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1. 要旨	

 

現在ゲノム編集のツールとして CRISPR-Cas9が広く利用されている。しかし遺

伝子によっては目的としている配列の近くに PAM配列である NGGがないため

CRISPR-Cas9が利用できないことがある。別の種に由来し異なる PAM配列を

認識する CRISPR-Casを用いることで、この問題を解決出来る可能性がある。

本研究では、ゼブラフィッシュの otx2bと hesx1遺伝子にタグと蛍光タンパク

質をノックインすることを計画していたが、Cas9の PAM配列がノックインを

行いたい部位の近くにないため、他の CRISPR-Cas の PAM配列を探索したと

ころ、Cas12aの PAM配列 TTTVが見いだされた。しかし、Cas12aのゼブラフ

ィッシュにおける利用はあまり進んでいないことから、3種の Cas12aタンパク

質の活性を比較するために、8個の遺伝子のいずれかをターゲットする 10個の

crRNAを設計し、Cas12a の切断特性を調べることにした。	

 この実験では、Cas12a	は	Acidaminococcus sp. (As)由来のものと

Lachnospiraceae bacterium (Lb)	由来のものを使用した。AsCas12a	としては野生

型とCas12a Ultra タンパク質、LbCas12a	としては	LbCas12a Ultra を使用し

た。8	個の遺伝子をターゲットする	10	個の	crRNA	を、オフターゲットがな

るべく起こらないように設計した。これらのリボヌクレオプロテイン複合体を

ゼブラフィッシュ胚にインジェクションをした。Cas12a	の切断活性は、切断

部位にindel	が生じた割合により評価した。その結果、10個のうち4個について

はほとんど	indel	が見られなかったことから、Cas12aにより効率よく切断され

る配列は限られている可能性がある。		

	

	

	

	

 

 

 

 

 

 



2.序論	

 

現在ゲノム編集のツールとして CRISPR-Cas9が広く利用されている(Pickar-

Oliver and Gersbach,2019)。CRISPR-Cas9の利用の仕方として Cas9タンパク質, 

crRNA, tracerRNAを混合させることでリボヌクレオプロテイン(RNP)複合体を

作製し(あるいはこれらを細胞内で発現させ、細胞内で RNP を作らせるための

mRNA や DNA ベクターの混合物)、この溶液を利用している細胞に対し顕微注入

を行い、目的遺伝子配列において CRISPR-Cas9による二重鎖切断を引き起こ

す。この時非相同末端結合(non-homologous	end	joining(NHEJ))による DNA

配列修復の際における indel	(insertion/deletion)の発生が起き目的の遺伝子

のノックアウトを引き起こす。またはドナーDNA配列を用意し、相同組み換

え修復(Homology	directed	repair(HDR))による修復を誘導することによって

目的遺伝子にタグや蛍光タンパク質遺伝子のノックインまたはその両方をノッ

クインする。このようなゲノム編集により研究している遺伝子の機能の解明す

ることが可能である(Pickar-Oliver and Gersbach,2019)。CRISPR-Cas9 RNP は、

Cas9が PAM配列と相互作用するとともに、crRNAが PAM配列と隣接する標

的 DNA配列の相補的な配列に結合することで標的 DNA配列を認識し、その後

Cas9が二重鎖切断を誘導する。しかしこのゲノム編集を CRISPR-Cas9で行お

うとする時、目的遺伝子配列付近に CRISPR-Cas9が認識する PAM 配列-NGG-が

存在するとは限らない。そのため、異なる PAM 配列をもつ CRISPR-Cas9が開発

されてきた(Pickar-Oliver and Gersbach,2019)。また別の種の由来の Cas9は、最

も利用されている SpCas9とは異なる PAMを持つ場合もある。このような複数

のバリアントを利用することで、PAMの制約を緩和することができる。しか

し基本的に Cas9 が認識する配列は GCリッチな配列であるため、ゲノム編集が

できるターゲット配列の範囲は限られる。	

ゲノム編集ができる範囲を広げるには CRISPR-Cas9とは別の PAM配列を認

識する CRISPR-Casを利用することが考えられる(Pickar-Oliver and 

Gersbach,2019)。その中に、最近利用が広まりつつある CRISPR-Cas12a がある

(Liu,et al., 2019; Moreno,et al., 2017; Pickar-Oliver and Gersbach,2019)。Cas12a は、

