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ゲノム編集の結果を正しく理解する 

〜複雑なゲノム編集変異を網羅的に解析する⼿法を開発〜 
 

ゲノム編集技術を⽤いることで狙った遺伝⼦を意図した通りに改変することが可能になりました
が、その際、意図しない形で遺伝⼦が改変されることもあります。本研究では、ゲノム編集で狙った遺
伝⼦に意図した改変が起きたのか、それとも、意図しない改変が起きたのかを⾃動的に識別・分類する
⼿法を開発しました。 

実験⽤マウスの受精卵でのゲノム編集では、たった⼀塩基のみの意図した通りの改変や、⽬的の遺
伝⼦領域の切除、少し離れた⼆箇所の染⾊体部位への他の⽣物種に由来する遺伝⼦配列の挿⼊が可能
です。しかし、これらの「意図した遺伝⼦改変」を⽣じさせようとすると、標的としていない数塩基が
⽋失・挿⼊されてしまったり、想定を超える染⾊体領域が⽋失・逆位となる「意図しない遺伝⼦改変」
が起きたりすることもあります。困ったことに、意図した遺伝⼦改変が⽚側(⺟⽅もしくは⽗⽅)の染⾊
体上で⽣じている時に、もう⽚側(⽗⽅もしくは⺟⽅)の染⾊体では意図しない遺伝⼦改変が起きるこ
ともあります。 

意図した遺伝⼦改変マウス系統を実験に使⽤するためには、ゲノム編集を施された受精卵から発⽣
した数⼗匹のマウスから「意図した改変遺伝⼦」を持つマウスを遺伝⼦検査で特定する必要がありま
す。本研究で開発した遺伝⼦検査法では、約 100 匹のマウスのそれぞれでどのような遺伝⼦改変が⽣
じたのか、網羅的かつ正確に、簡便に特定できます。この遺伝⼦検査⼿法はゲノム編集実験にかかる期
間の短縮やその正確性の向上に寄与すると期待されます。 
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 研究の背景  
ゲノム編集技術の発展により、内在遺伝⼦のゲノム DNA 配列を迅速かつ⾃在に書き換えることが可能

になりました。ここ数年のゲノム編集技術の黎明期には、標的遺伝⼦領域以外にも変異が⽣じるオフター
ゲット効果がゲノム編集の危険因⼦であると警鐘が鳴らされていました。マウスモデルでは、複数の異な
る標的配列を同⼀標的遺伝⼦内にそれぞれ設定し、そこから誕⽣した各遺伝⼦改変マウス系統が同⼀の
表現型を⽰すかを観察することで、オフターゲット効果が表現型に与える影響を検証できます。その結
果、遺伝⼦改変マウスモデルにおけるオフターゲット効果の危険性は限定的であり、むしろ、標的遺伝⼦
領域(オンターゲットサイト)における予想外の「意図しない変異」の危険性が現在では問題視されていま
す。当初、マウス受精卵ゲノム編集で⽣じる「意図しない変異」は数⼗塩基対以下の indel(insertion and 
deletion)変異だけだと⾒込まれていました。しかし最近、1,000 塩基対を超える⼤幅な⽋失変異が頻繁に
⽣じることが明らかになりました。また、⼆細胞期胚以降で⽣じたゲノム編集により誕⽣するモザイク個
体(注 1)も頻出し、このモザイク個体では「意図する変異」と「意図しない変異」をそれぞれ保持する細
胞が交じりあった状態となります。オフターゲット効果と違い、「意図しない変異」の危険性は複数の系
統を⽤意しても除去できず、唯⼀の解決⼿段は正確な遺伝型解析ですが、現在まで「意図する変異」と
「意図しない変異」の両者を正確かつ迅速に検出する⼿法はありませんでした。 
 
