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研究成果の概要（和文）：ゲノム編集技術の登場によりゲノム上の遺伝子のノックアウトは比較的容易に達成で
きるようになったが、ノックインは未だ困難である。本研究では、薬剤選抜を利用した標的組換えベクターの簡
便構築方法を考案、TALEN発現ベクターおよびCRISPR発現ベクターと共導入することで、様々な疾患患者由来の
iPS細胞で原因遺伝子の修復や、正常なiPS細胞に変異導入に成功した。特にCRISPRについては、複数個所をオフ
ターゲット切断のリスク低く切断可能なall-in-oneベクターの簡便構築法を考案し、これと2種の薬剤選抜可能
な標的組換えベクターを共導入することで、確実にホモノックイン株を樹立可能な系を完成させた。

研究成果の概要（英文）：Genome editing technology has made it familiar for us to knock-out a gene, 
but it is still difficult to knock-in a certain DNA sequence precisely into a genomic locus. In this
 study, a simple and effective method was developed to construct a gene knock-in vector with a 
drug-resistant gene cassette. Using the vector in combination with TALEN of CRISPR expression 
vectors, responsible genes of iPSC lines derived from various disease patients were successfully 
corrected or those of control iPSC lines were modified to have mutation. Especially for CRISPR 
expression vector, an all-in-one construct was developed to express two sets of sgRNAs for two 
dual-nickase Cas9 pairs to cut two genomic loci at the same time for lower the risk of off-target 
effect. Combination of this vector with two knock-in vectors with two different drug-resistant gene 
cassette, a reliable homo knock-in system was also developed and confirmed for its feasibility.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
ゲノム上の任意の塩基配列を特異的に切断
可能な人工制限酵素があれば、任意の遺伝子
を破壊(ノックアウト)したり、標的特異的な
相同組換え効率を飛躍的に向上させて遺伝
子挿入(ノックイン)したりすることが可能
となる。1996 年に発表された Zinc Finger 
nuclease（ZFN）はその先駆けであったが、
構築が難しく高価であったため、あまり広ま
ら な か っ た 。 2010 年 に 登 場 し た
Transcription Activator-Like Effecter 
Nuclease (TALEN)は、より簡明で汎用性の高
い技術として登場し、ゲノム編集という概念
を一般化させた。さらに 2012 年に報告され
た Clustered Regulatory Interspaced Short 
Palindromic Repeat (CRISPR)は、DNA 切断酵
素(Cas9)を標的に相補的な配列を持つRNA分
子(ガイド RNA)で標的に結合させて切断する
という原理から、構築が容易であることと切
断効率の高さにより瞬く間に広がり、正にゲ
ノム編集革命が起こったといえる。 
研究代表者は、その革命を受けて 2013 年よ
り疾患患者由来ヒトiPS細胞のゲノム編集に
着手したが、単純な遺伝子ノックアウトとは
異なり、疾患の原因となる遺伝子変異を修復
するためには、標的遺伝子部位を切断する人
工制限酵素遺伝子と相同組換えの鋳型とな
る供与核酸を共導入し、ノックインを起こさ
せる必要があった。ヒト iPS 細胞は通常のト
ランスフェクション法では遺伝子導入効率
が低く、ノックイン株を得ることはそう簡単
ではない。また、これらの人工制限酵素によ
るゲノム編集技術には、潜在的な問題として
標的部位以外の配列(オフターゲット)を切
断することによる予想外の変異を導入して
しまう可能性が問題視されていた。特に
CRISPR はその頻度が高いことが指摘されて
おり、改善すべき課題として残っていた。研
究代表者は、これらの経験を通して当時のヒ
ト iPS 細胞のゲノム編集技術には、まだ多く
の検討事項があることに気づき、それらの改
良を通して安全性が高く効率のよいヒト iPS
細胞のゲノム編集方法の確立を目指した。 
 
２．研究の目的 
 
 研究代表者は、具体的に様々な疾患に関わ
る遺伝子のゲノム編集を実行し、その遂行に
必要な様々な技術の改良を行いつつ、研究期
間内に次のようなアプローチを実行して、多
角的に目標達成を目指した。 
(1) 複数の人工制限酵素遺伝子や供与核酸
を高効率でヒトiPS細胞に共導入可能なウイ
ルスベクターを検討する。 
(2) CRISPRによる標的二重鎖切断法の弱点で
あるオフターゲット切断の問題を軽減する
ために、1 本鎖切断変異体や切断能のない変
異体を利用した新技術を検討する。 
(3) 相同組換え効率の低い細胞でのノック

