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要旨要旨

近年急速に進歩した CRISPR/Cas9 によるゲノム編集技術は、これまでのマウス ES
細胞を用いた相同遺伝子組換えによる標的遺伝子破壊の手法に大きな変革をもたらし

た。本稿では、この技術を用いて種特異的な遺伝子機能の解析を行った最近の研究に

ついて概説するとともに、我々が行ったニワトリ胚におけるPax6 遺伝子の標的遺伝

子破壊の研究について紹介する。特に、CRISPR/Cas9 を用いた組織特異的遺伝子破

壊に必要な検証実験について考察し、脳の進化発生学研究におけるあらたな研究戦略

について議論する。

はじめに

2003 年に完了したヒトゲノム全塩基配列決定（ヒトゲノム計画）以降、様々なヒト

集団や動物種のゲノム配列情報が加速度的に蓄積している。しかしながら、ゲノムを

構成する塩基配列に記載されている遺伝情報が生物の構造や機能発現にどのような役

割を担っているのか、完全な解読には未だ遠い状態である。さらに、ある生物種で解

明された遺伝情報の意味（すなわち、遺伝子がコードするタンパク質の機能）が他の

生物種においても普遍的であるのか、実際に検証された例は少ない。

生体における特定の遺伝子の機能を検証する場合、最も直接的な方法は遺伝子を破

壊した個体を作製し、その表現型を正常な個体の表現型と比較するというものである。

これまで、標的遺伝子破壊の方法は相同遺伝子組換えを利用した方法がスタンダード

であった。しかしながら、相同遺伝子組換えは非常に確率が低いため、ES 細胞が樹

立されている哺乳類（主に齧歯類や霊長類）以外でこの方法を適用することは極めて

困難であった。また、破壊された遺伝子をホモ接合に持つ個体を得るまでに長い時間

と多くの手間がかかることも問題であった。これに対し、近年飛躍的に進歩したゲノ

ム編集技術によって、ES 細胞を介さずに極めて簡便に精度の高い標的遺伝子破壊が
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可能となった。ゲノム編集技術を用いた論文数は近年加速度的に増加しており、様々

な研究分野においてこの技術が応用されていることは周知の事実である。ゲノム編集

技術は哺乳類以外の動物種にも適用可能なため、この技術を用いて進化発生学文脈に

おける表現型模写実験を行った研究も少しずつ報告され始めている。本稿では、特に

ゲノム編集技術を用いた脳の進化研究に関する報告、そして我々が最近発表した鳥類

のPax6 遺伝子の機能解析に関する研究成果を紹介し、この分野の将来的展望につい

て論じたい。

ゲノム編集技術による遺伝子機能の解析

ゲノム編集とは、人工ヌクレアーゼを用いて特定のゲノム DNA 配列を破壊あるい

は改変する技術のことである。人工ヌクレアーゼには第 1 世代の ZFN（Zn Finger 

Nuclease）や第 2 世代の TALEN（Transcription Activator-like Effector Nuclease）

法などが当初用いられていたが、汎用性と利便性に優れた CRISPR/Cas9（Clustered 

Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR-Associated 

sequence9）が報告されて以来、ゲノム編集といえばほぼ CRISPR/Cas9 を指すまで

に現在この手法が普及している。CRISPR/Cas9 はもともと一部の細菌が持つ獲得免

疫機構として同定された。ファージが細菌に感染した際に、ファージの DNA の断片

が細菌自身のゲノムに取り込まれることで感染が「記憶」される。その後、同じファー

ジが感染した際、以前に取り込んだゲノム断片からガイド RNA と呼ばれる RNA が

転写され、Cas と呼ばれるヌクレアーゼによって侵入したファージゲノムが分解され

る。こうした特異的な DNA 配列の認識と切断機構を利用したものが CRISPR/Cas9

である。CRISPR/Cas9 の詳細な原理とその応用に関してはすでに多くの解説が報告

されているのでそちらを参照されたい 1-3。一方、TALEN は植物病原細菌キサントモ

ナスモナス属が分泌する TALE タンパク質の DNA 結合ドメインと制限酵素 FokI を

融合させた人工ヌクレアーゼである。標的 DNA に対して二量体を形成するような結

合が必要なため、比較的長い標的 DNA 配列（約 36 塩基）を必要とする。従来の相

同遺伝子組換えを利用した標的遺伝子破壊と比較した場合、これらの方法は 1）標的

遺伝子配列をもとにコンストラクションを設計し、これを専用の発現ベクターに組み

込むだけでターゲティングベクターが完成する点、2）受精卵にコンストラクションを

直接導入することによって標的遺伝子配列の欠失や挿入（indel:insertion-deletion）
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が誘導される点が画期的である（図 1）。ES 細胞が樹立されていない動物種において

