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ゼブラフィッシュはモデル脊椎動物として様々
な研究分野で有用である。ゼブラフィッシュは飼
育が容易で，胚発生が速いなど，モデル動物とし
て有利な条件を多数備えているが，遺伝子操作が
容易なことも利点の一つである。ゼブラフィッ
シュの遺伝子操作は，古典的な変異体の作製に始
まり，現在ではゲノム編集技術を用いたノックア
ウト，ノックインも可能になっている。本稿で
は，ゼブラフィッシュを用いた遺伝子操作技術を
概説する。

Ⅰ　大規模突然変異体スクリーニング

ゼブラフィッシュがモデル動物として注目され
るようになった研究の一つは，1990 年代に行わ
れた順遺伝学による大規模変異体スクリーニング
である 1, 2）。順遺伝学とは，特定の異常を示す突
然変異体を単離し，原因遺伝子を同定する手法で
ある。前述の研究では，化学変異原 ENU（N-エ
チル-N-ニトロソウレア）で成魚のオスを処理
し，生殖細胞の DNA に塩基置換などの突然変異
を誘導した。これらの魚の子孫から発生や器官形
成，運動に異常のある数千種類の変異体が単離さ
れた。得られた変異体の解析から，多数の原因遺
伝子が同定されている。ゼブラフィッシュゲノム
にランダムに変異を導入する方法としては，ほか
に，レトロウイルスやトランスポゾンを用いて，

外来 DNA をゲノムにランダムに組み込む方法も
開発されている。

化学変異原による突然変異体の作製は，逆遺伝
学的解析にも利用されている。逆遺伝学とは，特
定の遺伝子の発現を改変し，表現型の変化を調べ
ることで，遺伝子の機能を調べる方法である。代
表的なものに TILLING（targeting induced local 
lesions in genomes）法がある 3）。TILLING 法で
は，化学変異原処理されたオスの子ども個体（F1）
のゲノム DNA と凍結精子をセットでライブラ
リー化しておく。ゲノム DNA ライブラリーから
標的遺伝子に変異のある候補をスクリーニングす
る。目的の変異が見つかれば，凍結精子から変異
体を得ることができ，標的遺伝子の変異による表
現型の変化を調べることができる。

大規模スクリーニングや TILLING 法などに
よって作製された多数の突然変異体は，ZFIN 4）

（ゼブラフィッシュの主要なデータベースで，遺
伝子の発現パターンや変異体，トランスジェニッ
ク系統など様々な情報が検索可能）などのデータ
ベースで検索，入手することが可能である。ラン
ダム変異を用いる方法はこれまで多数の研究成果
を生み出してきた。しかし，解析に多大な労力を
要することから，現在新たに特定の遺伝子を破壊
した系統を得るためには，後述するゲノム編集が
主流の方法となっている。
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Ⅱ　トランスジェニックフィッシュ

1． トランスジェニックフィッシュの基本的な
作製方法

トランスジェニック技術は外来の遺伝子をゲノ
ムに組み込む技術であり，遺伝子機能の解析や，
細胞の可視化および機能操作に不可欠な技術であ
る。ゼブラフィッシュのトランスジェニック
フィッシュ作製に関しては，1988 年に受精卵に
注入したプラスミド DNA がゲノムに組み込ま
れ，子孫に伝達されることが報告された 5）。特定
の組織に安定したレポーター遺伝子の発現をする
トランスジェニックフィッシュの作製が成功する
のは，1990 年代の後半である。

