されたが塩基の欠失や挿入
は確認されなかった。以上の結果から、今後
は Cas9 タンパク質の発現時期や合成量、そ
の活性について検討する予定である。 
最後に、ゼブラフィッシュにおける Rosa26
様ゲノム領域の検索を行った。その結果、ノ
ンコーディングRNAをコードする候補領域を
見つけることができた（図 5）。今後は、この
Rosa26 様ゲノム領域に標的遺伝子をゲノム
編集することで、さまざまな臓器・組織から
標的遺伝子産物を定量することで標的タン
パク質の増産につなげたい。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5．ゼブラフィッシュゲノムにおける

Rosa26 様の領域 
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