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第 1 章 要旨 

 

CRSIPR-Cas9 ribonucleoprotein (RNP）複合体は、CRISPR RNA（crRNA）と trans-

activating crRNA (tracrRNA）がハイブリダイズした guide RNA (gRNA）と Cas9タン

パク質から構成されており、crRNA と相補的な配列に加えて隣接した PAM配列を

持つ DNAを切断する。そのため、crRNAを変更することで任意のゲノム領域を切

断することができ、 遺伝子のノックアウトやノックインに幅広く活用されている。

しかし、CRSIPR-Cas9の切断効率は crRNAの配列に大きく影響を受けるため、その

選択がゲノム編集の成功には重要である。従来は crRNAと tracrRNAを融合した

single guide RNA (sgRNA）が広く利用されてきたが、in vitro転写反応により合成さ

れる sgRNA は 5'末端が GG となるため標的配列の選択に制限をかけるだけではなく、

CRISPR-Cas9の切断効率を大幅に低下させることが報告された。そのため、そのよ

うな制限がない化学合成された gRNAがゲノム編集には有利であり、化学合成が容

易になるようにターゲット特異的な crRNA と普遍的な tracrRNAから構成された

dual guide RNA (dgRNA) の利用が拡がっている。しかし、CRISPR-Cas9 の大部分の

研究は sgRNAを用いて進められており、従来の研究で特定された切断効率に影響を

与える sgRNAの特徴や、gRNA設計ツールが dgRNAを構成する crRNAに対して適

用できるかは不明である。また、現在の予測ツールの多くは培養細胞を用いたデー

タに基づいており、それ以外の条件では適用出来ない可能性がある。 

そこで、ゼブラフィッシュ (Danio rerio)を用いて 51個の crRNAの切断活性を調べ

た。SpCas9タンパク質あるいは特異性が向上したバリアントである High Fidelity 

SpCas9タンパク質と dgRNAから構成される RNP複合体をゼブラフィッシュ胚に顕

微注入し、受精後 1日胚のゲノム DNAを調製した。CRISPR-Cas9 の標的部位をポリ

メラーゼ連鎖反応(PCR）で増幅し、サンガーシーケンスを行った。得られた波形デ

ータより Inference of CRISPR Editing (ICE)を用いて、CRISPR-Cas9の DNA切断反応

によって誘発された挿入・欠失を分析し、切断効率を求めた。その切断効率と標的

配列の関連を k-mer probability logo (kpLogo）プログラムを用いて各位置におけるヌ

クレオチドの切断効率に応じた出現頻度の統計的有意性を求めたところ、crRNAの

切断効率に影響を与える配列特徴が見いだされた。 

さらにこの研究では、51個の crRNAの切断効率より得られた塩基ポジションごと

の各塩基の P値を積算したスコア (CRISPR-kp )が、別の crRNAの活性を予測できる

かを調べた。その結果、このスコア値は、新たに設計した 27個の crRNAの切断効

率とよく相関することがわかった。既存の予測ツールとの比較では、一般的によく

用いられている予測ツールである Doench Rule Set2や、ゼブラフィッシュ胚で

sgRNAを用いたデータに基づく CRISPRscanのスコアよりも予測精度が高かった。

CRISPR-kpスコアは、RNP複合体をゼブラフィッシュ胚に顕微注入することにより

得られた配列特徴に基づいているため、RNAの安定性の影響の多くは排除されてい

ると考えられる。実際、gRNAと Cas9 mRNAを顕微注入し、in vivoで RNP複合体

を形成させた場合の切断活性は、CRISPR-kpスコアとは高い相関を示さなかった。 

また、切断効率が高・中・低の区分より各２つの crRNAを選び、RNP複合体の量
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が切断効率に及ぼす影響を調べた。その結果、RNP複合体の量を変更することで、

各 crRNAの相対的活性をさらに正確に評価できることがわかった。 

本研究で得られた結果は、ゼブラフィッシュ胚における CRISPR-Cas9 を用いたよ

り確実なゲノム編集技術の確立に応用されることが期待される。 
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第 2 章 序論 

 

Clustered regularly interspaced short palindromic repeat (CRISPR)と CRISPR-Associated 

protein (Cas）は、 配列特異的なヌクレアーゼとして働くことで、細菌や古細菌に侵

入してきた核酸に対する適応免疫を担っている。その中でも、CRISPR-Cas9 は、そ

の特異性と使いやすさから、様々なゲノム編集に利用されている。CRISPR-Cas9 は、

Cas9 タンパク質に加え、CRISPR RNA（crRNA）と trans-activating crRNA (tracrRNA)

の 2つの RNAがハイブリダイズした guide RNA (gRNA)が CRSIPR-Cas9 

ribonucleoprotein (RNP）複合体を構成している。CRISPR-Cas9は NGGという

PAM(Protospacer adjacent motif)配列を認識し二重鎖を開き、ターゲット配列と相同的

な gRNAが結合することで二重鎖切断を行う。PAM に隣接した 20 ヌクレオチドの 

Protospacer 配列を認識する crRNA を変更することで、PAMがあればどのようなゲノ

ム配列でも切断する標的にすることが可能である。CRISPR-Cas9 gRNAの転写をし

やすくするために、crRNAと tracrRNAを融合させた single guide RNA(sgRNA)と呼

ばれる単一のキメラ RNA は作成された(1)。sgRNA は、培養細胞だけではなく、ゼ

ブラフィッシュ(Danio rerio)をはじめとする様々なモデ ル生物のゲノム編集に広く利

用されてきた (2) 。その一方で、細菌や古細菌で機能している自然な形 に近い 

crRNA と tracrRNA を化学合成し、アニーリングした dual guide RNA (dgRNA)が利用

されるようになってきた。sgRNA の in vitro 合成では、T7 RNA ポリメラーゼによる

転写反応が一般的に用いられており、5'末端に 2塩基のグアニンが付加される。標

的配列の選択に制限をかけるだけではなく、CRISPR-Cas9の切断効率を大幅に低下

させることが報告された(3) 。同様に、sgRNA の in vivo 合成に使用される U6プロ 

モーターは、RNA ポリメラーゼ III (Pol III)による転写反応のために、最初の 5'末端

ヌクレオチドにグアニンを必要とし、標的配列選択の柔軟性を低下させるだけでは

なく、切断効率を低下させる可能性がある。 

生体内の DNA 修復を利用する遺伝子のノックアウト(KO)およびノックイン(KI)に

はゲノム DNAの二本鎖切断が必要である。 そのため、切断効率に影響を与える 

gRNA の選択が、CRISPR-Cas9 を用いたゲノム編集の成功には重要な要素である。

そのため、高い切断効率を持つ gRNA を選択することが重要である。gRNA 設計を

より容易にするために、CRISPR-Cas9 の切断効率に影響を与える gRNA 配列の特徴

が解析され、これらの特徴に基づいて様々な gRNA 設計ツールが開発されてきた

(6,7)。それらの研究を通じて、gRNA の切断効率を評価するために様々な実験方法

が行われており、CRISPR-Cas9 の DNA 切断反応によって誘発した挿入、欠失 (イン

デル) 頻度をサンガーシーケンシングの波形データを基盤とした Tracking of Indels by 

DEcomposition（TIDE）(4) 、Inference of CRISPR Edits（ICE）(5) と呼ばれる手法を

用いて、インデル頻度を直接解析することができる。しかし直接切断効率を解析す

る方法では実験系によっては手間がかかる。そこで、切断効率を予測するための

様々な gRNA設計ツールが開発された(6,7)。しかし、これらは培養細胞またはモデ

ル生物における sgRNA を用いたデータに基づいているため、類似の実験条件の場合

のみ適用可能である可能性がある(8)。一般的に培養細胞では、U6 プロモーターに
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よる in vivo 転写が sgRNA 転写に用いられ、5'末端の 1位がミスマッチしている 