ATリッチな TTTV	を PAM 配列として認識する。CRISPR-Cas12aは PAM配列か

ら離れた配列を切断し、5’突出末端が発生する二重鎖切断を誘導する。	



	 本研究の開始当初、神経系の胚発生に関わる転写因子遺伝子である hesx1と

otx2bの 2つの遺伝子について、タンパク質を標識するための複合タグと 2A-

蛍光タンパク質遺伝子を含むカセットをノックインし、タグ付きタンパク質と

蛍光タンパク質を共発現させることを計画した。そのためノックインを行いた

い終止コドン付近で CRISPR-Cas9のターゲット配列を見つける必要があるが、

切断活性が低い配列、あるいは切断はされるがノックインする部位から遠いと

いう理由で CRISPR-Cas9のノックインにおける利用は困難であることが予想さ

れた。そのためこの研究では、CRISPR-Cas12aのターゲット配列を探索したと

ころ、CRISPR-Cas9と比べて終止コドンに近い切断可能部位が見いだされた。

切断活性が高いターゲット配列をノックインに利用することで、otx2bと hesx1

においてノックインの可能性が高くなることが期待される。本研究では、

Cas12aのゼブラフィッシュにおける利用はあまり進んでいないことから、まず

複数の crRNAを用いて Cas12aの切断特性を調べた。	

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3.結果と考察 

 

3.1	 CRISPR-Cas12aの切断効率の解析	

	

hesx1,	otx2b,	sox11b,	sox19a,	sox19b,	sox2,	sox21a,	sox21b	の 8 種の遺

伝子のいずれかをターゲットとする crRNAをゲノム配列の情報をもとに設計し

た。使用した Cas12aは AsCas12a-Ultra (Zhang et al., 2021)、AsCas12a-V3、

LbCas12a-Ultra (Zhang et al., 2022)の 3種である。これらの CRISPR-Cas12aの主
な違いと特徴を表 1に示す。crRNAの設計は、オンライン上で利用できる

CRISPRORという検索ツールを用い、目的の遺伝子の DNA配列を入力するこ

とで、Cas12aが認識する配列リストを表示させた。その中でノックイン部位に

近接し、Off-target効果予測値が低いものを選び、IDTに AsCas12aと LbCas12a 

用の crRNAの化学合成を依頼した。RNP 複合体を調製後、その 1.5 fmol量を

ゼブラフィッシュの一細胞期胚に顕微注入した。受精後 24時間まで発生させ

た胚を 20 個回収し、そこからゲノム DNAを調製し切断効率の解析を行った。

サンガーシークエンスのデータの DNA 配列の波形を利用した ICE (Hsiau et al. 

2018)と呼ばれるプログラムを利用して indel が生じた割合を調べた(図 1)。 

	

	

表 1.使用する Cas12a タンパク質の特徴	

	

	

Cas12a nucleases Cas12a protein 
sequence NLS Activity at 

25°C/37°C

AsCas12a V3 Wild type Optimized
(OpT) 

+/++

AsCas12a Ultra Optimized mutant 
(M537R, F870L) Improved ++/+++

LbCas12a Ultra Optimized mutant 
(E795L) Improved +++/+++



	

 
図 1.CRISPR-Cas12a の切断効率解析結果	 	

各 crRNA をそれぞれ AsCas12a-Ultra,AsCas12a-V3,LbCas12a-Ultraのタンパク質と組み合わせて

RNP複合体を作製し、それぞれの切断活性を比較した。1つの組み合わせにつき複数のサンプ

ルを得て、indelの割合の平均値を算出し、棒グラフとして表示した。棒グラフがないものは

indelが全く生じなかったサンプルであり、No dataと記載されているものはサンプルが調製で

きなかったもの、または ICEによって解析ができなかったものである。	

	

また AsCas12a-V3の RNP 複合体の顕微注入において、otx2b-1, otx2b-2, sox2, 

sox19aの 4種の crRNAについては、RNP複合体を約 3 fmol程度顕微注入した

サンプルも作製した。その結果、otx2b-2と sox19aの 2つにおいて通常量に比

べて大幅な indel が生じた割合の増加が見られた(図 2)。この結果から切断活

性の低い crRNA でも注入量を増やすことにより切断活性が改善される可能性が

ある。	

 

 



 

図 2.RNA 量に依存した切断効率の変化	
上パネルが sox19aにおける AsCas12a-V3 RNP	複合体の液量を増やした顕微注入の結果であ

り、液量を増やしたことにより大幅な indelが生じた割合の増加が見られる。	

下パネルでは otx2bにおける 1.5 fmol量の AsCas12a-Ultra RNP	複合体と 3 fmol量の AsCas12a-

V3 RNP 複合体の比較を示す。使用した Cas12aタンパク質は異なるが同じ AsCas12aであるた

め生じる indelの割合の差は大きくないと考えたため比較した。この結果から液量を増やした

ことにより大幅な indelが生じた割合の増加が起きたと考える。	

 

