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研究成果の概要（和文）：CRISPR/Cas9はゼブラフィッシュのゲノム改変に有用であるが、外来遺伝子を標的遺伝子座
に精巧に挿入する手法は十分には開発されていない。本研究では、標的ゲノム部位に対する短い相同配列を付加したレ
ポーター遺伝子を用いることで標的遺伝子座にEGFP遺伝子を精巧に挿入することに成功した。さらに、このゲノム改変
が生殖系列に移行することを示し新規ノックイン法として機能することを明らかにした。加えて、化学合成したcrRNA
、tracrRNAとCas9タンパク質で構成される即効型CRISPR/Cas9を開発し、EGFP遺伝子を標的遺伝子座に挿入できうるこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： CRISPR/Cas9 system provides a powerful genetic tool for genome editing in 
zebrafish. However, it is still difficult to manipulate precise integration of exogenous DNA at the 
targeted genomic locus. We developed CRISPR/Cas9-mediated integration of the EGFP reporter containing 
short homologous sequences flanking the target locus. We succeeded in the efficient genomic integration 
of EGFP gene into the target site and the genome modification was heritable, presenting a simple 
CRISPR/Cas9-mediated knock-in system.
 We tried to develop a ready-to-used CRISPR/Cas9 that composed of synthetic crRNA and tracrRNA with 
recombinant Cas9 protein. We found that the injection of crRNAs, tracrRNA and Cas9 protein rapidly 
induced genome modifications compared with the injection of sgRNAs and Cas9 mRNA. Furthermore, we 
demonstrated that this ready-to-used CRISPR/Cas9 is acceptable for the visualization of endogenous target 
gene expression using the EGFP reporter in zebrafish.

研究分野： 発生生物学

キーワード： ゲノム編集技術　CRISPR/Cas9　ノックイン法　ゼブラフィッシュ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 マウスは、形態形成過程がヒトとよく保存
されているため、ヒト疾患の病態解明や治療
薬の開発に利用されている。加えて、マウス
では胚性幹（ES: embryonic stem）細胞を用い
た逆遺伝学的解析手法が確立しており、標的
遺伝子を破壊した個体（ノックアウトマウ
ス）を作成し、その表現型解析から生体での
分子機能を解析することができる。これに対
し、マウス以外のモデル生物は ES 細胞が樹
立できておらず、新しい発生工学解析技術の
開発が望まれていた。 
 ゼブラフィッシュは、初期胚が透明で胚操
作が容易なため形態形成機構の解析に適し
たモデル脊椎動物として注目されている。し
かしながら、ゼブラフィッシュは、他のモデ
ル生物と同じように ES 細胞が確立されてお
らず逆遺伝学的解析を遂行することが非常
に 困 難 で あ っ た が 、 最 近 、 TALEN 
（transcription activator-like effector nuclease）
や CRISPR（clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats）/Cas9 といったゲノム編集
技術が開発され、受精卵において直接ゲノム
を改変できるようになった。現時点では、そ
れぞれのモデル生物に対するゲノム編集技
術の最適化は完了しておらず、また、外来遺
伝子の挿入を可能とする新しいゲノム編集
技術の開発が切望されているのが現状であ
る。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、これまでゼブラフィッシ
ュにおいて困難であった遺伝子破壊や外来
遺伝子の標的ゲノム部位への挿入（ノックイ
ン）を簡便に行うことができる新しい発生工
学 解 析技術 を 開発す る ことで あ る 。
CRISPR/Cas9 は、標的ゲノム配列を認識する
CRISPR RNA （ crRNA: 42 塩 基 ） と
trans-activating crRNA（tracrRNA: 69 塩基）が
ヌクレアーゼ Cas9 と複合体を形成すること
で標的ゲノム部位に DNA 二本鎖切断（DSB: 
DNA double strand break）を誘導する。近年、
crRNA と tracrRNA を融合した single guide 
RNA（sgRNA: 102 塩基）を簡単に構築できる
発現ベクターシステムが開発され、sgRNA と
Cas9 mRNA を受精卵に注入するだけでゲノ
ム編集が可能となってきている。例えば、標
的遺伝子のコード領域内に sgRNA の標的部
位を設計した場合、標的ゲノム部位に生じた
DSB は、主に非相同末端結合修復（NHEJ: 
non-homologous end joining）で修復されるが、
このプロセスは高頻度でエラーが生じるた
め遺伝子破壊を誘導することができる。また、
標的ゲノム部位に対し長い相同配列を持つ
ドナーベクターを一緒に注入した場合、相同
組換え（HR: homologous recombination）と呼
ばれる修復機構で外来遺伝子のノックイン
が可能となる。さらに、最近、標的ゲノム部