sgRNA が使用されることが多い。このため、U6プロモーター由来の sgRNAを用い

た研究では、最初の数ヌクレオチドに関連する配列の特徴が不明瞭になっている可

能性がある。 

また、CRISPR-Cas9 に関する大きな問題点の 1つとして、オフターゲット作用があ

る。この問題を解決するために、より高い特異性を持つ High Fidelity SpCas9 (HiFi 

Cas9)バリアントが開発されてきた。最近の研究により、これらの特異性が高い Cas9 

バリアントは部分的に WT (野生型) Cas9とは異なる塩基選好性を持つことが明らか

になってきた。また、これらの Cas9 バリアントは、高い切断効率のために、20 塩

基のプロトスペーサー配列を完全 に一致させる必要があることが示されている(9)。

したがって、5'末端がミスマッチしていない gRNA 配列を用いて、Cas9 バリアント

間の gRNA 配列特徴の比較研究が重要である。 

そこで、ゼブラフィッシュ(Danio rerio)を用いて 51個の crRNAの dgRNA RNP複

合体の切断活性を調べ、切断効率と標的配列の関連を k-mer probability logo (kpLogo）

プログラムを用いて各位置におけるヌクレオチドの切断効率に応じた出現頻度の統

計的有意性を求めたところ、crRNAの切断効率に影響を与える配列特徴が見いださ

れた(10)。さらに、51個の crRNAの切断効率より得られた塩基ポジションごとの各

塩基の P値を積算したスコアを CRISPR-kp とした。 

本研究では、積算したスコア (CRISPR-kp )が、別の crRNAの活性を予測できるか

を調べた。その結果、このスコア値は、新たに設計した 27個 crRNAの切断効率と

よく相関することがわかった。また、既存の予測ツールとの比較として、一般的に

よく用いられている予測ツールである Doench Rule Set2(6)や、ゼブラフィッシュ胚

で sgRNAを用いたデータに基づく CRISPRscan(7)のスコアとも比較を行った。

CRISPR-kpの方が Rule Set2や CRISPRscanに比べ予測精度が高かった。 

また、CRISPR-kpスコアは、RNP複合体をゼブラフィッシュ胚に顕微注入するこ

とにより得られた配列特徴に基づいているため、RNAの安定性の影響を受けにくい

と考えられる。実際、gRNAと Cas9 mRNAを顕微注入し、in vivoで RNP複合体を

形成させた場合の切断活性は、CRISPR-kpスコアとは高い相関を示さなかった。 

また、27crRNAの RNP複合体の切断効率が CRISPR-kpスコアが０以上になると

ほとんど切断効率が 90%になっていた。高効率のものは、顕微注入量を調節するこ

とでより差が出る可能性がある。さらに、低効率のものでも量を増やせばより高い

切断活性を示す可能性がある。そこで、切断効率が高・中・低の区分より各２つの

crRNAを選び、RNP複合体の量が切断効率に及ぼす影響を調べた。その結果、RNP

複合体の量を変更することで、各 crRNAの相対的活性をさらに正確に評価できるこ

とがわかった。また、低効率の crRNAは RNP複合体の量を増やしてもあまり効率

が良くならなかったことから、ゲノム編集で用いる際はあらかじめ高効率のものを

使用する必要であることが分かった。 

本研究で得られた結果は、ゼブラフィッシュ胚における CRISPR-Cas9 の dgRNA

システムを用いたより確実なゲノム編集技術の確立に応用されることが期待される。 
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第 3 章 結果 

 

CRISPR-Cas9のゼブラフィッシュ胚における 27crRNAの切断効率の評価 

 

CRSIPR-Cas9の切断効率は crRNAの配列に大きく影響を受けるため、その選択が

ゲノム編集の成功には重要である(11)。従来は crRNAと tracrRNAを融合した single 

guide RNA (sgRNA）が広く利用されてきたが、in vitro転写反応により合成される

sgRNAは 5'末端にグアニンが付加されるため標的配列の選択に制限をかけるだけで

はなく、CRISPR-Cas9 の切断効率を大幅に低下させることが報告された。そのため、

そのような制限がない化学合成された gRNAがゲノム編集には有利であり、化学合

成が容易になるようにターゲット特異的な crRNA と普遍的な tracrRNAから構成さ

れた dual guide RNA (dgRNA) の利用が拡がっている。しかし、CRISPR-Cas9 の大部

分の研究は sgRNAを用いて進められており、従来の研究で特定された切断効率に影

響を与える sgRNAの特徴や、gRNA設計ツールが dgRNAを構成する crRNAに対し

て適用できるかは不明である。また、現在の予測ツールの多くは培養細胞を用いた

データに基づいており、それ以外の条件では適用出来ない可能性がある。 

ゼブラフィッシュ(Danio rerio)を用いて 51個の crRNAの切断活性を調べ、位置特異

的な配列特徴を見出した(10)。本研究では、51個の crRNAの切断効率より得られた

塩基ポジションごとの各塩基の P値を積算したスコア (CRISPR-kp )が、別の crRNA

の活性を予測できるかを調べた。そのため新たに Integrated DNA Technologies (IDT)

が 提 供する設計ツールである Custom Alt-R CRISPR-Cas9 guide RNA 

(https://sg.idtdna.com/site/order/designtool/index/CRISPR_SEQUENCE)を用いて、11個

の遺伝子を標的と した 27 個の crRNA を設計した(表 1)。SpCas9タンパク質あるい

は特異性が向上したバリアントである High Fidelity SpCas9タンパク質と dgRNAか

ら構成される RNP複合体をゼブラフィッシュ胚に顕微注入し、受精後 1日胚のゲノ

ム DNAを調製した。CRISPR-Cas9 の標的部位をポリメラーゼ連鎖反応(PCR）で増

幅し、サンガーシーケンスを行った。得られた波形データより Inference of CRISPR 

Editing (ICE)または Tracking of Indels by Decomposition (TIDE)を用いて、CRISPR-

Cas9の DNA切断反応によって誘発された挿入・欠失を分析し、切断効率を求めた

(表 2,図 1)。さらに、WT Cas9 RNP 複合体と HiFi Cas9 RNP 複合体の切断効率の平均 

値を比較すると、ほとんど同じであったが多少の差が見られた(図 1,2A-B)。この結

果は、切断効率はわずかに劣るものの HiFi Cas9 が WT Cas9 と同等の切断効率を示

すという報告と一致している (17,18)。 
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表 1. 新たに設計した 27 個の CRISPR-Cas9 の crRNA 配列 

 

  

crRNA Sequence Target Sequence
PAM

Sequence

egr2b_KI_4 CGGUCCAGUUGAAAGUUCACGUUUUAGAGCUAUGCU CGGTCCAGTTGAAAGTTCAC TGG

egr2b_KI_6 CAAACCAGUGAACUUUCAACGUUUUAGAGCUAUGCU CAAACCAGTGAACTTTCAAC TGG

pou2_KO_12 GUAGUUCACCCCGGUGGGGAGUUUUAGAGCUAUGCU GTAGTTCACCCCGGTGGGGA CGG

pou2_KO_42 UGGAACCCUAAUUUCUGGCCGUUUUAGAGCUAUGCU TGGAACCCTAATTTCTGGCC TGG

pou2_KO_60 AAAGAAGGUCUGGGCUGUCGGUUUUAGAGCUAUGCU AAAGAAGGTCTGGGCTGTCG CGG

pou2_KO_64 GAUGUUCGCCGGCUGAGUGGGUUUUAGAGCUAUGCU GATGTTCGCCGGCTGAGTGG CGG

pou3f2a_KI_16 ACCGUCGGUCCGCCCAGAACGUUUUAGAGCUAUGCU ACCGTCGGTCCGCCCAGAAC GGG

pou3f2a_KI_20 GACACCUGUUCCGUGAGAGAGUUUUAGAGCUAUGCU GACACCTGTTCCGTGAGAGA GGG

pou3f2a_KI_21 ACACCUGUUCCGUGAGAGAGGUUUUAGAGCUAUGCU ACACCTGTTCCGTGAGAGAG GGG

pou3f2b_KI_9 UCAGACGCCAGUUCAGUGAGGUUUUAGAGCUAUGCU TCAGACGCCAGTTCAGTGAG GGG

pou3f2b_KI_15 GUUCAGACGCCAGUUCAGUGGUUUUAGAGCUAUGCU GTTCAGACGCCAGTTCAGTG AGG

rx3_Ki_4 UUCAGUCUAUAGGGAAGACGGUUUUAGAGCUAUGCU TTCAGTCTATAGGGAAGACG TGG

rx3_Ki_6 AAGGAACACAUUCAGUCUAUGUUUUAGAGCUAUGCU AAGGAACACATTCAGTCTAT AGG

sox1a_KI_2 CUGUUUCAAAUAUGCGUCAGGUUUUAGAGCUAUGCU CTGTTTCAAATATGCGTCAG TGG

sox1a_KI_5 UGUUUCAAAUAUGCGUCAGUGUUUUAGAGCUAUGCU TGTTTCAAATATGCGTCAGT GGG

sox1b_KI_7 UCAUAUGUGUGUCAGUGGAAGUUUUAGAGCUAUGCU TCATATGTGTGTCAGTGGAA CGG

sox9a_KI_7 AUUCAGACGUGCUCAUGGUCGUUUUAGAGCUAUGCU ATTCAGACGTGCTCATGGTC TGG

sox11b_KO_4 GUACAUGCUCGCGCCAUGCUGUUUUAGAGCUAUGCU GTACATGCTCGCGCCATGCT CGG

sox11b_KO_8 CAAGUCGUCGGAGUCCUCGCGUUUUAGAGCUAUGCU CAAGTCGTCGGAGTCCTCGC TGG

sox11b_KO_10 AGCGGCGGGCUCUCACACCGGUUUUAGAGCUAUGCU AGCGGCGGGCTCTCACACCG CGG

sox11b_KO_21 GAAGUCCACCAGCAAGUCGUGUUUUAGAGCUAUGCU GAAGTCCACCAGCAAGTCGT CGG

sox11b_KO_22 UUCAGUUUGAACUUAGCGGCGUUUUAGAGCUAUGCU TTCAGTTTGAACTTAGCGGC GGG

sox11b_KO_29 AGGGUAAGCUGCGCUCUGCUGUUUUAGAGCUAUGCU AGGGTAAGCTGCGCTCTGCT TGG

sox32_KI_4 CCUCAAUCCAGCACAGACUUGUUUUAGAGCUAUGCU CCTCAATCCAGCACAGACTT TGG

zic2b_KI_2 UUUAACGAGUGGUACGUUUAGUUUUAGAGCUAUGCU TTTAACGAGTGGTACGTTTA AGG

zic2b_KI_7 UUAGGAUAUGCAGUUCUUGGGUUUUAGAGCUAUGCU TTAGGATATGCAGTTCTTGG CGG

zic2b_KI_9 AACGUACCACUCGUUAAAAUGUUUUAGAGCUAUGCU AACGTACCACTCGTTAAAAT TGG
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表 2A. ICE で測定した WT Cas9 RNP 複合体の crRNA による切断効率 