 

CRISPR-Cas12aの切断活性の傾向の分け方として、10%未満を切断活性が低い

として(-)、10%〜60%を切断活性が中程度にあるとして(+)、60%以上を切断活

性が高いとして(++)と評価し、表 1のようにグループ分けをした。	

Asと Lbの両方で同傾向の切断活性を示すグループ（薄緑）、Lbより Asのほ

うが高い切断活性を示すグループ（ベージュ）、Asより Lbのほうが高い切断

活性を示すグループ（薄青）、Asと Lbの両方で切断活性を示さないグループ

（グレー）の 4グループに分けられた。このことから crRNA の配列によって

は、As Cas12aと Lb Cas12aの間で異なる切断活性を示す場合があることがわか

った。	

 



 

表 2.CRISPR-Cas12aの切断活性傾向のグループ化	

 

 

3.2 CRISPR-Cas9と CRISPR-Cas12aの比較	

 

Cas9と Cas12aの間における PAM配列の位置と切断位置の違いを hesx1と

otx2bにおいて図 3に示す。初期の研究で hesx1と otx2bにおいて CRISPR-Cas9

の RNP 複合体をゼブラフィッシュの初期胚に顕微注入し、受精後 24時間まで

発生させた胚を回収し、DNA抽出を行い、indelの割合を調べた。その実験で

得られた Cas9の切断活性を Cas12aの切断活性と比較したものを図 3に示す。	

otx2b においては切断部位に大きな違いはないものの、Cas9 より Cas12a の方

が切断活性は高い。hesx1 においては Cas9 より Cas12a の方が終止コドンによ

り近い部位が切断可能である。Cas12a の切断活性は少し低いが、Cas12a では

顕微注入する RNP 複合体量を変えることにより切断活性の増強ができると考

えている。以上の結果から hesx1と otx2bにおいては、この部位でノックイン

を行うゲノム編集においては Cas9より Cas12aのほうが適していると考える。	

	

10%< ‒
10%~60% +
60%≧ ++

crRNA As-Ultra As-V3 Lb-Ultra
sox2 ++ ++ ++

sox21b-1 + + +
sox11b ++ ++ +
sox19b ++ ++ -
hesx1 + + -
otx2b-2 + + -
sox19a + + ++
otx2b-1 - - -
sox21a - - -
sox21b-2 - - -



 
図 3.otx2bと hesx1 遺伝子のターゲット部位における CRISPR-Cas9と CRISPR-

Cas12の比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4.材料と⽅法 

 

4.1 CRISPR-Cas12aの切断効率解析 

使用した CRISPR-Casシステムの Casタンパク質 

 AsCas12a-Ultra (Integrated DNA Technologies, IDT) 

 AsCas12a-V3 (IDT) 

 LbCas12a-Ultra (IDT) 

4.1.1プライマーの設計 

PCRプライマーの作製は、以下の条件を考慮することで行った。	

･23〜28塩基の間の長さで、59℃〜65℃の Tm値となるようにする。	

･GC含量を 45〜60％の間にする。	

･GCが 3’端領域に偏らないようにする	

	

primer name Sequence 

hesx1 stop Seq F2 GGCTAATAATTCTGACTTTAACTGTGTG 

hesx1 stop Seq R2 ACATTTAATAAATTACAATTTGGTAACAGAG 

otx2b stop F TACTTTGGGGGTATGGACTGCG 

otx2b stop R TGTTCCGTGGCTTTGACCTAAC 

sox2 stop Seq F TACATGAACGGCTCGCCCAC 

sox2 stop Seq R ATTTGATTCATTCTCCCCCCGC 

sox11b start Seq F TCGCTGTCCTTCAGCATTTTCC 

sox11b start Seq R GCCACAGTAGCCTGTCATTTGG 

sox19a stop Seq F TTTACAATTGCTCTCGCGTGCTT 

sox19a stop Seq R ACCGGGCCTCAATGACAAAATC 

sox19b stop Seq F GATTCTCTGTGCTGTTAATCCTGG 

sox19b stop Seq R AGGAAGAGGATGTCTGAACTGGA 

sox21a stop Seq F CGGAATTACCTCCTGCACCT 

sox21a stop Seq R2 GCCAACTAGTTTGGGCATCTC 

sox21b stop Seq F ACCGTCTTTCTCCTACGCCTCA 

sox21b stop Seq R ACCGATCTTCTCTGCAACAGC 

 

