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１． 研究のねらい 

細胞集団の進化動態や細胞が個体を作り上げる様子を大規模かつ高解像度に追跡することは、

細胞の作り上げる環境と細胞間の相互作用による①進化、②細胞分化や③個体発生を理解す

るために非常に重要であるが、現在までにそのようなことを可能にするテクノロジーはない。 

 

特に哺乳動物の発生は、受精卵から胚盤胞程度までの段階について顕微鏡下で細胞分裂を観

察することができるが、比較的長い時間スケールで全身を形成する細胞分裂についてその全て

を十分な解像度で追跡する技術はこれまでに実現されていない。また個体全身の成長から老化

まで、その全てを通じて細胞群の新生が全体機能の恒常性を支えているが、その全容は未知の

部分が大きい。現代生命科学において、個体や組織を形成する不均質な細胞集団の分化過程

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 DNAバーコードとゲノム編集を用いた細胞系譜トレーシング。a) DNA バーコードにランダムな変異が
蓄積されつつ、それが細胞分裂とともに娘細胞に受け継がれる。b) CRISPR/Cas9 によるゲノム編集。Cas9
が gRNAによって PAM配列を持つターゲット配列に誘導され、DNA二重鎖切断を引き起こす。DNA修復エ
ラーによってターゲット配列に変異が入る。c) Cas9 のターゲット配列をタンデムに並べることによって継時
的に多くの変異を蓄積する DNA バーコードを考えることができる。d) 娘細胞の DNA バーコードの変異パ
ターンを超並列シーケンシングで解析することによって細胞系譜が再構築される。 



 

とその系譜の全容は依然として不明瞭である。 

 

本研究では、哺乳動物の細胞分化や全身発生過程をはじめとした様々な生命現象における細

胞系譜を近 1細胞レベルで捕捉するためにゲノム編集技術である CRISPR/Cas9法および DNAバ

ーコードを応用した DNAバーコード時計（DNA Barclock）法の実現を目指した。 

 

DNA Barclock は細胞内において時間変化（あるいは細胞分裂）に従って配列を高頻度で変化さ

せる合成 DNAバーコードである（図 1a）。任意のシステムにおいて、母細胞の染色体に導入され

た DNA バーコード配列が娘細胞に受け継がれ、それぞれの娘細胞において DNA バーコードは

細胞分裂とともに継続的にゲノム編集によってその配列の一部を変化させる（図 1a–c）。このよう

なシステムが作動していた細胞集団の DNAバーコード配列を超並列 DNAシークエンシングによ

って解読すると、様々な変異パターンを観察することができる。得られた変異 DNA バーコード配

列群と初期の母細胞に導入した DNAバーコード配列を「根」として細胞分裂の過程で存在したバ

ーコード配列を遡って演繹することができるため、細胞系譜を再構築することができる（図 1d）。 

 

本研究では、ゲノム編集による細胞毒性が低く、近 1細胞解像度で任意のシステム（特に哺乳動

物）における細胞（発生）系譜を再構築できる DNA Barclock法の開発を進めた。 

 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

本研究では、DNA Barclock法の実現に向けて、はじめに①出芽酵母細胞を用いた新規ゲノム編

集技術の開発を行った。次に、②この新しいゲノム編集技術を用いた Barclock法によって近 1細

胞解像度で細胞系譜追跡が実現できるか検討するためにモンテカルロ・シミュレーションによる

理論証明実験を行った。さらに、哺乳動物の発生系譜を追跡するために③ゲノムリソースを利用

した Barclock遺伝子サーキットのデザインとタンデム gRNAのクローニングを行った。 

 

（２）詳細 

（２．１）成果１ 出芽酵母細胞を用いた新規ゲノム編集技術の開発（達成度 100%） 

研究開発期間中 2016 年に、ワシントン大学の Shendure らのチームが、野生型の CRISPR/ Cas9

を用いて本研究計画とほぼ同様の細胞系譜追跡を実現する GESTALT 法（Genome Editing of 

Synthetic Target Array for Lineage Tracing）を発表した（McKenna et al 2016 Science）。二つのヌク

レアーゼドメインを持つ野生型Cas9は、PAM（Protospacer Adjacent Motif）と呼ばれる認識配列を

3’側にもつ 20塩基程度の DNA ターゲット配列と相補鎖を形成できる guide RNA（gRNA）によって

自在にターゲット DNA に誘導することができ、二重鎖切断を引き起こすことができる（図 1b）。切

断されたターゲット DNA配列には頻繁に修復エラーによって変異が蓄積する。GESTALT法のデモ

ンストレーションでは Cas9 にターゲットにされる人工的な 20 塩基対と PAM 配列を 1 ユニットとし

たものがタンデムに並べられた DNA バーコード（図 1c）を染色体に保持するトランスジェニックゼ

ブラフィッシュが作製された。一細胞期胚のトランスジェニックゼブラフィッシュに Cas9 タンパク質

およびガイド RNA をインジェクションし、咽頭胚期など様々な段階まで発生させた後、DNAバーコ



 