 

 

 

 

 

  

1 2 3 4 5 6 7 8

egr2b_KI_4 83.5 1.4 4 80.0 84.0 83.0 87.0

egr2b_KI_6 75.2 4.4 6 77.0 74.0 84.0 89.0 67.0 60.0

pou2_KO_12 94.0 0.7 4 94.0 95.0 92.0 95.0

pou2_KO_42 15.0 2.0 4 18.0 17.0 9.0 16.0

pou2_KO_60 94.3 0.6 4 93.0 94.0 94.0 96.0

pou2_KO_64 89.0 1.4 4 85.0 91.0 91.0 89.0

pou3f2a_KI_16 93.3 0.8 4 92.0 94.0 95.0 92.0

pou3f2a_KI_20 89.3 3.5 4 97.0 80.0 91.0 89.0

pou3f2a_KI_21 94.8 0.3 4 94.0 95.0 95.0 95.0

pou3f2b_KI_9 88.8 2.7 4 91.0 83.0 95.0 86.0

pou3f2b_KI_15 89.5 2.3 4 85.0 88.0 89.0 96.0

rx3_KI_4 87.9 1.6 8 91.0 78.0 92.0 86.0 87.0 92.0 90.0 87.0

rx3_KI_6 63.4 3.1 8 67.0 61.0 64.0 81.0 65.0 55.0 62.0 52.0

sox1a_KI_2 89.8 2.5 6 94.0 82.0 96.0 90.0 94.0 83.0

sox1a_KI_5 15.5 4.0 4 26.0 11.0 17.0 8.0

sox1b_KI_7 92.8 1.3 4 89.0 94.0 94.0 94.0

sox9a_KI_7 88.8 4.6 4 93.0 95.0 75.0 92.0

sox11b_KO_4 90.5 2.5 4 93.0 94.0 92.0 83.0

sox11b_KO_8 93.8 1.3 4 95.0 94.0 96.0 90.0

sox11b_KO_10 94.8 0.3 4 94.0 95.0 95.0 95.0

sox11b_KO_21 94.8 1.7 4 97.0 90.0 97.0 95.0

sox11b_KO_22 61.0 3.3 5 65.0 72.0 57.0 54.0 57.0

sox11b_KO_29 85.3 3.1 4 79.0 93.0 82.0 87.0

sox32_KI_4 86.3 5.5 4 70.0 91.0 94.0 90.0

zic2b_KI_2 92.3 1.2 8 94.0 96.0 89.0 90.0 92.0 96.0 87.0 94.0

zic2b_KI_7 86.0 3.2 4 92.0 82.0 91.0 79.0

zic2b_KI_9 1.8 1.3 8 0.0 0.0 0.0 0.0 2.0 0.0 11.0 1.0

crRNA
Mean of

indels (%)

Standard

error

Sample

size (n)

Sample
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表 2B. ICE で測定した HiFi Cas9 RNP 複合体の crRNA による切断効率 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

1 2 3 4 5 6 7 8

egr2b_KI_4 89.5 1.0 4 90.0 92.0 89.0 87.0

egr2b_KI_6 33.4 5.1 8 48.0 21.0 19.0 33.0 54.0 47.0 18.0 27.0

pou2_KO_12 94.0 0.7 5 94.0 95.0 95.0 92.0 35.0

pou2_KO_42 0.0 0.0 4 0.0 0.0 0.0 0.0

pou2_KO_60 92.5 0.9 4 94.0 93.0 90.0 93.0

pou2_KO_64 92.3 1.5 4 91.0 89.0 96.0 93.0

pou3f2a_KI_16 90.0 2.0 4 91.0 92.0 93.0 84.0

pou3f2a_KI_20 94.5 0.5 4 94.0 94.0 96.0 94.0

pou3f2a_KI_21 95.8 0.8 4 95.0 95.0 95.0 98.0

pou3f2b_KI_9 81.0 7.3 4 71.0 93.0 94.0 66.0

pou3f2b_KI_15 95.3 2.1 4 98.0 97.0 97.0 89.0

rx3_KI_4 1.2 1.0 6 1.0 0.0 6.0 0.0 0.0 0.0

rx3_KI_6 37.6 3.4 7 34.0 41.0 28.0 29.0 46.0 52.0 33.0

sox1a_KI_2 0.0 0.0 8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

sox1a_KI_5 0.5 0.3 4 1.0 0.0 0.0 1.0

sox1b_KI_7 82.0 4.8 4 87.0 84.0 89.0 68.0

sox9a_KI_7 75.0 1.8 4 78.0 75.0 77.0 70.0

sox11b_KO_4 92.8 1.3 4 94.0 94.0 94.0 89.0

sox11b_KO_8 95.3 0.5 4 95.0 96.0 96.0 94.0

sox11b_KO_10 94.5 0.3 4 94.0 95.0 94.0 95.0

sox11b_KO_21 86.5 6.5 4 91.0 94.0 67.0 94.0

sox11b_KO_22 6.5 1.7 6 13.0 8.0 6.0 8.0 2.0 2.0

sox11b_KO_29 93.0 1.1 4 95.0 90.0 93.0 94.0

sox32_KI_4 70.8 3.6 4 62.0 75.0 78.0 68.0

zic2b_KI_2 4.0 0.9 5 3.0 2.0 3.0 7.0 5.0

zic2b_KI_7 91.3 1.5 4 94.0 92.0 92.0 87.0

zic2b_KI_9 0.0 0.0 8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

crRNA
Mean of

indels (%)

Standard

error

Sample

size (n)

Sample
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表 2C. TIDE で測定した WT Cas9 RNP 複合体の crRNA による切断効率 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

1 2 3 4 5 6 7 8

egr2b_KI_4 72.5 4.6 4 59.7 79.3 71.9 79.0

egr2b_KI_6 74.5 3.5 6 76.5 72 81.7 85.9 67.4 63.5

pou2_KO_12 85.8 2.7 4 78.4 85.4 89.1 90.1

pou2_KO_42 18.5 3.4 4 27.8 17.8 11.5 16.7

pou2_KO_60 86.8 1.4 4 82.8 87.3 88.5 88.5

pou2_KO_64 42.1 7.0 4 39.5 46.5 24.6 57.9

pou3f2a_KI_16 87.0 1.5 4 82.8 90.2 87.7 87.3

pou3f2a_KI_20 85.0 4.0 4 96.7 79.8 83.7 79.7

pou3f2a_KI_21 87.0 4.4 4 90.1 74.0 92.9 91.1

pou3f2b_KI_9 79.8 3.9 4 76.0 73.5 91.2 78.4

pou3f2b_KI_15 82.9 4.5 4 81.7 71.3 85.7 92.9

rx3_KI_4 84.1 1.4 8 82.8 78 89.8 80.2 83.8 88.9 85.0 84.5

rx3_KI_6 65.2 2.5 8 68.7 64.1 66.7 77.4 67 59 64.8 53.6

sox1a_KI_2 86.3 1.6 6 89 81.2 90 87.2 89.1 81.3

sox1a_KI_5 27.3 4.4 4 38.6 22.7 29.5 18.4

sox1b_KI_7 87.8 2.5 4 81.9 92.2 85.7 91.5

sox9a_KI_7 79.2 7.4 4 86.3 89.3 57.3 83.8

sox11b_KO_4 14.7 2.1 4 17.1 12.8 9.8 19

sox11b_KO_8 21.7 4.4 4 29.4 26.9 21 9.6

sox11b_KO_10 66.6 9.8 4 44.7 74.8 89.3 57.5

sox11b_KO_21 93.1 2.2 4 95.1 87.6 97.7 91.8

sox11b_KO_22 62.3 2.0 5 64 68.8 61.7 56.7 60.5

sox11b_KO_29 81.2 3.9 4 74 92 78.1 80.5

sox32_KI_4 70.1 7.1 4 62.1 83.7 80.3 54.1

zic2b_KI_2 79.6 1.8 8 83.6 83.9 77.7 82.7 76.2 83.7 69.2 80.1

zic2b_KI_7 73.6 4.4 4 64.6 67.4 81.6 80.8

zic2b_KI_9 9.6 2.6 8 5.3 5 5.3 4.8 10.9 8.8 26.8 10.2

crRNA
Mean of

indels (%)