筆者らは，筋肉特異的に発現するα-actin 6）や
運動ニューロンに発現する islet1 遺伝子 7）の発現
制御領域を用いて，GFP（緑色蛍光タンパク質）
を特定の組織に発現させ，可視化することに成功
した（図 1A）。これらの研究で用いられているト
ランスジェニックフィッシュの基本的な作製方法
を図 1B に示す。まず，組織特異的なプロモー
ターと GFP 配列を含む DNA コンストラクトを
用意し，1 細胞期の受精卵の細胞質にマイクロイ
ンジェクションする。一過的な GFP の発現解析
はインジェクションした胚で可能である。注入
DNA は一部の細胞にのみ残るため，インジェク
ション胚の GFP 発現はモザイク状になる。注入
した DNA コンストラクトで，必要な目的の組織
に GFP が発現することを確認したら，その胚を
成魚まで育てる。外来 DNA は一定の確率で生殖
細胞系列のゲノムに取り込まれるため，育てた成
魚の一部（5-20％）の子孫から，トランスジェニッ
クフィッシュを得ることができる。更にトランス
ジェニックフィッシュの作製効率を上げるには，
tol2 トランスポゾンを使用する方法もある 8）。な
お，ノックインと異なり，この方法では外来
DNA はゲノムのランダムな位置に取り込まれ
る。そのため，レポーター遺伝子の発現量は，ポ
ジション効果により系統ごとに異なる可能性があ
る。実験によっては複数の系統を作製し，発現の
良いものを選ぶとよい。

ゼブラフィッシュの 1 ペアからは，一度の掛け

図 1 　 外来 DNA のランダムゲノム挿入によるトランス
ジェニックフィッシュの作製

A.  �islet1 遺伝子の発現制御領域を用いて作製した運動
ニューロンに GFP を発現するトランスジェニック
フィッシュ

B. �トランスジェニックフィッシュの作製では，ドナープ
ラスミドを受精卵に注入する。モザイク状の GFP 発現
をする胚を成魚まで育てる。一定の確率で生殖系列細
胞のゲノムにランダムにドナー DNA が挿入されるた
め，育てた魚の 5-20％の子孫からトランスジェニック
フィッシュを得られる。
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合わせで 100-200 個程度の受精卵が体外受精で得
られる。受精卵へのインジェクション操作も簡単
である。また，胚発生が速く，胚の体は透明なた
め，胚の時期に発現する遺伝子を対象にした場
合，蛍光タンパク質によるスクリーニングもイン
ジェクション後 2-3 日という早期に容易にでき
る。性成熟に 2-3 か月要する点が律速段階ではあ
るが，総じて低労力でトランスジェニックフィッ
シュを得ることができる。

2． BACを用いたトランスジェニックフィッ
シュの作製

2000 年代に入ると，人工染色体ベクターであ
る BAC を用いたトランスジェニックフィッシュ
の作製方法が加わった。前述の方法では，組織特
異的にレポーター遺伝子を発現させる DNA コン
ストラクトを用意するために，標的遺伝子の組織
特異的発現に必要な制御領域を解析，単離して，
プラスミドベクターに組み込む必要がある。BAC
を用いれば，この労力を省くことができる。BAC
は，100 kb を超える DNA 断片をクローン化する
ことが可能で，ゼブラフィッシュのゲノム DNA
断片を保持した BAC ライブラリーが作製されて
いる。標的遺伝子の発現部位にレポーター遺伝子
を発現させる DNA コンストラクトを作製するに
は，標的遺伝子の前後の領域を広く含む BAC ク
ローンを検索，購入し，標的遺伝子の発現制御領
域の支配を受ける位置にレポーター遺伝子を挿入
すればよい。BAC クローンの任意の部位へのレ
ポーター遺伝子の挿入は，組換え酵素を持つ大腸
菌内で，相同組換え法により行う。組換えを行っ
た BAC を受精卵に注入することで，BAC がゲ
ノムのランダムな位置に取り込まれ，トランス
ジェニックフィッシュが作製できる。この方法
で，多数の有用なトランスジェニック系統がつく
られたが 9），現在では，後述するゲノム編集を用
いたノックインフィッシュ作製法のほうが簡便で
あり，新たに使われる機会は減少している。

Ⅲ　 ゲノム編集を用いたノックアウト，
ノックイン

1．ゼブラフィッシュのゲノム編集
最近まで，ゼブラフィッシュはマウスと異な

り，ノックアウトやノックインが困難であること
が欠点であった。これは，ゼブラフィッシュでは
胚幹性細胞が樹立されておらず，胚幹性細胞内で
の相同組換えを用いたノックアウト，ノックイン
技術が利用できなかったためである。前述の様々
な技術は，その欠点を補うために発展してきた面
もある。

