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研究成果の概要（和文）：本研究では、着床前胚でモザイク回避しつつ変異導入し、目的の変異パターンの胚の
みを選抜できる新たな実験系の開発を行った。Anti-CRISPRによる失活ツールについて検討し、受精卵で有効な
ツールの開発に至った。また、受精卵内で、Cas9変異体についてスクリーニングし、標的認識の拡張に
SpCas9-NGが、また、1塩基レベルで正確な標的認識にHypaCas9がそれぞれ有効であることが明らかとなった。更
に、着床前発生を人為的に停止できる因子として、ジェノトキシン関連因子が有効であることが明らかとなっ
た。今後、これらの知見を統合することで、着床前胚を選抜するスキームを構築できると期待される。

研究成果の概要（英文）：This study attempted to develop new selection technology for preimplantation
 embryos, which has the desired mutation while avoiding mosaicism. We have established a useful 
Anti-CRISPR inactivation tool usable in zygotes. Besides, we screened for Cas9 mutants in zygotes 
and found that SpCas9-NG and HypaCas9 are usable for the expansion of targetable loci and accurate 
target recognition at the single-base level, respectively. Also, we found that genotoxin-related 
factors were effective in stopping preimplantation development artificially. It is expected that a 
scheme for selecting preimplantation embryos can be constructed by integrating these findings. 

研究分野： 動物発生工学

キーワード： 発生工学　ゲノム編集

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究計画内で、有効なツールの確立には至らなかったが、得られた知見を統合することで、塩基配列に依存し
た着床前胚の選抜技術が確立できると期待される。また、派生技術として、得られた受精卵内で精密なゲノム編
集が可能なツールに関しては、今後、受精卵を介したゲノム編集による遺伝子改変動物の作製系に有用であると
期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年のゲノム編集技術の発展により、従来のジーンターゲティング技術と比較してはるかに

効率的に個体レベルの遺伝子ノックアウトやノックインが実施可能となった。特に、受精卵を介
してゲノム編集を行う方法によって、極めて短期間に目的のゲノム改変個体を作製することが
できるようになった。しかし、その一方で、受精卵を介したゲノム改変技術は、未だ多くの課題
を抱えている。第一に、産子のうち目的の改変パターンを持つ個体は限られているという点であ
る。ゲノム編集によるノックアウトは、ランダムな変異の導入に依存するため、必ずしも目的と
する遺伝子破壊パターンが導入されるわけではない。また、ノックインの場合は、受精卵を介し
た場合、極めて限られた胚でしか正確に導入されないことが明らかとなっている。更に、受精卵
を介したゲノム改変は、各割球で異なる変異が導入されうるため、得られる第一世代がモザイク
変異個体となり、直接解析に供することができないという問題がある。これらの課題を回避する
ためには、大規模に受精卵移植を行い、大量の産子を得たうえで目的の変異個体を獲得し、その
うえで交配を介して次世代個体を得ることで、ようやく確実なゲノム改変個体を得ることがで
きる。マウスやラットなどの実験動物では多産でありかつ生殖サイクルの短いために大規模な
実験が可能であり、現状の実験系によってゲノム改変個体を作製することができる。しかし、３
R の観点からは解決しなければならない課題であり、更には産子数の限られた動物種や生殖サイ
クルの長い産業動物などでの応用を阻害する大きな要因となっている。産業動物では主に、上記
の問題があるため、受精卵を介したゲノム改変は行わず、確実なゲノム改変が行われた培養細胞
を樹立し、体細胞核移植を介してゲノム改変個体を作製するのが一般的である。この方法では、
受精卵とは異なり得られる産子は目的の変異を持つが、体細胞核移植は産子率が極めて低く、得
られた産子の出生第一代はエピジェネティクス異常による形質の異常を伴うことがあり、結果
的に世代を超えた個体による表現型解析が求められ、受精卵を介したゲノム編集と同様にコス
トや時間を要する。このような点が産業動物でゲノム改変個体を作製する上での最大の律速と
なっている。従って、極めて限られた研究施設でしかゲノム改変家畜の研究は実施されておらず、
そのために産業動物におけるゲノム配列情報の逆遺伝学的理解は進んでいない。 
 