Standard

error

Sample

size (n)

Sample
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表 2D. TIDE で測定した HiFi Cas9 RNP 複合体の crRNA による切断効率 

 

 

 

 

 

 

 

  

1 2 3 4 5 6 7 8

egr2b_KI_4 84.9 1.3 4 86.8 84.5 86.9 81.3

egr2b_KI_6 42.1 4.2 8 51.5 33.1 28.8 40.7 58.9 55.4 28.6 39.7

pou2_KO_12 78.9 3.9 5 89.5 72.2 74.0 80.0 47.5

pou2_KO_42 4.9 0.7 4 4.6 4.7 6.9 3.5

pou2_KO_60 78.8 2.1 4 74.1 82.9 76.4 81.6

pou2_KO_64 35.5 7.0 4 31.1 25.5 29.4 56.1

pou3f2a_KI_16 75.8 4.7 4 83.0 77.7 80.4 62.2

pou3f2a_KI_20 86.6 3.8 4 75.4 89.8 91.7 89.5

pou3f2a_KI_21 91.2 5.1 4 76.1 93.5 97.6 97.6

pou3f2b_KI_9 78.2 6.1 4 70.9 87.2 90.0 64.8

pou3f2b_KI_15 87.9 4.5 4 94.9 96.3 79.5 80.9

rx3_KI_4 10.2 0.8 6 8.8 10.1 14 9.5 9.1 9.4

rx3_KI_6 45.4 2.9 7 42.9 47.7 37.0 38.1 53 57.8 41.3

sox1a_KI_2 2.7 0.5 8 0.1 0.8 3.1 3.6 3.5 3.3 3.9 2.9

sox1a_KI_5 8.1 2.5 4 9.3 1 13.1 9.1

sox1b_KI_7 78.6 3.7 4 84.2 79.8 82.6 67.8

sox9a_KI_7 70.0 1.8 4 70.2 73.3 71.6 65.0

sox11b_KO_4 13.6 3.0 4 21.6 13.5 6.9 12.2

sox11b_KO_8 17.4 3.9 4 10.5 25.3 10.8 23.1

sox11b_KO_10 49.3 11.6 4 16.5 52.1 57.4 71

sox11b_KO_21 83.8 5.3 4 88.1 89.6 68 89.3

sox11b_KO_22 18.0 1.7 6 22.4 19.5 20.4 20 13.0 12.6

sox11b_KO_29 87.1 2.5 4 93.5 81.7 85.2 88

sox32_KI_4 62.8 2.3 4 60 66.6 66.7 57.9

zic2b_KI_2 14.7 0.8 5 12.7 14.7 13.8 14.9 17.4

zic2b_KI_7 77.9 2.7 4 85.4 75.7 77.5 73.1

zic2b_KI_9 5.2 0.8 8 3.9 3.5 3.7 2.2 6.3 8.7 7.1 6.5

crRNA
Mean of

indels (%)

Standard

error

Sample

size (n)

Sample
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図 1. WT Cas9 及び HiFi Cas9 RNP 複合体の crRNA による切断効率 

表 2の WT及び HiFi Cas9 RNP複合体の crRNAの切断効率の平均値を WT Cas9 RNP
複合体の平均値の降下順に並べ示している。エラーバーは標準偏差、左の棒グラフ
は WT Cas9 RNP複合体の切断効率、右の棒グラフは HiFi Cas9 RNP複合体の切断効
率を表している。(A)表 2A及び表 2Bの ICEで測定した切断効率、(B) 表 2C及び表
2Dの TIDEで測定した切断効率を示している。  
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図 2. WT Cas9 及び HiFi Cas9 RNP 複合体の crRNA による切断効率の相関関係 

ICE (A)または TIDE (B)で測定した WT Cas9 RNP 複合体と HiFi Cas9 RNP 複合体の切

断効率の平均値の散布図。WT Cas9 (C)または HiFi Cas9 (D)の切断効率の ICEと

TIDEで測定した平均値の散布図。線グラフは近似線を示しており、WT Cas9 RNP 

複合体と HiFi Cas9 RNP 複合体それぞれで測定した 27個の crRNAの切断効率より算

出したピアソンの積率相関係数 (r) を示している。 
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CRISPR-kpスコアと crRNAによる CRISPR-Cas9切断活性予測ツールの比較 

 

CRISPR-Cas9 の切断効率に影響を与えるヌクレオチド組成は sgRNA を用いた多く

の研究で報告されている (6,7)。しかし、dgRNA CRISPR-Cas9 システムを用いた 

crRNA についての研究は行われておらず、sgRNA の配列特徴が crRNA の配列特徴

としても適用できるかは不明である。そこで、51個の切断効率を測定し、k-mer 

probability logo (kpLogo）(http://kplogo.wi.mit.edu/) (12) を用いて、 crRNA の標的配列

から位置特異的な特徴を検出し、ヌクレオチドロゴの大きさによって可視化した。 

kpLogo は、タンパク質や核酸のモチーフを可視化する probability logo (pLogo）

(http://plogo.uconn.edu/) (13) を基にした確率ロゴにより、重み付け配列から配列特徴

を可視化できる。入力配列は各位置の crRNA標的配列と PAM 配列の統計的有意性

を-log10(P)とし、ヌクレオチドロゴの大きさによって相対的にスケーリングされる。 

kpLogo 解析のための重み付き入力配列として、51 個の crRNAの標的配列と PAM配

列を合わせた配列と ICEで測定した WT Cas9 RNP複合体または HiFi Cas9 RNP複合

体の切断効率を用いた(10)。その結果より得られた塩基ポジションごとの各塩基の P

値(表 11,12)を積算したスコアを CRISPR-kp とした。 

本研究では CRISPR-kpスコアと実測した切断効率との比較を行った(表 4,図 3)。

また、CRISPR-Cas9の gRNAの設計の際よく用いられる Rule Set2と、ゼブラフィッ

シュで CRISPRを用いる際によく用いられる CRISPRscanとも比較を行った(表 3,4,

図 3)。CRISPR-kpスコアは、実測した 27個の crRNAの切断効率とよく相関してお

り、Rule Set2や CRISPRscanよりも予測精度が高かった。また、Rule Set2よりも同

じゼブラフィッシュ胚をデータ基としている CRISPRscanの方がより実測した切断

効率と相関していた。 

表 3. gRNA 設計ツールの特徴  

http://kplogo.wi.mit.edu/
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表 4. gRNA 設計ツールで算出した crRNA の切断効率の予測値 

 

  

 WT Cas9 HiFi Cas9 On-target Off-target

egr2b_KI_4 -5.48 -0.69 76 91 52 34

egr2b_KI_6 -4.30 -3.28 53 77 47 13

pou2_KO_12 13.58 9.15 27 97 57 58

pou2_KO_42 -10.70 -10.82 45 67 50 25

pou2_KO_60 14.43 11.94 60 87 52 66

pou2_KO_64 14.41 13.34 35 91 59 69

pou3f2a_KI_16 15.13 14.49 38 95 48 55

pou3f2a_KI_20 4.73 3.20 49 88 55 37

pou3f2a_KI_21 6.08 4.65 42 92 63 57

pou3f2b_KI_9 2.75 3.55 32 50 65 40

pou3f2b_KI_15 5.41 5.53 21 70 60 29

rx3_Ki_4 -0.05 -2.97 47 83 67 52

rx3_Ki_6 -5.22 -2.29 84 68 44 43

sox1a_KI_2 2.24 0.30 39 81 58 57

sox1a_KI_5 -3.28 -4.47 53 75 65 30

sox1b_KI_7 2.46 -1.89 68 57 64 49

sox9a_KI_7 -8.87 -8.01 51 83 46 36

sox11b_KO_4 13.79 8.07 9 98 53 37

sox11b_KO_8 9.85 5.17 67 99 52 38

sox11b_KO_10 9.42 17.77 33 97 64 60

sox11b_KO_21 8.12 9.93 88 95 64 56

sox11b_KO_22 -12.32 -12.86 29 91 50 54

sox11b_KO_29 8.34 8.62 17 89 49 45

sox32_KI_4 -4.35 -4.82 54 84 50 39

zic2b_KI_2 -2.75 -5.44 51 83 24 34

zic2b_KI_7 8.70 6.77 34 83 56 61

zic2b_KI_9 6.93 4.96 60 83 32 36

CRISPR-kp Rule Set 2

(Doench 2016)
CRISPRscancrRNA

IDT
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図 3. WT Cas9 及び HiFi Cas9 RNP 複合体の切断効率の実測値と予測値との散布図 