も標的遺伝子破壊が可能になったことにより、いわゆるモデル動物（ショウジョウバ

エや線虫、マウスなど）以外の多様な動物種を対象とした遺伝子機能解析にゲノム編

集技術が広く普及している。

図 1　ゲノム編集による標的遺伝子破壊の原理。人工ヌクレアーゼが特異的な標的配列に結合し、

二重鎖切断を行うと、非相同末端連結修飾という現象により切断された部位近傍の配列が欠失し

たり、余分な配列が挿入されたりする。こうした現象を利用し、遺伝子の機能破壊を行う。

我々が取り組んでいる脳の進化発生学の研究分野では、これまで主に比較形態学の

手法を基盤とした解析が主流であった。1990 年代より組織における mRNA の発現を

確認できるin situ  hybridization 法が普及し、形態と遺伝子発現を対応づけることが

可能となった。この技術により、脳の形態的多様性の背景にある相同性の議論に理論

的根拠が与えられた 4。しかしながら、こうした遺伝子発現のカタログ作製は形態学

や実験発生学によって蓄積された事実を上塗りしているにすぎない場合もあった。事

実、多くの脳の進化発生学研究が遺伝子発現の種間比較に留まっており、保存された

遺伝子の機能からなぜ多様な脳形態がつくられるのか、という根本的課題に迫る研究

は未だ少ない。こうした状況の中、最近ゲノム編集技術を用いてマウス以外の哺乳類

 ✂
標的配列への人工ヌクレアーゼの結合

Double Strand Break
DNA二重鎖切断

Non Homologous End Joining (NHEJ)
非相同末端連結修飾

欠失変異 挿入変異

あるいは
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を対象として脳の発生に関わる遺伝子を破壊した成果が報告され始めた。

ゲノム編集よるフェレットAspm 遺伝子の標的遺伝子破壊

脳の発生過程で機能する重要な遺伝子の一つに、Aspm（Abnormal spindle-like 

microcephaly-associated protein）遺伝子がある。Aspm は一般的な劣性のヒト小頭

症の原因遺伝子の一つとして同定された 5。Aspm 遺伝子から産生されるタンパク質は、

細胞分裂の際に染色体を分配するために不可欠な紡錘体（mitotic spindle）と結合す

ることにより、娘細胞への染色体の正常な分配と細胞質の分裂面（細胞がどのような

方向で分裂するか）をコントロールしている。マウス脳における RNAi 法を用いた

Aspm のノックダウン（機能阻害）実験から、機能的な Aspm タンパク質が産生され

なくなった場合、神経前駆細胞の分裂面の制御が異常となることが報告されている 6。

こうした事実から、Aspm 遺伝子は哺乳類脳の発生過程における神経前駆細胞の分裂

に必須の遺伝子であることが推測される。ところが、従来の標的遺伝子組換え法によっ

てマウスAspm 遺伝子を破壊した個体を作製しても、マウス脳の大きさはほとんど変

化しない 7。ヒトとマウスのAspm 遺伝子は進化的に高度に保存されているため、こ

れらの生物における表現型の違いは大脳皮質の構築過程の種間差異に基づいている可

能性が考えられた。

こうした中、最近Aspm 遺伝子を破壊したフェレット大脳の解析結果が報告された 8。

この論文では、マウスと比較してより大きな大脳皮質を持つフェレットのAspm 遺伝

子の標的遺伝子破壊を行うため、フェレットAspm を特異的に認識する TALEN を発

現するベクターが 148 個のフェレット受精卵に導入された。TALEN が採用された理

由は正確には不明だが、オフ・ターゲット効果の低さが理由の一つではないかと推測

される。論文では出産後成体まで育った 11 匹の F0 個体すべてにおいてAspm 遺伝

子のタンパク質コード領域に特異的な indel が確認されている。これら F0 個体を交

配させて、Aspm 遺伝子変異をホモ接合に持つ個体が作製された。

興味深いことに、Aspm 遺伝子が破壊されたフェレットでは大脳の大きさが著しく

減少する、いわゆる小頭症を発症することが明らかとなった。マウスとの表現型の違

いを説明する要因の一つとして、神経前駆細胞のサブタイプの違いが挙げられる。胎

盤を持つ哺乳類の大脳皮質の発生過程では、脳室帯における神経前駆細胞（放射状グ

リア細胞：RG）の他、脳室下帯（SVZ）における神経前駆細胞の増殖も神経細胞の
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産生に重要な役割を果たす。ヒトを含む霊長類、あるいはフェレットなどのより大き