位の近傍に 3-25 塩基の相同配列（マイクロホ
モロジー配列）が存在する場合、センス鎖と
アンチセンス鎖のマイクロホモロジー配列
がアニールすることでゲノムが修復される
ことが明らかとなってきている（マイクロホ
モ ロ ジ ー 修 復 , MMEJ: 
microhomology-mediated end joining）。つまり、
ゲノム編集技術と上記のゲノム修復機構を
巧く組み合わせることにより新しい発生工
学解析技術を開発することが可能であると
考えられた。本研究では、ゼブラフィッシュ
における標的遺伝子の破壊や外来遺伝子の
標的ゲノム部位へのノックインを簡便に行
うことが可能な CRISPR/Cas9 を用いた新し
いゲノム編集技術を開発する。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、従来の CRISPR/Cas9 を改良す
ることで、ゼブラフィッシュにおいて効率よ
く標的遺伝子を破壊する手法ならび標的ゲ
ノム部位に外来遺伝子をノックインする手
法を開発する。以下の 3 つのプロジェクトを
遂行する。 
 
(1) Cas9 ヌクレアーゼを基盤としたゲノム

編集技術の開発 
 野生型Cas9ヌクレアーゼを 2Aペプチド配
列ならび赤色蛍光タンパク質（mCherry）に
接続したレポーター遺伝子を構築する。この
コンストラクトは、生体内で Cas9-2A ペプチ
ド-mCherry のキメラタンパク質として合成
された後に内在性の分解酵素で 2A ペプチド
配列が切断されることで Cas9 ヌクレアーゼ
が生成される。つまり、Cas9 を発現する細胞
は、mCherry の発現で同時にモニターできる。
このコンストラクトをゼブラフィッシュ胚
に注入することで、Cas9 遺伝子を胚発生過程
で発現するトランスジェニック（Tg）系統を
樹立する。上記の Tg 系統由来の受精卵に
sgRNA を注入することで標的ゲノム配列に
ゲノム編集が可能であるかを検証する。 

 
(2) マイクロホモロジー修復を利用した新規

ノックイン法の開発 
 ドナーベクターとして標的ゲノム部位前
後の相同配列（40 塩基）を緑色蛍光タンパク
質遺伝子の読み枠に配慮しながら両側に挿
入する。その両端に高い切断活性を有する
sgRNA 標的配列を付加したコンストラクト
をドナーベクターとする。このドナーベクタ
ーと複数の sgRNA（標的ゲノム部位とドナー
ベクターを切断する sgRNA）を注入すること
で、ドナーベクターが標的ゲノム部位に短い
相同配列に依存してノックインされるかを
検討する。ゲノム編集時に標的ゲノム部位で
露出される配列とドナーベクターの切断面
に剥き出しになる配列が丁度マイクロホモ
ロジー配列と同じようにアニールすること
で精巧なノックインを誘導できうると考え