2012 年に細菌の獲得免疫機構を利用して，任
意の DNA 配列を切断できる CRISPR（clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats）
/Cas9 が報告されると 10），ゼブラフィッシュでも
ノックインやノックアウトなどのゲノム編集が簡
単にできるようになった。標的遺伝子の任意の配
列を切断できれば，細胞自身の修復機構を介し
て，切断部位へのフレームシフト変異導入による
遺伝子破壊（ノックアウト）や，外来遺伝子の組
み込み（ノックイン）が可能になる。実際には，
CRISPR/Cas9 の登場以前にもジンクフィンガー
ヌクレアーゼ（zinc finger nuclease；ZFN） 11）や
TALEN（transcription activator-like effector 
nuclease） 12）といった人工ヌクレアーゼにより任
意のゲノム配列部位に DNA 二重鎖切断を誘導す
る研究がゼブラフィッシュでも行われ，ゲノム編
集研究の基礎となった。しかし，圧倒的な簡便さ
により，現在のゲノム編集の主役は CRISPR/Cas
システムに移行している。

2．CRISPR╱Casシステムによるノックアウト
CRISPR/Cas システムで任意の配列を切断する

ためには，sgRNA（single-guide RNA）と Cas9 ヌ
クレアーゼを用いる（図 2A）。Cas9 が標的配列を
認 識 す る 際 に は，PAM（protospacer adjacent 
motif）と呼ばれる配列が必要である。一般的に使
われる化膿レンサ球菌（Streptococcus pyogenes）の
Cas9 の PAM 配列は 5’-NGG-3’ であり，グアニン
が 2 塩基並んだゲノム配列があれば，標的配列と
することができる。sgRNA に PAM に隣接する
20 塩基程度の標的ゲノム配列を持たせると，
sgRNA と複合体を形成した Cas9 ヌクレアーゼは
標的配列に誘導され，PAM 配列の 3 塩基上流で
DNA 二重鎖を切断する。

ゲノム DNA に二重鎖切断が生じると，真核生
物の細胞では複数の修復経路によって，修復が行
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われる。主に知られているものは，相同組換え修
復と非相同末端結合（non-homologous end join-
ing；NHEJ）修復である。相同組換えによる修復
は，正常な鋳型を使い，正確な修復が行われる。
一方，NHEJ による修復は，修復時に塩基欠失や
挿入などのエラーが起こりやすい。CRISPR/Cas
システムによるノックアウトでは，選択的に切断
した標的遺伝子のコード領域に，NHEJ 修復によ
り導入される挿入・欠失変異を利用するのが一般
的な方法である（図 2B）。

実際のノックアウトフィッシュの作製では，
Cas9 の mRNA またはタンパク質と，標的配列を
認識するようデザインした sgRNA を用意する。
sgRNA の作製に関しては様々な方法があるが，
ルーティンに作製している研究室であれば，1-2 日
程度の作業時間で作製できる。作製した sgRNA
とCas9 を 1 細胞期の受精卵に注入する。CRISPR/
Cas システムによる変異の誘導頻度は高く，変異
が両アレルに導入されることも多い。表現型にも
よるが，標的遺伝子の破壊の結果はインジェク
ションした F0 胚でもある程度は確認可能であ
る。ただし，F0 胚では，すべての細胞の標的部
位に挿入・欠失変異が入るわけではなく，その変
異も多様である。変異が生殖系列細胞で入れば，
次の世代で変異が固定された F1 胚を得ることが
できる。標的部位の変異の状態を解析するには，
標的部位をまたぐようにプライマーをデザイン
し，PCR 法で増幅した DNA を解析する。