 WT Cas9(A-C)及び HiFi Cas9 (D-F) RNP 複合体を構成する crRNA の切断効率を ICE

で測定した実測値と、crRNA の標的配列を基に 3種類の gRNA 設計ツール CRISPR-

kp (A,D)、Rule Set 2 (Doench/Fusi 2016) (B,E) または CRISPRscan (C, F) で得られたス

コアを散布図によって比較した。R はスピアマンの順位相関係数を示す。 
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RNP複合体の顕微注入量による CRISPR-Cas9の切断活性 

 

27crRNAの RNP複合体の切断効率が CRISPR-kpスコアが０以上になるとほとん

ど切断効率が 90%になっていた(図 3)。高効率のものは、顕微注入量を調節すること

でより差が出る可能性がある。また、低効率のものでも量を増やせばより高い切断

活性を示す可能性がある。そこで、1.5 fmolの RNP複合体顕微注入した際、切断効

率が低効率、中効率、高効率の crRNAをそれぞれ 2つずつ選び(表 5)、 0.75、1.5、3、

4.5 fmolの 4種類の量で RNP複合体の顕微注入量を変更し切断効率を測定した(表 6,

図 4)。中活性グループの crRNAは RNP量に依存して様々な切断活性を示したが、

低活性グループの crRNAは切断効率がわずかに増加しただけだった。一方、低活性

グループの crRNAでは、4.5 fmolでも切断活性があまり増加しなかった。また、高

活性のグループでは、切断効率が 90%以上は顕微注入量を増やしてもほとんど変化

しなかったが、0.75 fmolの場合では、切断活性に差が見られた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 5. 顕微注入量 1.5 fmol における、低、中、高活性 crRNA の RNP 複合体の 

切断効率と CRISPR-kp のスコア 

  

WT Cas9

indels (%)

HiFi Cas9

indels (%)

WT Cas9

Score

HiFi Cas9

Score

sox2-KO_3 91.5 85.0 6.73 5.52

sox19a-KO_4 93.8 93.0 13.95 16.87

gsc_AA 73.6 27.3 5.56 0.63

gsc_AB 54.5 76.0 7.66 15.53

sox2-KO_19 0.0 0.0 -9.80 -10.51

sox19a-KO_50 11.5 0.0 -15.14 -13.78

ICE CRISPR-kp

crRNA
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表 6. ICE で測定した crRNA の RNP 複合体の顕微注入量による切断効率 

 

  

1 2 3 4 5 6

0.75 1.5 1.0 6 0.0 0.0 3.0 0.0 0.0 6.0

1.5 30.3 4.3 6 22.0 25.0 28.0 44.0 43.0 20.0

3.0 69.6 10.0 5 84.0 84.0 57.0 36.0 87.0

4.5 73.8 6.1 5 88.0 78.0 53.0 82.0 68.0

0.75 8.0 2.0 4 5.0 6.0 7.0 14.0

1.5 60.3 8.5 4 72.0 75.0 38.0 56.0

3.0 74.0 5.9 5 81.0 85.0 64.0 56.0 84.0

4.5 84.6 5.6 5 89.0 91.0 85.0 63.0 95.0

0.75 85.0 4.5 5 78.0 90.0 93.0 93.0 71.0

1.5 92.0 3.1 5 97.0 95.0 80.0 93.0 95.0

3.0 93.0 1.2 4 91.0 96.0 94.0 91.0

4.5 92.3 1.1 4 93.0 90.0 95.0 91.0

0.75 0.0 0.0 4 0.0 0.0 0.0 0.0

1.5 0.0 0.0 4 0.0 0.0 0.0 0.0

3.0 3.8 1.8 4 5.0 2.0 0.0 8.0

4.5 19.2 4.5 6 31.0 29.0 5.0 13.0 27.0 10.0

0.75 20.2 9.9 5 45.0 42.0 0.0 0.0 14.0

1.5 89.2 5.7 5 67.0 97.0 95.0 97.0 90.0

3.0 96.5 0.3 4 97.0 97.0 96.0 96.0

4.5 93.0 1.5 4 95.0 96.0 91.0 90.0

0.75 0.0 0.0 4 0.0 0.0 0.0 0.0

1.5 0.0 0.0 6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

3.0 5.4 2.6 5 7.0 6.0 0.0 0.0 14.0

4.5 4.0 2.7 6 3.0 4.0 0.0 0.0 17.0 0.0

0.75 0.0 0.0 4 0.0 0.0 0.0 0.0

1.5 19.0 2.6 4 13.0 17.0 21.0 25.0

3.0 22.5 4.1 4 15.0 19.0 22.0 34.0

4.5 37.5 3.9 4 29.0 33.0 46.0 42.0

0.75 3.3 1.6 6 4.0 8.0 0.0 0.0 8.0 0.0

1.5 35.0 7.6 6 50.0 53.0 16.0 25.0 52.0 14.0

3.0 57.0 9.3 6 84.0 67.0 41.0 38.0 80.0 32.0

4.5 73.0 8.2 5 85.0 86.0 43.0 68.0 83.0

0.75 27.0 9.9 6 4.0 7.0 63.0 40.0 8.0 40.0

1.5 93.8 0.8 4 95.0 95.0 92.0 93.0

3.0 90.5 2.0 4 85.0 90.0 94.0 93.0

4.5 93.8 2.6 4 86.0 97.0 96.0 96.0

0.75 0.0 0.0 4 0.0 0.0 0.0 0.0

1.5 0.0 0.0 4 0.0 0.0 0.0 0.0

3.0 0.0 0.0 4 0.0 0.0 0.0 0.0

4.5 0.0 0.0 4 0.0 0.0 0.0 0.0

0.75 8.3 3.5 6 15.0 4.0 4.0 2.0 23.0 2.0

1.5 71.2 11.2 6 96.0 97.0 51.0 48.0 95.0 40.0

3.0 85.7 5.1 6 97.0 96.0 75.0 80.0 97.0 69.0

4.5 86.8 4.3 6 95.0 96.0 71.0 76.0 93.0 90.0

0.75 0.0 0.0 4 0.0 0.0 0.0 0.0

1.5 0.0 0.0 6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

3.0 0.5 0.5 6 0.0 0.0 0.0 3.0 0.0 0.0

4.5 6.7 2.1 6 1.0 4.0 12.0 14.0 3.0 6.0

RNP amount

(fmol)

Sample
Cas9

WT

crRNA
Mean of

indels (%)

Standard

error

Sample

size (n)

HiFi

gsc_AA

gsc_AB

sox2-KO_3

sox2-KO_19

sox19a-KO_4

sox19a-KO_50

gsc_AA

gsc_AB

sox2-KO_3

sox2-KO_19

sox19a-KO_4

sox19a-KO_50
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図 4.  低、中、高活性 crRNA の

RNP 複合体の顕微注入量による

切断効率 

表 5の WT及び HiFi Cas9 RNP複

合体の顕微注入量ごとの高(A)、

中(B)、低(C)活性の crRNA切断

効率の平均値を示している。エ

ラーバーは標準偏差、左の棒グ

ラフは WT Cas9 RNP複合体の切

断効率、右の棒グラフは HiFi 

Cas9 RNP複合体の切断効率を示

している。 
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CRISPR-Cas9タンパク質の導入方法による切断活性の相違 

 

CRISPR-Cas9の gRNAの切断効率は、RNA安定性や Cas9との相互作用に影響さ

れ、RNP 複合体形成効率に関連すると報告されている（7,14,15）。最近の研究（16）

では、今回の研究のように dgRNAと Cas9タンパク質を in vitroで 1：1の割合で混

合するとほとんどが完全な RNP複合体が形成されるが、Cas9 mRNAを用いた場合

の in vivo RNP複合体形成率は予測不可能であることが示されている。 

初めに、HiFi Cas9 mRNA、WT Cas9 mRNA (hWT:ヒトのコドン頻度、zWT:ゼブラ

フィッシュのコドン頻度) の 3種類の Cas9 mRNAと dgRNAとのそれぞれ顕微注入

量を変更し切断活性を測定した (表 7)。また、HiFi Cas9 mRNA (200 pg)を用いて、27

の crRNA (100 pg : dgRNA)の切断効率を調べた。RNPによる場合と比較して、大部

分の crRNAが低い切断効率を示した(表 8,図 5A)。この結果から、RNP複合体顕微

注入下では高い活性を示す crRNAのいくつかは、dgRNA/Cas9 mRNA顕微注入下で

は切断活性が極端に低下するか、全くないことが示され、RNPと mRNAの切断活性

とはあまりの相関関係が見られなかった(ピアソン相関係数、r = 0.505）(図 5B)。こ

れに伴い、CRISPR-kpスコアとの相関も低下し(スピアマン相関係数、R= 0.407）(図

5C)、Rule Set2 スコアとの相関とほぼ同様であった(スピアマン相関係数、R= 0.408）

(図 5D)。また、CRISPRscanにおいてはあまりの相関関係が見られなかった (スピア

マン相関係数、R = 0.183）(図 5E)。この結果から、 CRISPR-Cas9を in vivoで RNP

複合体を形成すると、RNAの安定性と RNP複合体形成効率に依存する配列特徴に

よって、gRNAの効率が大きく左右される可能性がある。 
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表 7. ICE で測定した crRNA の RNP 複合体の顕微注入量による切断効率 