イン効率を上げるため MMEJ 修復を利用する
新技術を検討する。 
(4) ランダム挿入株を除くため、ヒト細胞で
は適用しにくいDTA遺伝子に変わる新たな陰
性選抜マーカーとして細胞増殖阻害shRNAや
Caspase9 誘導発現系を検討する。 
(5) これらを統合してヒト多能性幹細胞に
おける安全で高効率な標的遺伝子組換え技
術を確立し、できるだけ多くの疾患関連遺伝
子のゲノム編集株を樹立する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 複数の人工制限酵素遺伝子や供与核酸
を高効率でヒトiPS細胞に共導入可能なウイ
ルスベクターを検討する。 
人工制限酵素遺伝子のうち塩基配列認識
に重要な繰り返し構造をもつ TALEN は、RNA
ウイルスでは不安定で活性を失うと報告が
あるためアデノウイルス(AdV)ベクターでの
導入を試みる。一方 CRISPR 系のものは、既
にレンチウイルスベクターでの導入の報告
が多数あるが、ゲノムに挿入されると切断活
性を持ち続けるため、挿入欠失型レンチウイ
ルス(IDLV)ベクターおよびAdVベクターによ
る導入を試みた。 
 一方、供与核酸としては、ヒトiPS細胞で、
取得効率の低いノックイン株を濃縮するた
めに、相同腕の間に薬剤選抜遺伝子を挿入し
た古典的なノックインベクターを採用した。
ただし、薬剤選抜カセット除去のためには、
piggybacトランスポゾンのITR配列を用いて
TTAA という 4塩基が元々ある、もしくは同義
置換でその配列を作れる部位であれば、痕跡
なく除去が可能な footprint-free カセット
除去系を採用した。標的部位がイントロンや
UTR など、痕跡が残っても問題ない部位の場
合は古典的な loxP 配列も採用した。また、
これらのカセット除去に必要なトランスポ
ゾン転移酵素やCre組換え酵素遺伝子につい
ても、ウイルスベクター化による効率化を図
った。 
(2) CRISPRによる標的二重鎖切断法の弱点で
あるオフターゲット切断の問題を軽減する
ために、1 本鎖切断変異体や切断能のない変
異体を利用した新技術を検討する。 
CRISPR のオフターゲット切断問題を改善
する手段として切断活性部位に変異を入れ
た Cas9 誘導体を用いて、標的配列を完全に
は切断しない double nickase 型 Cas9 法と
dCas9-FokI 法の二つが提唱されており、これ
らの方法がTALENと比較しても十分にオフタ
ーゲット切断が少ないかをしっかりと検証
することが求められている。両方法とも標的
配列との相同性検索から予測されるオフタ
ーゲット部位についての解析は多いものの
予測されない部位を含めた全ゲノムに渡る
検証は十分とは言い難い。事前検討を行った
ところ、double nickase 型 Cas9 法と比較し
て明らかに dCas9-FokI 法ではゲノム編集効



率が下がることが判明したため、本研究では
TALEN と double nickase 型 Cas9 法に絞り、
それによって得られたゲノム編集細胞株の
オフターゲット変異を全ゲノム解析により
調べることとした。  
(3) 相同組換え効率の低い細胞でのノック
イン効率を上げるため微小相同性末端結合
修復を利用する新技術を検討する。 
double nickase 型 Cas9 法では置換元のゲ
ノム部位の両側と置換先の供与核酸の両側
の計4ヶ所に標的配列を設けておくことによ
り両者に互いに相補的な突出末端を生じさ
せ、突出末端同士の相同性を介して MMEJ 修
復を起こさせることができると考えた。 
(4) ランダム挿入株を除くため、ヒト細胞で
は適用しにくいDTA遺伝子に変わる新たな陰
性選抜マーカーとして細胞増殖阻害shRNAや
Caspase9 誘導発現系を検討する。 
 マウスで相同組換えを行う際には、ジフテ
リア毒素 A 断片(DTA)遺伝子を供与核酸の相
同椀の外側に配置することでランダム挿入
による偽陽性を防ぐが、ヒトでは DTA はパラ
クライン的に効き陽性コロニーが殆ど得ら
れなくなってしまうことから、DTA に代わる
陰性選抜マーカーを検討することを目的に
挙げていた。しかし、その候補として挙げて
いたiCaspase9の有効性がそれほど確実では
ないことや、現実問題として人工制限酵素を
用いたノックインにおいては、陰性選抜マー
カーなしでもそれほどランダム挿入が起こ
っていないらしいことが分かってきたため、
この研究項目については割愛した。 
 