２．研究の目的 
上記の課題を解決するために、本研究計画では、第一世代で逆遺伝学的研究が可能となる、確

定論的にゲノム改変が可能な技術を検討した。具体的には、①モザイク変異を回避した受精卵で
のゲノム編集系の開発、および②着床前の段階で目的の配列改変が行われた胚を選抜し、“当た
り”のもののみを移植に供することができる技術の開発を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）モザイク回避技術の検討 
 受精卵を介したゲノム編集においてモザイクを回避するためには、1-細胞期の DNA 合成期以
前に変異導入を達成し、その後は人工ヌクレアーゼが失活すればよいと考えた。我々はこれまで
に、受精卵の早期や未受精卵でも CRISPR/Cas によって変異導入が可能であることを報告してい
る（Onuma ら、J Reprod Dev., 2017）。そこで、受精卵内で、人工ヌクレアーゼの活性を停止する
ツールの開発を行った。 
（２）胚選抜技術の開発 
 任意の DNA 配列を持つ胚のみを、胚を非破壊で選抜できる技術を確立するためには、標
的配列を正確に認識し、配列依存的に遺伝子機能を活性化し、活性化された遺伝子機能によ
って胚発生を停止させることで達成できると考えた。そこで、①受精卵において正確に DNA
配列を識別できる技術の開発、②胚発生を迅速に停止できる遺伝子の探索、③配列依存的に
遺伝子機能を活性化するツールの開発、に取り組んだ。 
 
４．研究成果 
（１）CRISPR/Cas の機能阻害を誘導する Anti-CRISPR タンパク質が多数報告されており、我々
は、このうち Listeria monocytogenes のプロファージに由来する AcrIIA2 および AcrIIA4 を利
用したツール開発に取り組んだ。はじめに、培養細胞においてこれらの阻害能を比較したと
ころ、AcrIIA4 がより高い CRISPR/Cas 活性阻害能を示した。一方、受精卵では活性阻害能
を示さなかった。そこで、AcrIIA4 に核移行シグナルを付加したところ、CRISPR/Cas による
変異導入が阻害され、受精卵内で CRISPR/Cas を失活させるツールの開発に成功した。続い
て、薬剤誘導による任意のタイミングで失活を誘導するために、ERT2 を付加した AcrIIA4
を用いて、タモキシフェン依存的に CRISPR/Cas の失活を誘導できるか検討した。培養細胞
における検討では、タモキシフェンによって CRISPR/Cas による変異導入の阻害が誘導され
た。一方、受精卵で同様に検討したところ、阻害能は認められず、NLS の付加や配置につい
て検討しても、同じく阻害能が認められなかった。以上より、AcrIIA4 の薬剤誘導による活
性制御は可能であるものの、受精卵での利用には更なる検討が必要であることが示唆され
た。 
（２）①着床前胚を利用したスクリーニングによって、Cas9 変異体の機能評価を行った。
CRISPR/Cas は PAM と呼ばれる決まった塩基配列が gRNA 認識配列に隣接している必要があり、
一般的に利用される S. pyogenes 由来の Cas9 は NGG 配列を PAM として認識する。そこで、よ