 

  

1 2 3 4

225 113 18.0 0.0 1 18.0

300 150 47.0 0.0 1 47.0

450 225 50.0 0.0 1 50.0

225 113 13.0 1.2 4 10.0 12.0 15.0 15.0

300 150 28.0 0.0 1 28.0

450 225 35.0 9.0 2 26.0 44.0

225 113 0.3 0.3 4 1.0 0.0 0.0 0.0

300 150 1.5 0.5 4 0.0 2.0 2.0 2.0

450 225 4.0 0.7 4 4.0 5.0 2.0 5.0

225 113 96.5 0.3 4 97.0 97.0 96.0 96.0

300 150 95.8 0.9 4 93.0 97.0 97.0 96.0

450 225 96.8 0.3 4 97.0 97.0 97.0 96.0

225 113 96.5 0.3 4 96.0 97.0 97.0 96.0

300 150 97.0 0.0 4 97.0 97.0 97.0 97.0

450 225 96.3 0.3 3 96.0 96.0 97.0

225 113 23.3 2.0 3 23.0 20.0 27.0

300 150 66.5 2.2 4 65.0 71.0 69.0 61.0

450 225 76.5 4.4 4 89.0 71.0 70.0 76.0

Cas9 crRNA
Cas9

mRNA (ng)

gRNA

(ng)

Standard

error

Sample

size (n)

Sample

HiFi

hWT

Mean of

indels (%)

zWT

gsc_AB

sox19a-KO_4

zWT

HiFi

hWT
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表 8. ICE で測定した dgRNA / HiFi Cas9 mRNA による切断効率 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

1 2 3 4

egr2b_KI_4 26.0 1.9 4 26.0 21.0 27.0 30.0

egr2b_KI_6 2.0 0.7 4 4.0 1.0 1.0 2.0

pou2_KO_12 0.3 0.3 4 1.0 0.0 0.0 0.0

pou2_KO_42 0.0 0.0 4 0.0 0.0 0.0 0.0

pou2_KO_60 29.8 4.4 4 25.0 41.0 32.0 21.0

pou2_KO_64 68.8 7.2 4 74.0 62.0 53.0 86.0

pou3f2a_KI_16 39.5 3.6 4 35.0 49.0 33.0 41.0

pou3f2a_KI_20 85.8 3.9 4 85.0 87.0 76.0 95.0

pou3f2a_KI_21 2.8 0.9 4 4.0 4.0 0.0 3.0

pou3f2b_KI_9 81.3 1.9 3 85.0 80.0 79.0

pou3f2b_KI_15 36.8 4.3 4 31.0 29.0 48.0 39.0

rx3_KI_4 2.5 1.4 4 5.0 5.0 0.0 0.0

rx3_KI_6 6.0 2.7 4 13.0 6.0 5.0 0.0

sox1a_KI_2 0.0 0.0 3 0.0 0.0 0.0

sox1a_KI_5 0.3 0.3 4 1.0 0.0 0.0 0.0

sox1b_KI_7 39.3 7.3 4 51.0 36.0 20.0 50.0

sox9a_KI_7 0.0 0.0 3 0.0 0.0 0.0

sox11b_KO_4 0.0 0.0 4 0.0 0.0 0.0 0.0

sox11b_KO_8 79.0 4.4 4 88.0 72.0 85.0 71.0

sox11b_KO_10 38.0 4.1 4 43.0 39.0 26.0 44.0

sox11b_KO_21 20.3 3.6 4 26.0 26.0 18.0 11.0

sox11b_KO_22 0.0 0.0 4 0.0 0.0 0.0 0.0

sox11b_KO_29 0.0 0.0 4 0.0 0.0 0.0 0.0

sox32_KI_4 0.8 0.5 4 0.0 2.0 0.0 1.0

zic2b_KI_2 0.0 0.0 4 0.0 0.0 0.0 0.0

zic2b_KI_7 0.0 0.0 4 0.0 0.0 0.0 0.0

zic2b_KI_9 0.0 0.0 4 0.0 0.0 0.0 0.0

crRNA
Mean of

indels (%)

Standard

error

Sample

size (n)

Sample
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図 5A. dgRNA / HiFi Cas9 mRNA 及び HiFi Cas9 RNP 複合体の切断効率 

表 8の WT及び HiFi Cas9 RNP複合体の crRNAの切断効率の平均値を dgRNA / HiFi 

Cas9 mRNAの平均値の降下順に並べ示している。エラーバーは標準偏差、左の棒グ

ラフは dgRNA / HiFi Cas9 mRNAの切断効率、右の棒グラフは HiFi Cas9 RNP複合体

の切断効率を表している。 
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図 5B-E. dgRNA/HiFi Cas9 mRNA の切断効率と RNP 複合体及び予測値の相関関係 

(B)ICEで測定した dgRNA / HiFi Vas9 mRNAと HiFi Cas9 RNP 複合体の切断効率の平

均値の散布図。dgRNA / HiFi Vas9 mRNAと HiFi Cas9 RNP 複合体それぞれで測定し

た 27個の crRNAの切断効率より算出したピアソンの積率相関係数 (r) を示している。

dgRNA / HiFi Vas9 mRNA (C-E) の切断効率を ICEで測定した実測値と、crRNA の標

的配列を基に 3種類の gRNA 設計ツール CRISPR-kp (C) 、Rule Set 2 (Doench/Fusi 

2016) (D)または CRISPRscan (E) で得られたスコアを散布図によって比較した。R は

スピアマンの順位相関係数を示す 
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第 4 章 考察 

 

dgRNA CRISPR-Cas9 RNP複合体を用いた crRNA切断活性測定の利点 

 

crRNAと tracrRNAを融合させた single guide RNA(sgRNA)と呼ばれる単一のキメ

ラ RNA は、培養細胞だけではなく、ゼブラフィッシュ(Danio rerio)をはじめとする

様々なモデル生物のゲノム編集に広く利用されてきた (2) 。しかし、sgRNA の in 

vitro 合成では、T7 RNA ポリメラーゼによる転写反応が一般的に用いられており、5'

末端に 2塩基のグアニンが付加される。標的配列の選択に制限をかけるだけではな

く、CRISPR-Cas9の切断効率を大幅に低下させることが報告された(3) 。同様に、

sgRNA の in vivo 合成に使用される U6プロモーターは、RNA ポリメラーゼ III (Pol 

III)による転写反応のために、最初の 5'末端ヌクレオチドにグアニンを必要とし、標

的配列選択の柔軟性を低下させるだけではなく、切断効率を低下させる可能性があ

った。そのため、そのような制限がない化学合成された gRNAがゲノム編集には有

利であり、化学合成が容易になるようにターゲット特異的な crRNA と普遍的な

tracrRNAから構成された dual guide RNA (dgRNA) の利用が拡がっている。しかし、

CRISPR-Cas9 の大部分の研究は sgRNAを用いて進められており、従来の研究で特定

された切断効率に影響を与える sgRNAの特徴や、gRNA設計ツールが dgRNAを構

成する crRNAに対して適用できるかは不明である。また、現在の予測ツールの多く

は培養細胞を用いたデータに基づいており、それ以外の条件では適用出来ない可能

性がある(8)。 

本研究で算出された CRISPR-kpスコアは、dgRNA から構成される CRISPR-Cas9 

RNP複合体の切断効率に影響を与える crRNA の配列特徴を、WT Cas9 及び HiFi 

Cas9で特定したデータを基にしている。そのため、RNAの安定性の影響を受けにく

いと考えられる。実際、CRISPR-kpスコアは、実測した 27個の crRNAの切断効率

とよく相関しており、sgRNAを用いたデータを基にした Rule Set2や CRISPRscanよ

りも予測精度が高かった(図 3)。また、gRNAと Cas9 mRNAを顕微注入し、in vivo

で RNP複合体を形成させた場合の切断活性は、CRISPR-kpスコアとは高い相関を示

さなかった(スピアマン相関係数、R= 0.407）(図 5C)。これより、CRISPR-kpスコア

は gRNAの安定性などの影響を受けにくい実験条件では予測がしやすい可能性があ

る。また、RNPによる場合と比較して、Cas9 mRNAを用いた場合は大部分の

crRNAが低い切断効率を示した(表 8,図 5A)。この結果から、RNP複合体顕微注入下

では高い活性を示す crRNAのいくつかは、dgRNA/Cas9 mRNA顕微注入下では切断

活性が極端に低下するか、全くないことが示され、RNPと mRNAを用いた場合の切

断活性はあまり相関関係が見られなかった(ピアソン相関係数、r = 0.505）(図 5B)。

この結果から、 CRISPR-Cas9を in vivoで RNP複合体を形成させると、RNAの安定

性と RNP複合体形成効率に依存する配列特徴によって、gRNAの効率が大きく左右

される可能性がある。そのため、sgRNAと比べ影響の受けにくい化学合成した

dgRNAを用いることで、gRNAの安定性による切断効率の低下を防ぐことができる

と考えられる。 
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ゲノム編集する際はある程度高効率の crRNAを選ぶ必要がある 