ている。本研究では、表皮細胞に高発現する
ケラチン遺伝子に EGFP 遺伝子を精巧に接続
できるかで検証する。 

 
(3) 即効型 CRISPR/Cas9 の開発 
 従来の sgRNA と Cas9 mRNA をゼブラフィ
ッシュ受精卵に注入する代わりに、crRNA と
tracrRNA を化学合成しリコンビナント Cas9
タンパク質と一緒にゼブラフィッシュ胚に
注入することで、ゲノム編集が可能であるか
を検討する。Cas9 タンパク質を使用するので、
従来法の Cas9 mRNA から Cas9 タンパク質へ
の翻訳の過程が必要ないので、胚発生過程の
初期段階でゲノム編集が引き起こることが
予想される。そこで、従来法と新規法でゲノ
ム編集を誘導した胚を胞胚期、原腸胚期、24
時間胚の発生過程でゲノム編集効率や Cas9
タンパク質の挙動を解析する。 

 
４．研究成果 
 
 本研究では、3 つのプロジェクトを遂行し、
以下の研究成果が得られた。 
 
(1) Cas9 ヌクレアーゼを基盤としたゲノム

編集技の開発    
 我々が確立した CRISPR/Cas9 を用いて
Cas9-2A ペプチド-mCherry を発現するトラン
スジェニック系統の樹立に成功した。この Tg
系統から受精卵を採取し、チロシナーゼ
（ tyrosinase: tyr ） に 対 す る sgRNA 
（tyr-sgRNA）を注入したが、チロシナーゼが
破壊された表現型である色素細胞の形成異
常は観察されなかった。tyr-sgRNA と Cas9 
mRNA を受精卵に注入する実験を行った場
合は色素形成異常が誘導されるので、Tg 系統
由来の胚での Cas9 タンパク質の発現量がゲ
ノム編集を行うのに十分ではないと結論し
た。 

 
(2) マイクロホモロジー修復を利用した新規

ノックイン法の開発     
 ケラチン遺伝子（krtt1c19e）は、表皮細胞
で高い発現を示すことが報告されている。そ
こで、ケラチン遺伝子の終止コドン付近に
EGFP 遺伝子をインフレームで精巧に接続し
うるか否かをケラチン-EGFPキメラタンパク
質が表皮細胞で観察されるかで検証した（図
1）。まず、ドナーベクターを構築するために、
EGFP 遺伝子の前後にケラチン遺伝子の標的
ゲノム部位近傍の相同配列（40 塩基）を EGFP
遺伝子の読み枠に配慮しながら付加した。さ
らに、その前後に高い切断活性を有する
sgRNA の結合部位を挿入した。つまり、ゲノ
ム編集が誘導された場合、ドナーベクター内
に標的ゲノム部位と相同なマイクロホモロ
ジー配列（短い相同配列）が露出されると想
定した。ゼブラフィッシュ受精卵に複数の
sgRNA（ケラチン遺伝子座とドナーベクター
を標的としている sgRNA）およびCas9 mRNA

とドナーベクターを一緒に注入した場合、高
い効率で表皮細胞において EGFP の発現が観
察された（約 40%の F0 胚）（図 2）。相同配列
がないドナーベクターを用い同様の実験を
行っても表皮細胞における EGFP の発現が認
められないことから、この表皮細胞での
EGFP の発現はマイクロホモロジィー配列に
依存したノックインに起因すると考えられ
た。次に、EGFP 陽性の胚からゲノム DNA を
抽出した後にシークエンス解析により EGFP
のゲノム挿入部位における塩基配列を解析
した。その結果、ゲノムに挿入された EGFP
の大部分が計画した通りのインフレームで
の精巧なノックインであることが明らかと
なった。さらに、このノックインが次世代へ
受け継がれうるかを調べた結果、F0 胚で観察
されたゲノム改変が生殖系列へ移行しうる
ことが確認された。特に、ゲノム編集を行っ
た F0 胚を EGFP の発現の強弱で比較した場
合、強い EGFP 発現が認められる F0 胚にお
いて生殖系列移行の効率が高いことが明ら
かとなった。これは、最初にゲノム編集を行
った際に EGFP の発現が高い胚を集めるプレ
スクリーニングを行うことがノックイン系
統の樹立に有用であることを示している。ま
た、上記の結果は、ゼブラフィッシュ胚にお
いてマイクロホモロジー修復が機能してい
ることを示唆している。なお、このマイクロ
ホモロジー修復を用いた新規ノックイン法
の開発は、広島大学の山本研究室との共同研
究である。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
図 1 マイクロホモロジー修復を利用した 
    新規ノックイン法 
 