サンガーシークエンスには PCRとは別の以下のプライマーを使用した。	



primer name Sequence 

hesx1 BC NM primer F TGGTTCCAGAACAGAGCAAAG 

otx2b stop Seq F2 AACGCTGTCACCAGTCACCTAA 

sox2 stop Seq F2 CAGCATGTCCTATTCGCAGCAAA 

sox11b start Seq R2 CTAGTCTACTCCGGCAGCGAAG 

sox19a stop Seq F2 GTTACTTGCAGCCCCATGTCC 

sox19b stop Seq F2 TGTTTGCCCTTTTTTCCTCTCCA 

sox21a stop Seq F2 CACCTTTCCCGCATTATTCCGTG 

sox21b stop Seq R2 GTATTAGGCTGAGCTAGTTACAGAG 

 

4.1.2	 crRNA設計	 	 	

Cas9の crRNAは、IDT(Integrated DNA Technologies)のデザインツールを用いて

設計した。Cas12a の crRNA は、CRISPROR(http://crispor.tefor.net)を用いて

以下のように設計した。	

目的遺伝子配列を入力する事で crRNAの候補が表示される。	

他の特定領域を認識する可能性を示す Off-target riskが低いものを選択する。	

この条件を満たし、ターゲット部位に近接する crRNAをさらに選択する。	

crRNA Spacer sequence 
sox2-Cas12a-crRNA-1 CATATGCGATAAGGGAATCGT 
sox19a-Cas12a-crRNA-1 CTGATCAGATGTGTGTGAGAG 
sox19b_Cas12a_1 CCTAAACTTCAGATGTGAGTG 
sox11b-Cas12a-crRNA-1 AACATGGTGCAGCAGACGGAC 
sox21a-Cas12a-crRNA-1 AACTCCACTCATATCGTTGCA 
sox21b-Cas12a-crRNA-1 GAGTCTCATAACGCCGCCGCG 
sox21b-Cas12a-crRNA-2 TCGCTTTAGAGTCTCATAACG 
hesx1-Cas12a-crRNA-1 CAAACCGGCAGAGAAGAACAC 
otx2b-Cas12a-crRNA-1 ACAACACTTGGAATTTCCAGG 
otx2b-Cas12a-crRNA-2 GTTTCACAACACTTGGAATTT 

 

4.1.3	 RNP 複合体の調製	

①100 µM crRNA溶液の調製 

Alt-RcrRNA 2 nmol (powder) 



Nuclease Free IDTE (IDT) 20 µL 

終濃度	 0.1 nmol/µL 

AsCas12a-Ultraを使用する場合 

②3 µM gRNA溶液の調製 

100 µM Alt-RTM CRISPR-Cas12a crRNA 1 µL 

Nuclase Free Duplex Buffer (IDT) 32.3 µL 

Total 33.3 µL 

③Cas12a 希釈溶液(0.5 µg/µL)の調製 

Cas12a protein working concentration 0.5µg/µL   

10 µg/µL Cas12a protein 0.5 µL 

Cas12a working buffer  (20mM HEPES pH7.5; 150mM KCl) 9.5 µL 

Total 10 µL 

④gRNAと Cas12a proteinを混合する 

RNP complex   

3 µM gRNA solution 3 µL 

Cas12a希釈溶液 0.5µg/µL 3 µL 

Total 6 µL 

⑤37℃で 10分間インキュベートした。その後使用するまで冷蔵保存した。	

	

AsCas12a-V3と LbCas12a-Ultraを使用する場合	
①〜②は同様 

③1.5 µM gRNA溶液の調製 

3 µM gRNA solution 3 µL 

Nuclase Free Duplex Buffer 3 µL 

Total 6 µL 

④Cas12a 希釈溶液(0.25µg/µL)の調製 

10 µg/µL Cas12a protein 0.5 µL 

Cas12a working buffer  (20mM HEPES pH7.5; 150mM KCl) 19.5 µL 

Total 20 µL 

⑤gRNAと Cas12a proteinを混ぜる	

	

 



RNP complex   

1.5µM gRNA solution 6 µL 

Cas12a 希釈溶液 0.25µg/µL 6 µL 

Total 12 µL 

⑥37℃で 10分間インキュベートした。その後使用するまで冷蔵保存した。	

 

4.1.4	 RNP 複合体のインジェクション	

①ゼブラフィッシュの一細胞期胚に RNP複合体を顕微注入 

･各 RNP複合体	 1つにつき胚 30個に顕微注入した。 

･AsCas12a-Ultraを使用する場合 1 nL顕微注入した。 
･AsCas12a-V3 と LbCas12a-Ultra を使⽤する場合 2 nL顕微注入した。	