 

切断効率が高・中・低の区分より各２つの crRNAを選び、RNP複合体の量 0.75、

1.5、3、4.5 fmolの 4種類の量で RNP複合体の顕微注入量を変更し切断効率を測定

した際、中活性グループの crRNA は RNP 量に依存して様々な切断活性を示したが、

低活性グループの crRNAは切断効率がわずかに増加しただけだった(表 6,図 4)。低

効率の crRNAは RNP複合体の量を 4.5 fmolまで増やしてもあまり効率が良くならな

かったことから、ゲノム編集で用いる際はあらかじめ高効率のものを使用する必要

がある。また、CRISPR-Cas9はオフターゲット作用があるため、量を増やせば、よ

り高い特異性を持つ HiFi Cas9でもオフターゲット効果も上げてしまう可能性がある。 

 

gRNA 設計ツールの予測精度は基となったデータの環境が影響する 

 

本研究で検証した crRNA の切断効率を用いて、gRNA 設計ツールの予測精度を比

較したところ、各ツールで予測値にかなりの差があることがわかった。先行研究で

は、予測モデルを構築したデータセット に含まれる sgRNA 発現系が in vivo では U6 

プロモーター、または in vitro では T7 プロモーターである ことが予測精度に影響す

ることが示されている(8)。さらに、我々は、位置特異的なモノヌクレオチド の特徴

の類似性が高いほど、より予測精度が高いという一般的なことがわかった。これら

結果より、 gRNA 切断効率を含むデータセットの全体的な品質が、gRNA 設計ツー

ルの予測精度に影響する最も重 要な要素であることが示唆される。 
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第 5 章 結論 

 

dgRNA から構成される CRISPR-Cas9 の 51個の crRNAの切断効率より得られた塩

基ポジションごとの各塩基の P値を積算したスコア (CRISPR-kp )は、新たに設計し

た 27個の crRNAの切断効率とよく相関することがわかった。既存の予測ツールと

の比較では、一般的によく用いられている予測ツールである Doench Rule Set2や、

ゼブラフィッシュ胚で sgRNAを用いたデータに基づく CRISPRscanのスコアよりも

予測精度が高かった。このことから、CRISPR-Cas9の gRNA切断活性予測ツールを

用いる際は、実験で用いる環境と同じ環境から得られたデータを基にしたツールを

用いる必要がある。 

また、切断効率が高・中・低の区分より各２つの crRNAを選び、RNP複合体の量

が切断効率に及ぼす影響を調べた。その結果、RNP複合体の量を変更することで、

各 crRNAの相対的活性をさらに正確に評価できることがわかった。また、低効率の

crRNAは RNP複合体の量を増やしてもあまり効率が良くならなかったことから、ゲ

ノム編集で用いる際はあらかじめ高効率のものを使用する必要があることが分かっ

た。 

さらに、CRISPR-kpスコアは RNP複合体をゼブラフィッシュ胚に顕微注入するこ

とにより得られた配列特徴に基づいているため、RNAの安定性の影響の多くは排除

されていると考えられ、実際、gRNAと Cas9 mRNAを顕微注入し、in vivoで RNP

複合体を形成させた場合の切断活性は、CRISPR-kpスコアとは高い相関を示さなか

った。 

本研究で得られた結果は、ゼブラフィッシュ胚における CRISPR-Cas9 の dgRNA

システムを用いたより確実なゲノム編集技術の確立に応用されることが期待される。 
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第 6 章 方法 

 

ゼブラフィッシュの飼育 

 

ゼブラフィッシュは、明期を 14 時間（9：00 - 23：00）、暗期を 10 時間（23： 00 

- 9：00）の明暗サイクル下で飼育した。ゼブラフィッシュの実験は、文部科学省の

研究機関等における動物実験等の実施に関する基本指針に基づき、高知工科大学動

物実験委員会の承認を受けたプロトコル を用いて実施した。また、高知工科大学の

「高知工科大学魚類実験取 扱指針」を遵守するとともに、実験動物の取り扱いの基

本的考え方 である三原則 (苦痛の軽減、代替法の活用、使用数の削減)を踏まえた適

切な措置下で実施した。 

 

CRISPR-Cas9 RNP 複合体の調製 

 

crRNA（Alt-R CRISPR-Cas9 crRNA）（表 1）、tracrRNA（Alt-R CRISPR-Cas9 

tracrRNA-ATTO 550）、および Cas9 タンパク質（Alt-R S.p. Cas9 Nuclease V3 および 

Alt-R S.p. HiFi Cas9 Nuclease V3）は IDT から購入した。CRISPR-Cas9 RNP 複合体は、

IDT のプロトコルにしたがって調製した (Essner J. (2016) Zebrafish embryo 

microinjection: Ribonucleoprotein delivery using the Alt-R CRISPR-Cas9 System.)。 

まず、100 μM crRNA と 100 μM tracrRNA を Nuclease-Free Duplex Buffer (IDT) 中で

混合し、3.0 μM gRNA 溶液 を調製した。この溶液を 95℃で 5 分間加熱し、室温まで

冷却した。3.0 μM gRNA 溶液を Cas9 working buffer (20 mM HEPES; 150 mM KCI, pH 

7.5) で希釈した同量の 3.0 μM Cas9 溶液と混合し、37℃で 10 分 間インキュベートし

て、1.5 μM RNP 複合体を調製した。その後、室温に戻し、4℃で保存した。 

 

CRISPR-Cas9 mRNAの調整 

 

ヒトのコドン頻度に合わせた WT Cas9、ゼブラフィッシュのコドン頻度に合わせ

た WT Cas9、HiFi Cas9をそれぞれコードしている環状プラスミド DNA を制限酵素

処理により直鎖 DNA にし、精製後 AmpliCap™ SP6 High Yield Message Maker Kit 

( CELLSCRIPT )を使用して直鎖 DNA を鋳型として mRNA を合成 し、DNase で鋳型 

DNA を分解した後、RNA Clean & Concentrator-25 ( Zymo Research ) を 使用して 

mRNA を精製した。 

 

CRISPR–Cas9の 27個の crisprRNA設計  

 

実験に使用する TL 系統のゼブラフィッシュ(Danio Rerio)の CRISPR の切断部位と 

gRNA 結合部位中心で決定された配列をもとに Integrated DNA Technologies 社の 

CRISPR-Cas9 Design custom gRNA 

(https://sg.idtdna.com/site/order/designtool/index/CRISPR_CUSTOM) を用い設計を行 っ

https://sg.idtdna.com/site/order/designtool/index/CRISPR_CUSTOM
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た。コード領域 (KO)、あるいは終止コドンまたは開始コドン(KI)に近接した配列で、

ゲノム配列の多様性がない場所に gRNA が結合し、できるだけ CRISPR-kpスコアが

ばらつくように 27個の crRNAを選出した。 

 

Microinjectionによるゼブラフィッシュ胚への CRISPR RNP Complexの注入  

 

基本的には、Tüpfel long fin（TL）系ゼブラフィッシュ胚の 1 細胞期に、1.5 μM 

RNP 複合体 (1.5 fmol RNP 複合体）を 1.0 nL の卵黄嚢に顕微注入した。0.75、1.5、3、

4.5 fmolの 4種類の量で RNP複合体の顕微注入量を変更した際は、1.5 μM RNP 複合

体 (1.5 fmol RNP 複合体)の顕微注入量をそれぞれ 0.5 nL、1.0 nL、2 nL、3 nLと変更

しゼブラフィッシュ胚の卵黄嚢に顕微注入した。顕微注入した胚を 28℃で 24 hpf ま

で飼育した。 

 

Microinjectionによるゼブラフィッシュ胚への dgRNA / Cas9 mRNA混合液の注入 

 

Tüpfel long fin（TL）系ゼブラフィッシュ胚の 1 細胞期に、mRNA 混合液 ( 75ng/μL 

dgRNA,150 ng/μL Cas9 mRNA )の顕微注入量をそれぞれ 1.5nL、2nL、3nLと変更しゼ

ブラフィッシュ胚の卵黄嚢に顕微注入した(表 7)。また、HiFi Cas9 mRNAと

27crRNAの際には mRNA 混合液 ( 50 ng/μL : 1.5 fmol dgRNA,100 ng/μL Cas9 mRNA )