ードの編集パターンからゼブラフィッシュの胚

発生における網羅的な細胞系譜を予測した。 

 

しかしながら、GESTALT 法によって再構成され

た細胞系譜が妥当なものであるか現時点で

検証する術はない。また、Cas9 による染色体

切断は 10塩基程度以上の欠失を引き起こす

ことが知られている上に、GELSTALT 法では

DNAバーコードがCas9によって複数箇所を同

時に切断されるために、大規模な DNAバーコ

ードの欠損（蓄積された系譜情報の脱落）が

頻繁に観察された。さらに、Cas9 による染色

体切断は細胞毒性が高いことが知られてい

る。また、一過性の Cas9 タンパク質とガイド

RNAのインジェクションでは分化過程でシステ

ムの脱落が起こることが考えられ、どの程度

細胞系譜を正確に捉えられているか疑問で

ある。 

 

同年研究課題実施者は神戸大学のリードで、ヌクレアーゼ活性を欠損させた Cas9 にシチジンか

らウリジンへの C to U 変異を引き起こすシチジンデアミナーゼである AID（Activation-induced 

cytidine deaminase）を融合させた新しいゲノム編集ツール Target-AID を共同開発した（Nishida, 

Arazoe, Yachie et al 2016 Science）。研究課題実施者は出芽酵母を用いた実験によって

Target-AID が gRNA ターゲット配列内のシトシンを高効率に別の塩基に置換すること、野生型

Cas9 による二重鎖切断の修復時に観察される塩基欠損や挿入が観察されないこと（図 2a）、編

集活性が野生型Cas9と変わらず（図2b）、細胞毒性が極めて低いことを示した（図2c）。また本研

究開始時から Target-AIDが様々なシステムにおいて DNAバーコードを動的かつ安定に変化され

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 Target-AID法。a) Cas9及び Target-AIDによって
出芽酵母の canavanine感受性 CAN1遺伝子を約 3
世代に渡って編集し、canavanine耐性を示した細胞
集団の編集パターンを超並列シーケンシングで解
析した結果。b) ゲノム編集後 canavanine 耐性を示
したクローンの割合。c) ゲノム編集後、canavanine
あり/なしで生育したコロニーの数。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 Target-AIDを用いた Poly(C)配列の編集と Barclock法のモンテカルロシミュレーション。a) 出芽酵母第
4 及び第 7 染色体上の PolyC 領域を Target-AID で編集したもの。b) Barclock 法のモンテカルロシミュレー
ションのモデル図。c) 娘細胞の Barclock 配列のみから再構成された系譜。分岐ノードの色は再構成した
系譜におけるそれ以降の娘細胞群とシミュレーションのそれの一致率。d) (c) の白枠部分の拡大図。 



 

るシステムの実現に有効であると考え、これを用

いた DNA Barclock法の開発を進めた。 

 

（２．２）成果２ モンテカルロ・シミュレーションによ

る理論証明（達成度 100%） 

Target-AID の Barclock 法としての利用を検討する

ために、出芽酵母染色体上の Poly(C)領域を

Target-AID 法によって編集し、Poly(C)を含む gRNA

ターゲット配列が複雑性の高いランダム変異を蓄

積できるDNA Barclock配列として有効であることを

示した（図 3a）。さらに、Target-AID は PAM から–18

または–17塩基を中心として–20から–15塩基まで

の領域にあるCを高い効率で様々な塩基に編集で

きることが分かった。また哺乳動物細胞（CHO 細

胞）を用いた実験によって、ヌクレアーゼ欠損型

Cas9 に AID の他に一塩基除去修復を担うグリコシ

ラーゼの阻害剤であるウラシルグリコシラーゼ阻

害剤（UGI）をさらに融合させるとターゲットした C の殆どが T に編集されることも観察された

（Nishida, Arazoe, Yachie et al 2016 Science）。 

 

さらに、Poly(C)を持つ gRNA ターゲットユニットをタンデムに並べ、Target-AID で編集するものが

Barclock システムとして正確に動作する

か、シミュレーションモデルを構築した検

討した。モンテカルロ法によって細胞が

分裂、増殖するシミュレーションモデルを

構築し、シミュレーション内で生まれた娘

細胞集団の系譜が娘細胞の持つ

Barclock配列の変異パターンのみから再

構築可能か検証した（図 3b）。モデル内

の各細胞の世代時間はその母細胞の世

代時間に依存して変化するようにし、各

細胞の DNA バーコードの変異数の期待

値は世代時間に比例するように設計さ

れた（図 3b）。モデルが 1,000 娘細胞産

生した時点でシミュレーションを停止し、

娘細胞の DNA バーコード配列群から最

大節約法によって再構築した細胞系譜

を実際にシミュレーションが生成した細

胞系譜と比較したところ、高い一致が見

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 Barclock 配列の生成パイプライン 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 タンデム gRNA 発現ユニットの階層的クローニング 
(a) と実際にアセンブリされた 12の gRNA発現ユニット (b) 



 

られた（図 3c,d）。以上より、理論上は Barclockが近 1細胞解像度で細胞系譜を追跡可能である

ことが示された。 

 