４． 研究成果 
 
(1) H27 年度前半は、TALEN や CRISPR などの
人工制限酵素と同時に細胞に導入する薬剤
選抜型ノックインベクターについて、
Multisite Gateway 技術を応用した汎用性の
ある簡便な構築技術を完成させた(図 1AB)。
34 bpの loxP配列によってカセットを除去す
る場合には primer に loxP 配列を直接付加し
て挿入した左右の相同腕断片と、薬剤耐性遺
伝子発現カセット断片を組み合わせて骨格
ベクターに一度に連結して挿入する(図 1A)。
一方、piggybac トランスポゾンの ITR 配列を
利用した footprint-free カセット除去を行
う場合、予め piggybac ITR を挿入した左右
の相同腕クローニング用ベクターに相同腕
断片を In-fusion クローニングし、図 1A と
共通の薬剤耐性遺伝子発現カセット断片と
組み合わせて骨格ベクターに一度に連結し
て挿入する(図 1B)。薬剤耐性遺伝子発現カセ
ットには、ノックイン時の陽性選択遺伝子と
して puromycin 耐性（PurR）遺伝子または、
neomycin 耐性（NeoR）遺伝子、hygromycin 耐
性(HygR)遺伝子、Blasticidin 耐性(BsdR)遺伝
子のいずれかが載っており、またカセット除
去時の陰性選択遺伝子としてチミジンキナ
ーゼ(TK)遺伝子も載っているため、異なる薬

剤耐性のノックインベクターを作ることで
複数アレルへの同時 KI などにも対応が可能
である。また、骨格ベクターを選ぶことで AAV
ベクターやAdVベクターにも搭載することが
可能なため次のウイルスベクターによる遺
伝子導入に実験にも同じ相同腕断片をその
まま利用可能である。 
A. loxP 配列型 

B. piggybac ITR 配列型 

図１. Multisite Gateway 技術を応用した汎
用性のある簡便なノックインベクター構築
法 
 
(2) H27 年度後半には、TALEN と上記ノック
インベクターを組み合わせたヒトiPS細胞の
ゲノム編集条件の検討を行った。標的組換え
ベクターと標的遺伝子を切断するTALEN発現
プラスミドベクターをリポフェクション、ま
たは電気穿孔法によって導入し、薬剤で選抜
することで、Dravet 症候群、家族性 ALS、
Pendred 症候群、家族性 Parkinson 病の患者
由来のiPS細胞等でその疾患の原因となって
いる遺伝子(SCN1A、FUS、SLC26A4、LRRK2)を
修復したり、正常な iPS 細胞に患者由来の変
異を導入したりすることに成功し、その成果
を複数の国内および国際学会で発表した。特
に FUS、SLC24A6、SCN1A については、それぞ
れ Stem Cell Reports 誌(雑誌論文⑤)、Cell 
Reports 誌(雑誌論文④)、Stem Cell Research
誌(雑誌論文②)で論文発表した。リポフェク
ション法より電気穿孔法のほうが細胞の生
存率が低いが最終的に得られるノックイン
株は多かった。一方で TALEN を AdV ベクター
に搭載して感染させ、薬剤選抜型ノックイン
ベクターをリポフェクションで導入したが、
ノックイン株が得られなかった。 
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(3) 平成 28 年度は、CRISPR 発現ベクターの
改良にとりくみ、複数の sgRNA 発現カセット
ともに野生型または nickase 型 Cas9 遺伝子
発現カセットを、IDLV ベクター骨格等の任意
のベクター骨格に簡便に乗せ換えて
all-in-one 型 CRISPR 発現ベクターを構築可
能な系を開発した（図 2AB）。 
A. all-in-one 型 

