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研究成果の概要（和文）：ゲノム中の全遺伝子の機能を明らかにすることは、現代生物学における大目標の一つ
である。遺伝子機能を知る上で最も有用な手掛かりとなるのは、機能欠損変異体の表現型である。従って、全て
の遺伝子について変異体を作成し、その表現型を記載することが、ゲノムを完全理解するための必要不可欠であ
る。本研究では、ショウジョウバエ全14,000遺伝子のうち、約2,500について機能欠損型変異体（ノックアウト
変異体）を作成した。その内、生存に必須な遺伝子は25%程度であった。非必須遺伝子の変異体の中には、代謝
や行動といった高次機能の異常を示すものが多くあり、今後の詳細な解析のための基盤となる情報を得ることが
できた。

研究成果の概要（英文）：Determining the function of all genes in a genome is one of the major goals 
of modern biology. Arguably the most informative clue to gene function is the phenotype of 
loss-of-function mutants. Therefore, it is essential to create mutants for all genes and describe 
their phenotypes in order to fully understand the genome. In this study, we generated 
loss-of-function mutants for approximately 2,500 of the 14,000 genes in the Drosophila genes. Of 
these, only about 25% of the genes were essential for development and survival. Among viable 
mutants, we found a few that showed abnormalities in higher-order functions such as metabolism and 
behavior, providing the basis for further detailed analysis.

研究分野：遺伝学

キーワード： ゲノム編集

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で作成したgRNA系統及びノックアウト系統は、国立遺伝学研究所ショウジョウバエ・ストックセンターよ
り順次公開している（https://shigen.nig.ac.jp/fly/nigfly/）。系統は国内外の研究者が実費のみで購入する
ことが可能であり、既に多くの研究者に活用されている。本研究で作成したノックアウトコレクションは、ショ
ウジョウバエ研究全体を大きく推進する重要なリソースとして、今後長く利用されていくことが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

ゲノム中の全遺伝子の機能を明らかにすることは、現代生物学における大目標の一つである。
遺伝子機能を知る上で最も有用な手掛かりとなるのは、機能欠損変異体の表現型である。従って、
全ての遺伝子について変異体を作成し、その表現型を記載することが、ゲノムを完全理解するた
めの必要不可欠である。モデル生物ショウジョウバエにおいては、ランダム変異導入とスクリー
ニングによる「順遺伝学」により、特定の表現型を示す変異体が網羅的に作成されてきた。しか
しながらこの方法では、表現型の予測がつかなければ特定の遺伝子の変異体を得ることができ
ず、現状では全体の 15%程度の遺伝子にしか変異体は存在しない。特にゲノムの 70%を占める
非致死遺伝子の変異体は皆無に近い。その中には、行動・免疫・代謝など重要な高次機能に関わ
る遺伝子が多く存在すると予想される。従って今後は、狙った遺伝子を破壊して表現型を調べる
「逆遺伝学」が、体系的な機能ゲノム解析においては必須であり、全遺伝子のノックアウト解析
はショウジョウバエを含むモデル生物のゲノム研究における重要な課題であった。 

 

２．研究の目的 

 

本研究の最終的な目標は、ショウジョウバエ全 14,000 遺伝子のノックアウトを作製し、その
表現型解析によって様々な生命現象を支配する遺伝子経路を解析するものである。これまで大
規模なノックアウト・ハエ作成は困難であったが、我々が独自に開発したゲノム編集技術「トラ
ンスジェニック Cas9 法」により大幅な効率化が達成され、全遺伝子のノックアウト作成に目処
が立った。本研究期間内では、この方法を用いて第 2 染色体の全 5,500 遺伝子をノックアウト
することを目指した。得られた変異体の表現型を網羅的に解析することにより、個々の生命現象
を支配するゲノム・システムの理解を目指す。5,500 遺伝子は全ゲノムの約 40%に相当すること
から、システム全体像を推定するのに十分なデータが得られると予想された。 

 

３．研究の方法 

 

(1) 大規模ノックアウト変異体の作成  
第 2 染色体の全遺伝子に対して、タンパク質コード領域内を 1カ所切断するような gRNA を発

現するトランスジェニック系統（U6-gRNA系統）を作成した。U6-gRNA 系統は生殖細胞特異的 nos-
Cas9 系統と交配し、その孫である F2世代の 8個体からそれぞれ変異候補系統を樹立した。候補
系統のゲノム DNAを PCR・シークエンス解析し、標的遺伝子内にフレームシフト変異を持つもの
を選別した。変異を誘導する染色体はセントロメア近傍に FRT配列を持ち、得られた変異体は直
ちにモザイク解析が可能である。 
 
(2) 変異体の基本表現型データベースの構築  
 得られた第 2 染色体遺伝子の変異体について、以下の基本的な表現型を解析した。 
A. 致死性：ホモ接合体が成虫バエまで発生するかどうか調べた。成虫になる以前に致死となる
場合は、致死となる発生段階を、胚発生期・幼虫期・蛹期に区分して記録した。 
B. 妊性：ホモ接合体が不妊になるかどうか、雌雄それぞれについて調べた。 
C. モザイク解析による細胞レベルでの表現型：複眼特異的 FLP や胸部特異的 FLP 発現系統と変
異体系統を交配し、複眼/胸部組織内にモザイク状にホモ接合体細胞を形成させた。ホモ接合体
細胞集団（色素の有無で識別可能）を観察することにより、変異細胞が致死になるか、細胞分化
に異常を生じるかを調べた。 
 