･インジェクション後 28℃条件でインキュベートした。 
･AsCas12a-V3は顕微注入後 34℃条件で 4時間インキュベートしたあと、28℃

に戻した。 

②受精胚と未受精胚の選別	

 

4.1.5	 胚から DNA抽出	

①顕微注入後、翌朝に胚を 5個ずつチューブに入れた。	

②DNA extraction bufferの作製	

2M Tris-HCl(pH8) 250 µL 

0.5M EDTA 10 µL 

10% Triton X-100 1 mL 

D₃W 48.74 mL 

Total 50 mL 

③胚 5個につき DNA extraction bufferを 100 µL分注した	

④Proteinase K 20 mg/mLを DNA extraction bufferの 1％分加え混ぜた。	

		(例 DNA extraction buffer 200 µLに対し proteinase 20 mg/mLを 2 µL)	

⑤胚 5個につき溶液を 100 µL加え、50℃でインキュベートを開始した。	

⑥10 分毎に取り出しボルテックスで攪拌した。	

	 溶液が透明になるまで繰り返した。	

⑦計 2時間インキュベート後、95℃で 10 分間インキュベートし Proteinase K

を不活化し、その後冷凍庫で保管した。	



	

4.1.5 PCR 

①反応液の作製 

5×One Taq standard Reaction buffer 6µL 

2.5mM dNTPs 2.4µL 

100µM primer F 0.06µL 

100µM primer R 0.06µL 

One taq DNA polymerase 0.15µL 

template DNA 3µL 

6×sucrose Red 5µL 

D3W 13.33µL 

total 30µL 

coldスタートをするため、氷上で溶液を作製した。 
②Thermal cycler 

	  temperature time cycle 

Initial denaturation 94℃ 30sec 1 

Denature 94℃ 15sec 

30 Annealing 60℃ 30sec 

Extension 68℃ 45sec 

Final extension 68℃ 5min 1 

Hold 4℃ ∞ 1 

③アガロースゲル電気泳動	

600 bp前後の長さであれば 1％Agaroseのゲル(EtBr 含有)を使用し、サンプル

を 4 µL入れ、150Ｖ	 18分間で電気泳動した。DNA のサイズマーカーとして

Gene rulerを用い、目的とする PCR 産物のサイズを持つ DNA の増幅ができてい

るかを確認した。	

	

4.1.6 DNA精製 

NGS clean up and size selection キット（MACHEREY-NAGEL）を使用した。	
①PCR産物 25μLに NucleoMag NGS Bead Suspensionを 45μL加え、強めにボ

ルテックスした。	

②DNAをビーズに結合させるため室温で 5〜15分インキュベートした。 



③マグネットチューブ立てにチューブを移した。	

④ビーズの吸着を確認後、ビーズを吸わないように溶液を吸い取った。	

⑤200µLの 80%Ethanolをチューブに加え 30秒静置し、その後ビーズを吸わな

いように、溶液を吸うこの作業を 2回行った。 

⑥乾燥のため 5分間静置した。 

⑦Elution bufferを 30µL加え、ボルテックスした。	

⑧2分間静置後、金属チューブ立てに立て、ビーズを吸わないように、溶液を

別のチューブに移した。	

⑨吸光度を測り、DNA濃度を決定した。	

	

4.1.7 	 サンガーシークエンス	

増幅されている PCRサンプルを選んだ。	

サンプル調製	

	

	  プラスミド 450 - 900 ng 

PCR産物 

150 – 200 bp 3 – 9 ng 

200 – 500 bp 9 - 30 ng 

500 – 1000 bp 15 – 60 ng 

1000 – 2000 bp 30 – 120 ng 

 

DNAサンプル N µL 

プライマー	 3 µM 3 µL 

D₃W up to 21 µL 

Total 21 µL 

	 	 	  

								 eurofinsに解析の依頼をした。	

	

4.1.8	 CRISPRの切断効率の解析	

	 	 	 	ICEという CRISPRの切断効率を求めるウェブ上のツールを使用し	

							解析した(Hsiau et al. 2018)。サンガーシークエンスによる解析データを

基に	

							コントロール胚と CRISPR注入胚の 2つを入力し解析した。	



							目的遺伝子配列を切断後修復する際に非相同末端結合が起こる。	

							これにより挿入や欠失といった Indelが起き、配列が変化する。	

	 	 	 	ICEでは、この変化を波形から計算し、Indel率を推測している。	

 

 
表 3各 CRISPR-Cas12a RNP 複合体の解析結果 
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