 

 
 
 
 

 
図 2 表皮細胞におけるケラチン-EGFP 
  の発現 
 
 
 



 
(3) 即効型 CRISPR/Cas9 の開発 
 本研究では、化学合成した crRNA と
tracrRNA が sgRNA と同じように機能するか
否かとリコンビナント Cas9 タンパク質が
Cas9 mRNA と比較して発生初期段階からゲ
ノム編集を誘導しうるかを調べた。標的遺伝
子は、スフィンゴシン-1-リン酸（S1P）輸送
体である spns2 とメラニン合成を制御するチ
ロシナーゼ（tyrosinase: tyr）を選んだ。spns2
の遺伝子破壊は、二叉心臓の表現型を誘導し、
また、tyr の遺伝子破壊は、色素合成異常を誘
導する。 spns2-sgRNA, tyr-sgRNA と Cas9 
mRNA をゼブラフィッシュ受精卵に注入し
た場合、１日胚において高い効率で二叉心臓
（72%）と色素合成異常（83%）を誘導する
が、化学合成した spns2-crRNA, tyr-crRNA, 
tracrRNA と Cas9 タンパク質によりゲノム編
集を誘導した場合も高い効率で二叉心臓
（94%）と色素合成異常（80%）を誘導する
ことが明らかとなった（図 3）。次に、ゲノム
編集を行った胚を胞胚期と原腸胚期でゲノ
ム DNA を調整し、ゲノム編集効率を両者で
検討した。その結果、spns2-crRNA, tyr-crRNA, 
tracrRNA と Cas9 タンパク質の複合体の方が
spns2-sgRNA, tyr-sgRNA と Cas9 mRNA の複
合体よりも早い発生段階（胞胚期）からゲノ
ム編集が進行していることが明らかとなっ
た（図 4：ヘテロ二本鎖 DNA の形成で判断）。
これは、新規法においては Cas9 mRNA から
Cas9 タンパク質へと翻訳が進むプロセスが
必要ないため早い発生段階からゲノム編集
が誘導できたと考えられた。その可能性を検
証するため Cas9 抗体を用いたウエスタンブ
ロッティング法で解析を行った結果、従来法
の Cas9 mRNA を注入した場合、注入直後は
Cas9 タンパク質が全く検出されないが、24
時間胚では高い Cas9 タンパク質の発現量と
なることが明らかとなった（図 5）。一方、Cas9
タンパク質を注入する新規法は、注入後は高
い Cas9 タンパク質量が認められるが、24 時
間胚では分解を受けるためか全く検出され
ないことが明らかとなった。これらの結果は、
化学合成した crRNA, tracrRNAとCas9タンパ
ク質の複合体が即効型 CRISPR/Cas9 として
機能することを示している。 
 最 後に、 本 研究で 開 発した 即 効 型
CRISPR/Cas9 が外来遺伝子のノックインに応
用できうるかを検討した。標的遺伝子として
未解析遺伝子である epdr1 （ependymin related 
1）を選定した。ドナーベクターとして、高
い切断活性を有する crRNA 結合部位を付加
し、その下流にヒートショックタンパク質
（hsp）のプロモーター領域と EGFP 遺伝子を
接続した。次に、epdr1 の開始コドン付近に
crRNA の標的部位を選定した。複数の crRNA, 
tracrRNA, Cas9 タンパク質と上記のドナーベ
クターをゼブラフィッシュ受精卵に注入し、
F0 胚で EGFP の発現を調べた。epdr1 アンチ
センス・プローブを用いた in situ hybridization