（２．３）成果３ Barclock配列のデザインとタンデム gRNAのクローニング（達成度 100%） 

Target-AID を含めて現存するゲノム編集技術はいずれも off-target 効果が懸念される。このため、

申請者らはこれまでに、マルコフモデルによるゲノム配列の学習、Levenshtein距離による配列評

価と遺伝的アルゴリズムを組み合わせて、対象となる生物種のゲノム配列とはかけはなれた

gRNA ターゲットユニット群を生成するプログラムを作成した（図 4）。これを用いて、マウスおよび

ヒトのゲノム配列とはかけはなれた 5塩基の Poly(C)を持つ gRNAターゲットユニットを数十種生成 

し、この内互いに配列の大きくことなる 12種類がタンデムに並んだものを Barclock 1.0配列として

合成した。また gRNA 発現ユニットをタンデムに集積するための階層的クローニング法（図 5a）を

開発し、12種のU6プロモーター-gRNAコード領域が集積されたベクターを作成した（図 5b）。この

Barclock配列から得られる C to T変異の理論的多様性は約 1018パターンある。 

 

 

３． 今後の展開 

2016 年、GESTALT 法とほぼ同時期に、細胞内の複数座位から GFP を発現させ、それを編集する

Scartrace法（直接的な細胞系譜追跡ではない）、self-targeting gRNA (stgRNA) によって gRNA自

体を編集し、編集された gRNA がまたそれ自身を編集する工程を繰り返すことを想定した

mSCRIBE 法（3 世代程度で PAM 配列が損傷し停止してしまう）などが登場した。いずれも任意の

DNA配列をDNAバーコードとして扱い、それに対するランダム変異の導入によって細胞系譜を追

跡しようという試みであるが、２．１で指摘したような問題点があり、概念実証実験で満足したよう

なデモンストレーションであるため、哺乳動物の発生やライフコースにおける細胞系譜のトレーシ

ングに資する技術ではない。 

 

研究課題実施者の研究チームでは、引き続き開発してきた要素技術群を総動員し、今後 2 年間

を目処に高解像度の哺乳動物の細胞系譜トレーシングを可能にするBarclockを開発し、Barclock

システムが安定に任意のタイミングで作動するマウスラインを樹立する。 

 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

・ 概ね順調に研究を進めることができたが、2014 年に設定した課題とほぼ同じ成果が米

国のグループから発表され（McKenna et al 2016 Science）、研究の方向性をより大きなも

のに変更する必要性が出るなど、ゲノム編集技術の黎明期において世界動向の見通し

や課題設定に甘いところがあった。 

・ 最初の 1 年半ほどは出芽酵母細胞を用いたプロトタイピングに時間をかけていたが、よ

り早く培養細胞の系を立上げておく必要があった。 

・ 2014年 7月にトロント大学での博士研究員期間を終えて東京大学先端科学技術研究セ



 

ンターに着任した直後の 2014 年 10月よりさきがけ研究者に採用して頂いた。本研究の

加速が契機となって順調に新しい研究環境のセットアップが始まり、現在では素晴らしい

研究チームを構築することができた。 

・ さきがけ研究者、アドバイザー間で素晴らしい議論をすることができて、設定した研究課

題の将来性について確認できたとともに将来に渡って力強いネットワークを構築すること

ができた。（文科省や JSTなどとの意見交換にも 1細胞さきがけ研究者らで働きかけて実

現することができた。） 

  

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバック、1期生成果評価会での総括・領域 AD間の議論を踏まえ、以下の通り、

事後評価を行った）。 

（研究総括） 

本課題では、DNA Barcodeに時間のパラメーターを組み込んで、細胞集団の進化動態や

細胞が個体を作り上げる系譜を追うことのできる「DNA Barclock 法」の確立に取り組みまし

た。これは、非常に魅力的でタイムリーで尖った研究提案であったこともあり、海外から類似

の技術が先に論文発表されることになってしまいました。しかし、それに屈することなく、競

争相手の技術より、高精度で優れたツール・システムの開発を着実に進めており、着実に

成果があがっています。その真摯な研究態度に好感が持てるだけでなく、開発中の技術が、

大規模な DNA バーコードの欠損を伴わない優れた新規 DNA Barclock となることを実証す

ることに成功しており、高く評価できます。これを用いた細胞系譜解析システムが汎用性の

高い基盤技術として機能することが明らかになれば、（哺乳類）個体発生における本質的な

多くの疑問に答えられると期待されます。 

また、領域会議において、異分野の研究者同士が自由な雰囲気の中で積極的に建設的

な議論を行う雰囲気作りをリードしてくれました。非常に高い視点から各課題に内包された

問題点や利点を指摘し、議論を盛り上げる役割を担ってくれました。本研究領域の若手研

究者が自由に切磋琢磨する、さきがけらしい風土醸成に対する多大な貢献に対し、本領域

から“特別賞”を贈ります。また、1 細胞解析に留まらずに多彩な分野で活躍を始めており、

今後の日本を代表する生命科学界のオピニオンリーダーとして大いに活躍してくれると期待

しています。 
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