CRISPR/Cas システムによるゼブラフィッシュ
への突然変異の誘導は 2013 年には報告され 13），
急速に広まった。ゲノム編集登場以前に遺伝子の
機能解析を行う際には，アンチセンス・モルフォ
リノ 14）を用いた標的 mRNA の機能阻害（ノック
ダウン）を行う実験が標準であったが，現在では
ノックアウト個体の表現型が簡単に調べられるよ
うになっている。

3．CRISPR╱Casシステムによるノックイン
ゲノム編集によるノックインは，CRISPR/Cas

システムにより任意のゲノム配列を切断し，切断
部位が細胞により修復される機構を利用して外来
遺伝子を挿入する。前述のように，細胞の DNA
切断修復では複数の機構が働く。ノックインの方
法には，ドナーベクターの設計の違いにより，主
に利用される修復機構が異なる複数の方法がある

（図 2B）。これらの方法には長所と短所があり，
目的に応じて使い分けられている。

1）相同配列を用いないノックイン
外来 DNA に相同配列を用いないノックインで

は，典型的な NHEJ 修復を介して外来 DNA とゲ
ノムの切断末端がそのままつなぎ合わされるた
め，正確性が低いという欠点がある。つなぎ目に
挿入や欠失の変異が入ることが多く，外来遺伝子
の挿入方向はランダムである。その一方で，ノッ
クインの効率は良く，相同配列を用いないためド
ナーベクターの構築が簡便であるという利点があ
る。相同配列を用いないノックインはゲノムの正

図 2 　CRISPR╱Cas9 によるノックアウト，ノックイン
A. �Cas9 ヌクレアーゼは標的配列と相補的な 20 bp 程度の配列を持つ sgRNA と結合し，標的ゲノム配列に誘導される。

Cas9 は PAM 配列を認識し，その 3 塩基上流で DNA 二重鎖を切断する。
B. �CRISPR/Cas システムにより生じたゲノム二重鎖切断は，細胞内の複数の経路によって修復される。ノックアウトでは

NHEJ によるエラーの多い修復による切断部位の変異を利用する。ノックインでは，外来 DNA を複数の修復経路に
よって組み込ませる。NHEJ 修復では，接続部の変異や両方向の挿入が起こりやすい。相同組換え修復では，正確な組
み込みが起こる。効率は NHEJ のほうが高い。
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確な改変を必要としない研究で特に有用で，標的
遺伝子の発現細胞にレポーター遺伝子を発現させ
る研究などでよく用いられる。

筆者らが改良した相同配列を用いないノックイ
ンフィッシュの作製法を紹介する 15）。この方法で
は，hsp70 プロモーターをレポーター遺伝子の上
流に配置したドナーベクターを用いる（図 3）。ゲ
ノムの切断部位は標的遺伝子の転写開始点上流に
設定する。CRISPR/Cas9 を用いてゲノムとド
ナーベクターを切断すると，NHEJ 修復によりド
ナーベクターが標的遺伝子の転写開始点上流に挿
入される。その結果，hsp70 プロモーターを介し
たエンハンサートラップにより，標的遺伝子の発
現細胞にレポーター遺伝子が発現する。この方法
は，エンハンサートラップによる遺伝子発現であ
るため，NHEJ 修復による読み枠のずれや逆向き
挿入が問題になりにくい。また，転写開始点上流
の数百 bp の広い領域がノックインの標的にでき

るため，sgRNA の設計の自由度が高い。ドナー
ベクターに相同配列を持たせる必要がないため，
複数の遺伝子に同じドナーベクターを利用できる
という利点もある。

実際の作製方法としては，ゲノム切断用とベク
ター切断用の 2 種類の sgRNA，ドナーベクター，
Cas9 mRNA を用意し，受精卵に同時に注入す
る。切断効率の良いsgRNAが選択できていれば，
インジェクションした 5％程度の胚で，発現が期
待される細胞にレポーター遺伝子が幅広く発現す
る。切断効率の良い sgRNA は GC 含量の高い配
列の sgRNA を 2-3 個試せば，多くの場合得るこ
とができる。発現の良い胚を選んで育てれば，育
てた魚の 30％程度からノックインフィッシュが
得られる。