(3) 非致死遺伝子のシステムゲノム解析  
 これまでの研究から、ショウジョウバエ全遺伝子の 70%程度は、研究室内での生存や生殖に必
用のない非致死遺伝子であることがわかっている。これらの遺伝子は自然界においては様々な
ストレスに対応して恒常性を保つ役割を持っていたり、行動などの個体レベルの高次機能に関
わっていたりすると予想される。本研究では、そのうちの「A.代謝」と「B.痛覚」について、以
下の方法で第 2 染色体遺伝子の機能を網羅的に解析した。 
A. 飢餓状態に適応するための遺伝子の探索 
通常の飼育培地からよりもタンパク質・炭水化物・脂質の量が 1/10 に減らされた貧栄養培地

で個々の変異体を飼育し、貧栄養状態のみで致死になる変異体をスクリーニングした。 
B. 高温忌避行動に関わる遺伝子の探索 
自然界には極端な温度・有害物質・機械刺激などの不快因子が無数に存在し、動物の生命維持

にはこれらの因子の影響を回避することが必須である。ハエは高温を痛覚として感知し、安全な
場所に避難する能力を持つ。本研究では、高温を回避することができない変異体をスクリーニン
グし、高温の感知から回避行動までのプロセスに関わる遺伝子群を探索した。 



４．研究成果 
 
 実験は、第 2 染色体を右腕（2L）と左腕(2R)に分
割して行った。まず、2L に存在する約 2,500 のタ
ンパク質コード遺伝子のうち、2,356 遺伝子につい
て gRNA 発現系統を作成し、ノックアウト作成を試
みた。その内の 69%に相当する 1,625 遺伝子につい
て、フレームシフトを伴う indel 変異の誘導に成
功し、ノックアウト系統として樹立した（図 1）。
ノックアウトが得られなかった原因は、indel が
全く得られなかったケース、indel は得れられた
がフレームシフトを伴わなかったケースの 2 つが大半を占めた。これらの遺伝子については、2
つ目の gRNA配列を設計して再実験を行い、現在までに 1,863 個の遺伝子についてノックアウト
系統の樹立に成功した。2R に関しては、現時点で約 2,000遺伝子の gRNA 発現系統と、約 500 遺
伝子のノックアウト系統を樹立した。2R に存在する遺伝子のノックアウト作成は、今後も引き
続き実験を継続する。 
  
 作成したノックアウト系統のうち、2L の遺伝子について表現型の解析を行った。ホモ接合体
で親バエまで発生することができない致死遺伝子は、約 25%を占めた。また、親まで発生するが、
不妊になるものは、オス不妊が全体の 5%、メス不妊が全体の 2.5％であった。先行研究において
致死との報告がある遺伝子 167 個のうち、157 個（94%）は今回新たに作成した変異体も致死で
あった。このことから、CRIPSPRで作成したフレームシフトを伴う indelは強い機能欠損を引き
起こし、偽陰性の割合は極めて低いことがわかった。
なお、先行研究と今回の結果の齟齬については、先行
研究に致死性の検証が不十分と思われるケースが多
かった。同様に、本来致死にならないはずの遺伝子が
致死になるケースを評価したところ、作成した全変
異体の 4%程度存在し、オフターゲットの必須遺伝子
に変異が生じていると推定された。このことから、偽
陽性の頻度は無視できないレベルであり表現型の解
釈にはレスキュー実験などの検証実験が欠かせない
といえる。 
 
 個体致死となる 400の遺伝子については、モザイク解析により、細胞レベルでの表現型の解析
を行った。複眼および胸部にてホモ接合体細胞のクローンを誘導し表現型を観察した。8%の遺伝
子は細胞致死となり、27%の遺伝子では様々な形態異常が観察された（図 2）。残りの 65%の遺伝
子については何も異常は観察されなかった。過去に報告のある発生異常変異体は、今回のノック
アウト解析からも同じ結果が得られたが、新規の発生異常遺伝子はほとんどなかった。このこと
から、過去に行われたショウジョウバエの発生に関わ
る一連の遺伝学研究は、網羅的に鍵となる遺伝子を同
定することに成功していたことが裏付けられた。 
 
 さらに、ホモ接合体で致死とならない 1,200の変異
体について高次機能の異常を検討した。貧栄養培地で
致死になる変異体のスクリーニングからは、1 つの遺
伝子が発見された。この遺伝子はリパーゼの一つをコ
ードしており、栄養状態依存的に働く可能性が示唆さ
れた。高温忌避行動に異常が出る変異体のスクリーニ
ングからは、10 個の遺伝子が発見された（図 3）。こ
れらの遺伝子の多くは神経で特異的に発現している
機能未知遺伝子で、今後の詳細な機能解析により新た
な知見が得られるものと期待される。 
 
本研究で作成した gRNA 系統及びノックアウト系統は、国立遺伝学研究所ショウジョウバエ・

ストックセンターより順次公開している（https://shigen.nig.ac.jp/fly/nigfly/）。系統は国
内外の研究者が実費のみで購入することが可能であり、既に多くの研究者に活用されている。本
研究で作成したノックアウトコレクションは、ショウジョウバエ研究全体を大きく推進する重
要なリソースとして、今後長く利用されていくことが期待される。 
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図 1 CRISPRの変異誘導効率 
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図 2 致死遺伝子のモザイク解析 
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図 3 高温忌避行動の異常を示す変異体 
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