B. 2 分節 tet 誘導発現型 

図2 本研究で構築したCRISPR発現IDLVベク
ター 
これらのウイルスベクターを使用して実際
にゲノム編集に使用可能かどうか試みたが、
IDLV ベクターについては LV の容量の限界と
IDLV にすることによる力価の低下からか
all-in-one 型では力価測定可能なウイルス
が得られず、サイズを減らすために 2分節化
し、tet ドライバーと sgRNA、tet 誘導プロモ
ーター付加 Cas9 に分けた 2 分節 tet 誘導発
現型 IDLV についても、hiPS 細胞(201B7)にお
ける感染力価は非常に低く(図 2B)、IDLV 化
したノックインベクターと同時感染して、薬
剤選抜をかけても目的のノックイン株を得
ることはできず、IDLV 化による効率向上は断
念した。 
一方、AdV ベクターについては、慈恵医大の
鐘ヶ江の協力を得て、力価は十分に高いもの
が得られたものの(図 3)、何故かヒト iPS 細
胞でもコントロールの 293T 細胞でも T7E1 ア
ッセイによる標的切断は確認できず、AdV 化
したノックインベクターと同時感染して、薬
剤選抜をかけてもやはりノックイン株を得

ることはできなかったため、TALEN に続き
CRISPR発現ベクターのAdV化による効率向上
も断念した。ただし、薬剤カセット除去に使
用する Cre 組換え酵素および、piggybac トラ
ンスポゾン転移酵素の発現ベクターについ
てはAdVベクター化したものが有効に働くこ
とが判明した。 

図 3 作製したゲノム編集関連 AdV ベクター
と物理力価 
しかし、これらのウイルスベクター系構築
の副産物として、通常のプラスミドベクター
上に最大で 4 つまでの sgRNA と nickase 型
Cas9 を同時に発現させる all-in-one ベクタ
ーの構築に成功し、これと薬剤選抜可能なノ
ックインベクターを併用することでノック
イン株取得効率はかなり向上し、TALEN の場
合には電気穿孔法での導入でないと十分な
数のノックイン株は得られなかったのに対
して、CRISPR 系では、リポフェクション法で
の遺伝子導入で十分であることが判明した。
その結果、H28 年には、家族性パーキンソン
病、細胞増殖と腫瘍化、アンジェルマン症候
群の原因遺伝子(それぞれ PARK2、TPT1、
UBE3A)のノックアウト株の樹立に成功し、多
系統萎縮症のリスク因子や、神経フェリチン
症、家族性ALSの原因遺伝子（それぞれ、COQ2、
FTL、SOD1）の変異修復・導入株の樹立にも
成功するという成果をえることができた。ま
た、当初の計画では供与核酸側も切断し、
MMEJ を介してノックインすることも想定し
ていたが、double nickase 型 Cas9 法で供与
核酸側にも切断されるようにしてしまうと、
意図した通りの相同組換えだけでなく挿入
や欠失も起こってしまうことが判明した。そ
のため、供与核酸側に sgRNA の標的とならな
いような同義置換を持たせて切断を防ぎ、
MMEJ 修復によるノックイン効率の向上を狙
わないほうが結果として目的の配列をもつ
ノックイン株の取得効率は高まった。 
このうち特に PARK2-KO 株については、ホモ
KO 株を得て(図 4)、その表現型を家族性パー
キンソン病患者由来の hiPS 細胞株と比較し
てパーキンソン病の病態発症の原因に関わ
る遺伝子発現変化を見出すことに成功して、
Molecular Brain 誌（雑誌論文①）に成果を
発表した。 
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図 4 PARK2 遺伝子ホモ破壊株の gPCR 解析 
 
(4)H29 年は、新たに統合失調症のリスク遺伝
子(DISC1)にリスク要因となる 2 種の点変異
を導入した株を樹立した。この DISC1 の変異
導入はゲノム上で約 50 kb 離れた２つのエク
ソンにまたがるコドンを一度に変換するも
ので、通常のゲノム編集で実施される ssODN
による点変異導入では実施が困難だが、2 つ
のエクソンを予め融合した供与核酸を載せ
たノックインベクターによって成功した。ま
た、オフターゲット変異の解析として以下の
2 つの株について次世代シークエンス解析を
行った。平成 27 年度に TALE 発現ベクターと
薬剤選抜ノックインベクターの共導入によ
り樹立したSCN1A遺伝子のゲノム編集株につ
いては全ゲノム解析、同じく LRRK2 遺伝子ゲ
ノム編集株についてはエクソーム解析によ
り直接表現型に関わる部位のみについて解
析した。それらの結果、表現型解析に影響を
与えるエクソン部位ではオフターゲット変
異はみつからず、これらの TALEN によるゲノ
ム編集によるオフターゲット変異の低さが
実証された。今後は、CRISPR によってゲノム
編集をおこなった、COQ2 変異修復株、PARK2
ホモ KO 株についてオフターゲット変異の有
無を確認することで CRISPR によるゲノム編
集のオフターゲット変異のリスクを評価す
る必要がある。 
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