な大脳皮質を持つ哺乳類では、SVZ が 2 つに区分され、より脳表面に近い脳室下帯

（OSVZ）が顕著に発達する 9。この OSVZ には放射状グリア細胞が豊富に存在するが、

これらの細胞を Outer RG（oRG）と呼ぶ 10。こうした oRG はマウス大脳皮質ではわ

ずかしか存在しない 11。この oRG はもともと脳室帯の放射状グリア細胞（ventricular 

RG: vRG）に由来するが、大脳皮質の発生過程で、vRG は脳室帯から脳室下帯の外

側に向けて順次移動していくことにより、OSVZ に oRG が蓄積される。今回の研究

結果によって、Aspm 遺伝子が破壊されたフェレットでは通常よりも早期に vRG が脳

の外側へと移動してしまうことによって VZ における vRG が減少することが明らかと

なった。つまり、フェレットの大脳皮質の発生過程では Aspm タンパク質が vRG の

OSVZ への移動のタイミングを制御することにより、vRG と oRG の量のバランスを

保っていると推測される。こうした Aspm の役割は vRG と oRG という 2 つの神経前

駆細胞サブタイプを獲得した哺乳類系統に特異的と考えられる。

はたして、このような遺伝子ノックアウトフェレットがマウスのような研究ツールと

して確立されていくだろうか？フェレットは個体価格がマウスと比較すると大変高価

であり、さらにライセンスの問題で一般の研究者がフェレットコロニーを維持して交

配と繁殖を行うことが極めて困難である。上記論文では、Aspm ヘテロ接合変異フェ

レットはすべてライセンスを所有する Marshall 社に輸送され、そこで系統維持され

ている。したがって、今後は受精卵を用いた個体全体での標的遺伝子破壊ではなく、

次項で紹介するような体細胞に CRISPR/Cas9 ベクターを導入することによる組織特

異的遺伝子破壊が主流になっていくと推測される。

体細胞への CRISPR/Cas9 の導入による標的遺伝子破壊

CRISPR/Cas9 によるゲノム編集の場合、従来の相同遺伝子組換えに用いるターゲ

ティグ・ベクターと比較して使用するベクターのサイズが圧倒的に小さいことから、

当初よりこのベクターを体細胞に直接導入しても標的遺伝子破壊が可能であることが

予想された。2014 年に Nature 誌に報告された論文では、 ガイド RNA と Cas9 遺伝

子を挿入したプラスミドを成体マウスに直接注入することにより組織特異的なPten
およびp53 遺伝子の標的破壊を行っている 12。前述のようにこれらのゲノム編集技術

は、標的としていない遺伝子や塩基配列も同時に編集してしまうという、いわゆるオフ・
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ターゲット効果を引き起こす可能性がある。特に CRISPR/Cas9 法の問題は比較的短