の実験から epdr1 は、頭部の中枢神経系と体
幹部の神経管に発現することが分かったが、
上記のゲノム編集を行った F0 胚においても
頭部で広くEGFPの発現が観察された（図6）。
そこで、EGFP の発現が見られる F0 胚からゲ
ノム DNA を調整しシークエンス解析を行っ
た結果、EGFP 遺伝子が epdr1 遺伝子座に挿
入されていることを確認した。次に、ドナー
ベクターのゲノム挿入部位における塩基配
列を解析した結果、ドナーベクターが epdr1
遺伝子座に挿入されていることが明らかと
なった。つまり、我々が開発した即効型
CRISPR/Cas9 により外来遺伝子を標的ゲノム
部位へ効率よく挿入できうることが明らか
になった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 図 3 crRNA-tracrRNA-Cas9 タンパク質を 
  用いた即効型 CRISPR/Cas9 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
図 4 即効型 CRISPR/Cas9 による胞胚期 
  におけるゲノム編集効率 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
図 5 即効型 CRISPR/Cas9 における 
  Cas9 タンパク質の発現量 



 
 
 
 
 
 
 
図 6 epdr1 遺伝子座におけるレポーター 
 遺伝子の挿入 
 
[考察]  
 本研究では、ゼブラフィッシュにおける遺
伝子破壊ならび外来遺伝子の標的ゲノム部
位へのノックインを可能とする発生工学解
析技術の開発を行った。当初は、Cas9 遺伝子
をゼブラフィッシュ・ゲノムに組み込んだ Tg
系統を樹立し、その Tg 系統由来の受精卵に
sgRNA を注入することでゲノム編集を誘導
することを試みたが、残念ながら作成した
Cas9 系統は、ゼブラフィッシュの胚発生過程
でゲノム編集を誘導できる Cas9 タンパク質
の発現量ではないことが判明した。 
 上記の問題を克服するために、マイクロホ
モジー修復機構を利用した新しいノックイ
ン法の開発に着手した。これは、ゲノム編集
時に誘導される DSB の近傍に 3-25 塩基程の
マイクロホモロジー配列が存在する場合、セ
ンス鎖とアンチセンス鎖のマイクロホモロ
ジー配列がアニールすることでゲノムが修
復されることを利用している。この手法は、
EGFP 遺伝子の前後にゲノム切断部位の短い
相同配列を付加するだけであるので、簡単に
ドナーベクターを構築することができる。ケ
ラチン遺伝子（krtt1c19e）の終止コドン付近
に EGFP 遺伝子を精巧にノックインできるか
否かで検証した結果、高い効率で EGFP が表
皮細胞に発現することが分かった。また、ゲ
ノム解析の結果、上記のノックインは、マイ
クロホモロジー配列に依存した精巧なゲノ
ム改変であることが明らかとなった。本研究
で開発したマイクロホモロジー修復を利用
したノックイン法は、蛍光タンパク質などの
レポーター遺伝子を標的遺伝子と精巧につ
なげることで生体内での分子動態解析を行
う場合に大変有用であると考えている。 
 効率的な遺伝子破壊や外来遺伝子を標的
ゲノム部位に挿入するためには、早い発生段
階から効率よくゲノム編集を行うことが必
要不可欠である。本研究において、crRNA, 
tracrRNA と Cas9 タンパク質を用いた即効型
CRISPR/Cas9 を開発した。この新規法は従来
法と比較して、胞胚期という極めて早い発生
段階でゲノム編集が観察され、かつ、Cas9 タ
ンパク質が胚発生過程で分解されることか
ら、オフターゲット効果を抑えられるゲノム
編集技術であると考えられた。次に、この即
効型 CRISPR/Cas9 を用い未解析遺伝子 epdr1
の遺伝子座に EGFP レポーター遺伝子をノッ
クインすることを試みた。その結果、内在性
epdr1 の発現ドメインにおいて、EGFP の発現

が認められること、かつ、epdr1 遺伝子座に
EGFP 遺伝子が挿入されていることを明らか
にした。つまり、本研究で開発した即効型
CRISPR/Cas9 は、未解析遺伝子の分子動態解
析に威力を発揮すると考えられた。 
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