を 2 nLゼブラフィッシュ胚の卵黄嚢に顕微注入した(表 7)。顕微注入した胚を 28℃

で 24 hpf まで飼育した。 

 

ゼブラフィッシュ胚の DNA抽出 

 

24 hpf のゼブラフィッシュ胚から 5 embryo 選別し、20 μL/embryo の Genomic DNA 

extraction buffer ( low EDTA ) + Proteinase K ( 10 mM Tris pH8, 0.1 mM EDTA pH8, 0.2% 

( v/v ) Triton-X, 200 mM NaCl, 0.2 mg/mL Proteinase K ) を加え 55℃で 1 時間加熱し胚

を 溶かした後、95℃で 10 分間加熱し Proteinase Kを失活させた。その後、-20℃で

保存した。 

 

TIDE と ICE によるインデル頻度の評価 

 

CRISPR の切断部位と gRNA 結合部位を中心に 約 600 bp を増幅するように primer 

を設計した (表 9)。PCR は Taq DNA Polymerase（New England Biolabs）を 用いて、

1x ThermoPol Reaction Buffer、200 μM dNTPs、0.5 μM forward および reverse primers、

0.15 embryo equivalent of genome DNA、0.75 units の Taq DNA Polymerase と、1x red 

sucrose solution（10% sucrose, 0.17 mM cresol red）を含む反応液 30 μL 中で行った。

PCR 条件は、95 ℃で 30 秒間の初期熱変性、続いて 95 ℃で 15 秒間の熱変性、60 ℃

または 65 ℃で 30 秒間のアニーリング、68 ℃で 45 秒間の伸長反応 を 1 サイクルと

し、30 サイクル繰り返し、最後に 68 ℃で 5 分間の伸長反応を行った。アガロース
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ゲル電気泳動により PCR 産物の増幅を確認した後、KAPA Pure Beads（Kapa 

Biosystems, Inc.）または NucleoMag® NGS Clean-up and Size Select (TaKaRa Bio)を用い

て PCR 産物を精製した。精製された PCR 産物を、表 10に記載されたプライマーを

用いてサンガーシーケンスをした。CRISPR-Cas9を注入した胚および注入していな

い胚から調製したゲノム DNA から得られたトレースデータを使用して、TIDE 

(version 3.2.0) (https://tide.nki.nl) (デフォルトに設定 : Indel size range を 10に設定)およ

び ICE (v2) (https://ice.synthego.com)でインデル頻度を測定した。 

 

表 9. 切断部位増幅に用いた Primer 

 

表 10. サンガーシーケンスに用いた Primer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Sequence (5' to 3')
Length

(nt)
Sequence (5' to 3')

Length

(nt)

egr2b_stop F ACAAACCCTTCCAGTGTCGGAT 22 R AGACACAATTCTCCCACGTGCT 22

pou2_exon1-downstream F2 CAAGTCTGATTTTTAACAAGGCCCA 25 R2 CAGAGTGATGCGCTTGTGTTTAAG 24

pou2_exon1-upstream F GGAAGAGTTGGAGGTGGTGAATTA 24 R GGGAGCTTGGGAAATATTAGCTTG 24

pou3f2a_stop F AAGAACATGTGCAAACTCAAGCC 23 R AGACACTGCACCGGATTAATATCA 24

pou3f2b_stop F CAGACCACAATATGCAGGTTTGAG 24 R TGCAAAAGCAAATGCAGTGAATG 23

rx3_stop F2 TGCAATCTCTGCCCAGCTTCAT 22 R2 GCCTTTTGAATGCCAAATGCGAT 23

sox1a_stop F TCCGGCTACGGTGGGATATCAT 22 R AGTGTGTCGCATATTTCTTGGCG 23

sox1b_stop F CTCGCCTTCAGGATATGGGGG 21 R GCACCCACTCTTATTCGCGTTTT 23

sox9a_stop F GCCCCGAACGACGCATATTAA 21 R TGCACAACTTCATTTGAACGCC 22

sox11b_CDS F CCAGCAAACCGGGGAACATTAC 22 R GTCTGAAAAGTTCGCCTCCAGC 22

sox32_stop F2 GAAACGTGTTTCATGGTGGCG 21 R TCTATGGTTATCATACAAATAGTACCTGTG 30

zic2b_stop F ACAAGTCCTACACACACCCCAG 22 R CACTCTTTGTCTTTGGCAACGC 22

Target Region

Forward primer Reverse primer

Target Region Sequence (5' to 3')
Length

(nt)

egr2b_stop F3 ACCCACATTCGCACGCACAC 20

pou2_exon1-downstream F3 GACAGCCCAGACCTTCTTTCC 21

pou2_exon1-upstream F3 TGTTTGGATCATCCTGGGATGG 22

pou3f2a_stop F3 GCAGGGCAGGAAAAGGAAAAAGC 23

pou3f2b_stop F3 AGTGGTTGGAGGAGGCAGACT 21

rx3_stop F3 TCTCTGCCCAGCTTCATCACC 21

sox1a_stop F3 ACACGCAGCATCAGAACTCCAG 22

sox1b_stop F3 CAAAACTCGAGTGTGGCGTCG 21

sox9a_stop F3 CAGCACATCAGCTACGGTTCC 21

sox11b_CDS F3 GCCAGAGCATCCACACAAGACT 22

sox32_stop F3 GTTTCATGGTGGCGCGACTT 20

zic2b_stop F3 CCTTGAGAAAACACATGAAGGTGAG 25

https://tide.nki.nl/
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CRISPR-kpの算出方法と他予測ツールのスコア算出 
 

crRNA の配列特徴は、GitHub (https://github.com/xuebingwu/kpLogo)からインストー

ルした kpLogo (v1.1）を用いて、デフォルトのオプション設定で解析した。crRNA 

の標的配列と ICE で得られた切断効率を重み付けデータとして入力しロゴを生成し

た。各位置の crRNA 標的配列と PAM 配列の統計的有意性を-log10(P)とし、ヌクレオ

チドロゴの大きさによって相対的にスケーリングされる(表 11,12)。その結果より得

られた crRNAの配列のポジションごとの塩基の-log10(P) の積算をした。また、Rule 

Set2、CRISPRscanのスコアについては crRNAの配列を基に

CRISPOR(http://crispor.tefo.net/) にて予測スコアを算出した。 
 

表 11. kp Logo で得られた WT Cas9 における crRNA と PAM 配列のポジション 

   ごとの各塩基における-log10(P)の値 

表 12. kp Logo で得られた HiFi Cas9 における crRNA と PAM 配列のポジション  

ごとの各塩基における-log10(P)の値  

Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A -0.31 0.00 1.74 -0.54 -0.56 0.52 0.87 -0.47 0.57 0.43 -0.62 0.67

T -0.59 1.17 -0.58 -1.10 3.50 0.34 -1.56 -0.59 0.66 -1.43 -0.54 -1.73

G 1.18 -0.85 -0.45 1.50 -1.08 -0.52 2.25 1.27 -0.75 -0.42 0.50 1.07

C -0.65 0.33 -0.67 -0.32 -0.48 -0.30 -0.40 -0.46 -0.31 1.24 0.66 0.35

Position 13 14 15 16 17 18 19 20 21 G G

A -0.88 -0.55 -0.50 0.89 1.03 -0.61 1.07 1.96 -0.92

T -1.64 -0.35 -0.67 -1.42 -0.33 0.36 -1.18 -0.70 -1.15

G 2.11 -0.51 0.33 -1.01 0.88 -0.84 -0.57 0.92 0.97

C 0.89 1.32 0.80 2.72 -1.97 1.03 0.72 -2.29 1.73

PAM

Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0.84 0.00 1.01 -0.87 -0.35 -0.45 0.45 0.33 0.64 -0.31 -0.44 0.97

T -0.51 1.09 -0.49 -0.92 1.26 -0.41 -0.93 -1.42 0.63 -2.17 -0.57 -0.76

G 0.59 0.35 -0.38 2.60 -0.91 0.39 1.56 3.39 -0.85 -0.75 0.49 -0.31

C -0.99 -0.53 -0.65 -0.69 -0.34 0.46 -0.47 -0.84 -0.36 2.75 0.51 0.30

Position 13 14 15 16 17 18 19 20 21 G G

A -0.51 0.55 0.42 0.87 0.83 -0.55 0.80 0.90 -1.02

T -1.48 -1.01 -0.98 -2.42 -0.40 -0.56 -0.86 -0.58 -0.48

G 0.66 -0.46 0.73 -0.65 0.69 -0.64 -0.49 1.73 0.49

C 1.41 0.83 -0.32 3.31 -1.33 1.32 0.59 -2.24 0.94

PAM

http://crispor.tefo.net/
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