いガイド RNA の標的配列特異性であり、オフ・ターゲット効果をどの程度検証すべ

きかが問題となる。この論文では、1）得られた表現型が相同遺伝子組換えによる標

的遺伝子破壊の表現型と同一であること、2）潜在的にオフ・ターゲット効果が及び

そうなゲノム配列について次世代シーケンサーを用いてディープ・シーケンシングを

実施し、標的遺伝子以外に indel が確認されないことを報告している。これらの検証

実験の問題は、1）すでにノックアウトマウスが作製されていることが前提となり、未

知の遺伝子機能を探るという本来の研究目標に適応できないという矛盾、また 2）潜

在的なオフ・ターゲット配列すべてについて次世代シーケンスにより配列決定を実施

する場合の煩雑さやコストの増加であった。こうした問題は、配列特異性の向上によ

るオフ・ターゲット効果の解消、さらにオフ・ターゲット効果を検証する「スタンダー

ドな実験プロトコル」の普及によって改善されることが期待された。

ここ数年、異なる生物種のゲノム配列情報をもとにオフ・ターゲット効果を最小限

にするようなガイド RNA 配列を決定するアルゴリズムが急速に進歩している。2016

年に Shinmyo らによって報告された論文では、こうしたアルゴリズム用いたフリーの

公共ソフトを利用して作製したコンストラクションを発生中のマウス大脳皮質に電気

穿孔法を用いて導入し、神経前駆細胞および神経細胞での標的遺伝子破壊を実現して

いる 13。標的遺伝子の特異的な破壊については、1）蛍光タンパク質を指標として遺

伝子導入細胞を単離し、次世代シーケンサーを用いて標的遺伝子の INDEL を確認す

る、2）in situ  hybridization 法や免疫組織化学的手法による mRNA やタンパク質の

消失を確認している。また、こうした手法をフェレット大脳皮質に導入し、得られた

表現型をドミナントーネガティブ型のタンパク質を発現するベクターの導入による表

現型と比較している 14。これらの報告により、体細胞に CRISPR/Cas9 ベクターを導

入した際に行うべき一連の検証実験がほぼ標準化されたといえよう。

CRISPR/Cas9 によるニワトリPax6 遺伝子の破壊

電気穿孔法による CRISPR/Cas9 ベクターの胚組織への導入とオフ・ターゲット効

果の検証法が確立されたことを受け、我々は非哺乳類胚の標的遺伝子破壊実験に着手

した。我々が標的としたのはPax6 と呼ばれる遺伝子である。Pax6 遺伝子はペアード・

ドメインとホメオ・ドメインを持つ転写因子をコードし、1990 年代に相次いで同定さ
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れた Pax ファミリー遺伝子群の一つである。Pax6 は当初眼を形成するマスター遺伝

子として周知されたが、その後中枢神経系の形成過程においても重要な役割を果たす

ことが明らかとなった 15,16。脳の発生過程においてPax6 は神経前駆細胞に強く発現し、

前駆細胞の増殖と分化の制御を行っている。Pax6 のタンパク質構造と発現様式は脊

椎動物間で極めて高度に保存されており、誰もが Pax6 の機能は種を超えて普遍的で

あると予測していた。

我々は進化発生学的な研究文脈から、鳥類の大脳におけるPax6 遺伝子を CRISPR/

Cas9 ベクターによって破壊することを試みた 17。我々がPax6 遺伝子を標的に選んだ

理由として 1）高度に保存された遺伝子が大脳の多様性にどのように寄与しているか

を探る良いモデルとなること、2）Pax6 変異マウスの脳サンプルが入手可能であり、

鳥類における標的遺伝子破壊の結果と比較可能なこと、3）種を超えて適応可能な抗

体やドミナント・ネガティブ型 Pax6 の発現ベクターが入手可能であり、標的遺伝子

破壊の効果を検証するツールが揃っていたこと、4）Pax6 が発現している大脳背側部

（外套領域）に他のPax ファミリー遺伝子が発現していないため、標的遺伝子破壊の

際に機能を補償する遺伝子発現が無いこと、5）マウス外套における Pax6 の機能が

極めて詳細に解析されているため、こうした知見と実験の結果を比較することが容易

であること、があげられる。

ニワトリPax6 標的破壊のためのガイド RNA は「CHOPCHOP」と呼ばれるパブリッ

クソフトウェア 18（http://chopchop.cbu.uib.no）を利用し作製した。基盤となるアル

ゴリズムは鳥類ゲノム配列全体を網羅し、オフ・ターゲット効果を最小限にするよう

なガイド RNA の候補を選び出す（したがって、作製されたコンストラクションが認

識する標的遺伝子の配列が同一であっても、別の種にコンストラクションを導入した

場合にオフ・ターゲット効果が起こる可能性は否定できない）。我々は選定された 3

種類のガイド RNA について、それぞれ Cas9 を共発現するベクターに組み込み、電

気穿孔法によって発生中の鳥類外套領域に導入した。導入後 36 時間で胚を固定し、

免疫組織化学的手法によりPax6 の発現を検証すると、コンストラクションが導入さ

れた細胞において Pax6 タンパク質の顕著な減少が確認された（図 2）。これに対し、

すでに報告のある鳥類 Pax6 を標的とした RNAi ベクターの導入では免疫組織科学的

手法による Pax6 タンパク質の減少が確認できなかった（HEK 細胞を用いたウェスタ

ン・ブロットでは対照群と比較し 50% 程度の発現抑制が確認できたが、in vivo  で後
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述するような特異的な表現型を検出することができなかった）。さらに、CRISPR/