 研究内容と成果  

マウスの受精卵ゲノム編集で⽣まれた、アレル数が不明なモザイクマウスが保持するオンターゲット
サイト変異を網羅的に特定するためには、数多くの DNA 配列を並列的に決定できる次世代シーケンス技
術が適しています。加えて、既存の short-read次世代シーケンサーでは Flox アレル(注 2)や「意図しな
い変異」の配列を決定することが困難であるため、ナノポアロングリードシーケンサー(注 3)を利⽤しま
した。具体的には、数多くのマウスの遺伝型解析を同時に遂⾏するため、それぞれ異なるバーコード配列
を付加した複数のマウスに由来するロングPCR産物をナノポアロングリードシーケンサーで解析する系
の確⽴を⽬指しました。ナノポアロングリードシーケンサーは⾼価な解析装置を必要としないメリット
がありますが、シーケンスエラー率が⾼いのが弱点です。そこで、ナノポアロングリードシーケンサーで
得られた⽣データに含まれる多数のマウスが持つそれぞれの変異アレルを⼀網打尽にするため、(1)シー
ケンスエラーの⾃動補正機能、(2)多サンプル解析機能、および(3)「意図しない変異」と「意図した変異」
を⾃動で識別・分類する機能を持つオンターゲットサイト解析ソフトウェア「Determine Allele mutations 
and Judge Intended genotype by Nanopore sequencer (DAJIN)」を開発しました。DAJIN はオープンソ
ース・ソフトウェアとして公開されており(https://github.com/akikuno/DAJIN)、誰でも⾃由に使⽤でき
ます 。 

受精卵ゲノム編集で作製した点変異マウス・遺伝⼦領域⽋失マウス・Flox マウスの遺伝型を実際に
DAJIN で解析した結果、点変異・⽋失・逆位・Flox ノックインなどを含む「意図した変異」と「意図し
ない変異」の両⽅を 1 塩基の分解能で⾃動的に識別し、分類できました。加えて DAJIN では、1回のナ
ノポアロングリードシーケンスで約 100匹のマウスを同時に解析できました。 
 

 今後の展開  
DAJIN を⽤いた多検体の遺伝型解析は、既存の⽅法に⽐べ、汎⽤性・拡張性・利便性に優れており、ゲ

ノム編集で⽣じた変異を決定するためのスタンダードな⼿法となると期待できます。今後 DAJIN の解析
能⼒をより上昇させることで、マウスの受精卵ゲノム編集で⽣まれたアレル数が不明なモザイクマウス
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よりもさらにヘテロな集団が⽣じる培養細胞でのゲノム編集や、in vivo ゲノム編集の解析にも応⽤でき
ると考えられます。 

 
 参考図  

 
図 DAJIN の概要 
ナノポアロングリードシーケンサーによって得られる DNA 配列と DAJIN によって、意図した変異を

持つマウスかそうでないかを迅速かつ正確に同定できる遺伝⼦解析技術を開発した。 
シーケンサーの図は DOI: 10.7875/togopic.2017.35 (© 2016 DBCLS TogoTV) を改変し使⽤。 

 

 ⽤語解説  
注１） モザイク個体 

マウスの受精卵ゲノム編集では⼀細胞期の段階の受精卵にゲノム編集因⼦を導⼊するが、卵割が⽣じた
⼆細胞期以降に各割球で独⽴したゲノム編集が⽣じることがある。その場合、異なる遺伝型を持つ細胞
が交じり合ったモザイクマウスが誕⽣する。 

注２） Flox アレル 
標的とする遺伝⼦やエクソンの上下流に LoxP 配列が挿⼊された遺伝⼦改変アレル。この Flox アレル
を持つマウスと、特定の組織で Cre酵素を発現するマウスを交配することで、その組織でのみ標的遺伝
⼦の機能が⽋失した条件付きノックアウトマウスが誕⽣する。 

注３） ナノポアロングリードシーケンサー 
微細な⽳が空いたタンパク質(ナノポア)に配列を解析したい DNA や RNA を通過させ、その際に⽣じ
る電流を測定することで、DNAやRNA の配列を測定するシーケンサー。 
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