り幅広い座位を標的配列として識別できるようにするために、Cas9 変異体である SpCas9-NG の
受精卵への利用可能性について検討した。その結果、SpCas9-NG は従来の Cas9 と比較して若干
活性は落ちるものの、NGG のほかに NGA、NGT、NGC を PAM とした場合でも受精卵において
高効率に変異導入できることが分かった。Tyr を標的とした gRNA と SpCas9-NG を注入した
C57BL/6N 受精卵を胚移植したところ、Tyr ノックアウトの表現型である白色毛を呈した産子が
得られた。更に、NGG 配列が標的周辺に存在しないために従来型 Cas9 の利用ができなかった、
Nr6a1 停止コドンへのノックインについて、SpCas9 を利用して実施したところ、高効率にノック
インマウスの作製が認められた。更に、eSp 型の高親和性変異を組み合わせた eSpCas9-NG を利
用した結果、同等の効率でかつオフターゲット変異を回避したノックインマウスの作製が認め
られた。以上の結果より、SpCas9-NG は受精卵において NGN 配列を PAM として利用すること
ができ、標的設計を拡張できることが明らかとなり、異常の結果は Scientific Reports 誌に報告し
た。 
続いて、受精卵において、標的配列を正確に認識できる Cas9 変異体について検討した。我々は
これまでに Cas9 ニッカーゼを利用したオフセットニッキング法が受精卵を介したゲノム編集に
おけるオフターゲットリスクの回避に利用できることを報告している（Fujii ら、BBRC、2014）
が、この方法は標的に対して 2 つの gRNA を設計する必要がある。そこで、単独の gRNA でも
オフターゲット変異を回避することができる Cas9 変異体の利用可能性について検討することと
した。培養細胞でいくつか報告されているもののうち、本研究では、HypaCas9 について検討し
た。初めに、既報（Fujii ら、NAR、2013）で野生型 Cas9 によってオフターゲット変異が誘導さ
れることが明らかとなっている gRNA を利用して、野生型 Cas9 と HypaCas9 の比較を行った。
その結果、いずれの Cas9 も標的配列に対して高効率に変異を導入したのに対して、オフターゲ
ット座位に対する変異導入は、野生型 Cas9 では高効率に認められたものの、HypaCas9 ではすべ
ての胚でオフターゲット変異が認められなかった。続いて、標的認識配列の各 1 塩基にミスマッ
チを持つ gRNA を利用して、受精卵において変異導入効率を、評価したところ、野生型 Cas9 は
1 塩基のミスマッチが存在しても標的に対して高効率に変異を導入したのに対して、HypaCas9
ではこれらの変異が抑制された。以上の結果から、HypaCas9 は受精卵において 1 塩基レベルで
正確に識別できることが明らかとなった。さらに、この正確性を利用して、C57BL/6N と DBA/2
の雑種受精卵において、SNP を介して片方のアレルのみの変異導入が可能か検討した結果、
HypaCas9 によってアレル選択的に変異導入が可能であり、従来は両アレル変異で致死となり生
存産子が得られなかった必須遺伝子を対象とした場合もヘテロ変異の生存個体の作製が可能で
あることを明らかにした。以上の結果は Communications Biology 誌に報告した。 
②以前の検討において、ATM を起点とする DNA 損傷修復系の誘導が受精卵の卵割停止を誘導
することを見出していた（永島ら、日本畜産学会大会第 119 回大会、2015）。ATM は分子量が大
きく、取り扱いが難しいため、下流の因子である Chk2,p53 および Chk1 を受精卵で過剰発現さ
せ、発生能を観察した。その結果、p53 および Chk1 の過剰発現は着床前発生に影響を及ぼさず、
p53 過剰発現胚は胚移植後に正常に産子に発生した。一方、Chk2 過剰発現胚は、すべて 2-細胞
期までで発生を停止した。以上の結果から、Chk2 の遺伝子活性を利用することで、選択的に胚
発生を停止できることが示唆された。 
③DNA 配列の配列依存的に遺伝子活性を制御するツールとして、既報を参考とした（Slomovic
と Collins、Nat Methods、2015）。すなわち、DNA 結合タンパク質とインテインを介したスプリ
ット遺伝子の融合遺伝子を利用し、決まった配列に融合遺伝子が結合し、インテインのスプライ
シング反応によってスプリット遺伝子が再構築して結果的に遺伝子が機能することができる。
そこで、DNA 結合配列として CRISPR/Cas を利用したツールが機能するか検討した。ヌクレア
ーゼ活性失活型の dCas9 にインテインを介してスプリット GFP を結合した融合遺伝子を構築し
た。これらと共に、gRNA および 3~24 塩基の距離で離れて＋&＋向き、＋&－向き、－&＋向き
に gRNA 認識配列をコードしたプラスミド DNA を HEK293 に遺伝子導入したが、いずれの条件
でも GFP の再構築は認められなかった。そのため、既報に従って ZF を利用することを考慮し、
そのうえで、ZF の薬剤誘導による活性制御によりより厳密な制御が可能であると考えた。そこ
で、ZFN に ERT2 を付加し、タモキシフェン依存的に活性制御が可能か検討した。既報（Fujii ら、
J Reprod Dev、2015）で高い活性が明らかとなっている Aqpep に対する ZFN に ERT2 を付加して
タモキシフェンによる影響を検討したところ、Left-ZF にのみ ERT2 を付加することで、タモキ
シフェン依存的に活性制御できることが明らかとなった。今後、この ZF ツールを利用して前述
の融合遺伝子を構築し、受精卵における利用可能性を検討することで、DNA 配列依存的な遺伝
子活性制御ツールの確立につながると期待される。 
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