この方法は，標的遺伝子の機能欠損解析にも利
用できる。標的遺伝子の上流域ではなく，開始コ
ドン付近に hsp70 プロモーターとレポーター遺
伝子をノックインすると，標的遺伝子が破壊され
る。ヘテロ接合体では，標的遺伝子の発現領域に
レポーター遺伝子が発現するため，発現解析も可
能である 16）。

2）相同配列を用いたノックイン
相同組換え修復を用いたノックインは，NHEJ

によるノックインより正確性が高い。病気の原因
遺伝子の変異を忠実に導入する研究や，内在性遺
伝子の読み枠に合わせてタグをつける研究などで
は，正確性の高いノックインが必要で，相同組換
えをベースにしたノックイン法の確立が望まれて
いる。しかし，ゼブラフィッシュを用いた相同組
換えによるノックインの方法や効率は報告により
様々で，標準的な手法は確立されておらず，現在
も改良が続けられている 17）。

一般的に相同組換えには数百 bp の長い相同配
列が利用される。しかし，相同配列を介した修復
のメカニズムには，相同組換えのほかにもマイク
ロホモロジー媒介末端結合（microhomology-me-
diated end joining）などのように，数塩基から数
十塩基の短い相同配列を用いて行われる修復機構
もある。川原らは，ゲノムの切断配列の前後の短
い相同配列（40 bp）を組み込んだドナーベクター
を用いて，ケラチンの終始コドン付近に正しい読

図 3 　 hsp70 プロモーターを用いた NHEJ を介したノッ
クイン

CRISPR/Cas システムにより，標的遺伝子の転写開始点上
流を切断すると，直鎖化したドナーベクターが NHEJ 修
復によりゲノムに組み込まれる。ドナーベクターが持つ
hsp70 プロモーターがミニマルプロモーターとして働き，
エンハンサートラップにより標的遺伝子制御領域の制御を
受けて，レポーター遺伝子が発現する。
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み枠で GFP を挿入し，ケラチンと GFP の融合タ
ンパク質を発現する F1 胚を得ることに成功し
た 18）。この方法は，ドナーベクターの構築も簡単
で，比較的正確なノックインを行いたい場合の選
択肢の一つとなり得る。

標的ゲノム配列に対して短い相同配列を持つ一
本鎖オリゴ DNA（ssODN）をドナーに利用した
ノックインは，HAタグやloxP配列などの短い配
列の挿入に用いられる。ゲノム欠損を誘導したい
領域を 2 つの loxP 配列で挟み，Cre リコンビナー
ゼで削除することのできるコンディショナルミュー
タントも作製されている 19）。また，ssODN を用い
たノックインで，ヒト疾患に関わる遺伝子にミス
センス変異を導入する研究も行われている 20）。

4．塩基編集
CRISPR/Cas システムを応用して，一塩基の正

確な編集を行う方法が開発されている 21）。この方
法では，ヌクレアーゼ活性を低下させた Cas9 に
塩基変換酵素を融合させ，DNA の二本鎖切断を
伴わずに標的領域の一塩基変換を行う。ゼブラ
フィッシュでも塩基編集によるアミノ酸置換に成
功していて 22），その後も疾患に関連する遺伝子の
編集など複数の報告がある。塩基編集のツールは
今後も充実，改良が期待される。また，塩基編集
と同様に不活性型 Cas9 を用いて，より多くの塩
基を編集できるプライム編集 23）などもゼブラフィッ
シュで今後応用されていくと思われる。

おわりに

ゼブラフィッシュの遺伝子操作方法は，ゲノム
編集の登場により 10 年前には想像もできないほ
ど充実し，大抵の遺伝子操作は望みのままに行え
るようになった。次の 10 年には，これらの技術
を活用することで，基礎生物から医療まで幅広い
分野で，ゼブラフィッシュを用いた新たな視点の
研究が展開されることを期待したい。
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