Cas9 ベクターと共導入したベクターより発現する GFP の蛍光を指標として、遺伝子

導入部位を蛍光顕微鏡下で単離し、Pax6 遺伝子を含むゲノム領域を次世代シーケン

サーにて解析した結果、特異的な INDEL が標的配列に検出された（図 2）。こうした

結果より、我々の作製したコンストラクションによってニワトリPax6 遺伝子が特異的

に破壊されたことが支持された。

図 2　CRISPR/Cas9 によるニワトリ Pax6 の大脳における標的遺伝子破壊。A: マウスとニワト

リ Pax6 のタンパク質構造の比較。PAIRED: ペアード・ドメイン（PAI と RED の 2 つの部分に

区別される）。HD: ホメオドメイン。矢印は設計したガイド RNA の標的部位。B: 標的遺伝子破

壊に用いたコンストラクション（pX330-Pax6）。C: 電気穿孔法によりコンストラクションを E4
ニワトリ胚外套に導入したサンプル。遺伝子導入後 36 時間で胚を固定し、抗 Pax6 抗体で免疫

染色を行った。Control（pX330 ベクターと GFP 発現ベクターの導入）と比較して、pX330-679 
の導入によって Pax6 の顕著な発現低下が認められた。D: 遺伝子導入を行った細胞における

Pax6 のゲノム DNA 配列。pX330-Pax6 の導入により、Pax6 の標的配列付近で特異的な indel が
確認された。図は文献 17 より改変。

CRISPR/Cas9 によるニワトリ外套のPax6 遺伝子破壊は幾つかの興味深い知見を

もたらした。まず、1）外套領域と外套下領域の境界が不明瞭となり、外套下領域で

発現する Gsh2 タンパク質が外套領域でも発現するようになった。また 2）外套領域

で特異的に発現している Tbr2 および Tbr1 の発現が消失した。これらの表現型はい
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ずれもコンストラクションが導入された細胞に限定されており、遺伝子破壊された細

胞自律的な表現型であると推測された。また、こうした表現型は大脳の腹側外套領域

で顕著であるが、より背側あるいは内側の外套では観察されなかった。こうした表現

型はマウスPax6 変異体の外套領域の表現型と極めて類似しており、Pax6による外套—

外套下の境界形成、さらに外套における興奮性神経細胞の分化制御は羊膜類の種を超

えて普遍的な機能であることが予測された。こうした結果と、ドミナント・ネガティ

ブ型タンパク質の導入による表現型とを比較し、我々は羊膜類で高度に保存された

Pax6 の機能と、種特異的な Pax6 の機能（哺乳類の大脳皮質発生後期における神経

前駆細胞の維持）を同定することに成功した 17。興味深いことに、RNA シーケンシン

グの結果からマウスとニワトリの外套において Pax6 は異なる遺伝子を制御している

ことが示されている。こうした遺伝子発現制御の種間差異が脳の形態的多様性とどの

ように関連しているのか、現在マウスとニワトリの初期胚を用いて研究を進めている

（野村、河本ら、未発表）。

おわりに

CRISPR/Cas9 を用いたゲノム改変技術は爆発的な進展を見せている。容易なコン

ストラクション作製による遺伝子の完全破壊という利点に加えて、オフ・ターゲット

効果の改善が急速に進み、これまで非モデル動物の遺伝子機能阻害に使用されていた

RNAi 法を今後代替していく可能性がある。特に大脳皮質の発生過程では子宮内電気

穿孔法との組み合わせが容易であり、この技術を用いた脳進化研究も徐々に報告され

始めた。indel による標的遺伝子の破壊のみならず、外来遺伝子の標的遺伝子座への

ノックイン 19,20、特定のエンハンサー領域を標的とした遺伝子発現抑制（CRISPRi）

など、最近の生命科学の国際誌は CRISPR の技術革新が目白押しである。こうした新

規手法を積極的に脳進化発生学の研究戦略に取り入れることにより、遺伝子と表現型

との因果関係の証明、あるいは種特異的な発生拘束の分子機構など、これまでアプロー

チが困難であった課題にチャレンジできる時代となった。一方、生殖細胞系列で

CRISPR を作動させることにより特異的な遺伝子変異を生物集団中に急速に拡散させ

る手法（Gene Drive）も開発されており、ゲノム編集技術で作製された遺伝子改変動

物の潜在的なリスクについても議論を深めることが急務であろう。
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