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研究成果の概要（和文）：本研究では、単一細胞内で多発的に生じるゲノム・エピゲノム異常による疾患のモデ
ル化を可能にするゲノム・エピゲノム編集技術の開発を実施した。ゲノム編集については、基盤整備としてMMEJ
依存的遺伝子ノックイン（PITCh）の効率化とPITChの自動設計ツールを開発するとともに、効率化した技術を用
いてPITChによる複数遺伝子座への同時ノックインを実現した。また、エピゲノム編集については、従来のシス
テムによる編集効果を上回るエフェクター超集積型システム（TREE）を構築した。これらの成果により、ゲノム
編集・エピゲノム編集の両面から、多因子性の複雑な疾患の発症をモデリング可能な技術が確立された。

研究成果の概要（英文）：In this research, we developed the genome/epigenome editing technologies 
enabling disease modeling caused by genomic and/or epigenomic abnormality that multiplexly occurs in
 a single cell. Regarding genome editing, we achieved the improvement of MMEJ-dependent gene 
knock-in (PITCh) and the development of automated design tool of PITCh knock-in. In addition, we 
realized simultaneous gene knock-in into multiple gene loci using the improved PITCh system. 
Regarding epigenome editing, we constructed the TREE system for hyper accumulation of effector 
molecules, showing superior editing effect compared to the conventional systems. Collectively, the 
technology capable of modeling complex multifactorial pathogenesis was established in terms of both 
genome and epigenome editing.

研究分野： ゲノム生物工学

キーワード： がん　ゲノム編集　エピゲノム編集　マイクロホモロジー媒介性末端結合　MMEJ　ゲノム生物工学　CRI
SPR-Cas9　TALEN
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１．研究開始当初の背景 
 単一細胞内で多発的に生じるゲノム・エピ
ゲノム異常による疾患のモデル化を可能に
するには、複数遺伝子座のゲノム編集（特に
遺伝子ノックイン）およびエピゲノム編集
（または転写調節）を同一細胞内で実行可能
な技術が必要不可欠であり、そのための技術
開発が急務となっていた。 
 
２．研究の目的 
 ゲノム編集においては、複数遺伝子座への
遺伝子ノックインを可能にするために、まず
遺伝子ノックインそのものの効率を高める
必要があった。また、システマティックな遺
伝子ノックインのためには、設計過程を自動
化する必要があった。これらの基礎基盤を確
立した上で、複数遺伝子座への効率的な遺伝
子ノックインの技術を確立することを目的
とした。エピゲノム編集／転写調節技術につ
いても、従来のシステムでは全ての遺伝子座
で必ずしも十分な効果が得られないことが
明らかとなっており、システム自体の改良を
施す必要があった。更に、複数遺伝子座を効
率的に標的化するためには、導入するベクタ
ーをオールインワン化する必要があった。こ
れらの開発を通じて、多因子性疾患の発症を
モデル化可能な技術を確立することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ゲノム編集：PITCh 法の効率化・自動
設計化と複数同時ノックイン法の確立 
 本研究開始前までに我々は、マイクロホモ
ロジー媒介末端結合（MMEJ）に依存した簡
便・正確・高効率な遺伝子ノックイン法であ
るPITCh法を開発していた。本研究ではまず、
PITCh 法の更なる効率化と設計のオートメー
ション化を進めた。具体的には、MMEJ に関与
する因子を過剰発現することで、DNA 二本鎖
切断の修復経路を MMEJ に偏らせる方策で効
率化を図った。設計のオートメーション化に
ついては、当該機能を有するウェブツールの
開発を試みた。その後、より高いノックイン
効率を実現するシステムの開発も実施し、そ
れを用いて3遺伝子座への同時ノックインを
試みた。 
 
（２）エピゲノム編集／転写調節：エフェク
ター超集積型システムの確立と効果判定 
 エピゲノム編集／転写調節のためのシス
テムとして、本研究開始前までに、ヌクレア
ーゼ活性を不活化させたdCas9に直接エフェ
クターを融合したシステムが開発され、更に
タグを介してエフェクターを集積させるこ
とで編集・調節効果を上昇させた報告もなさ
れていた。本研究では、この効果を更に強い
ものとするため、複数種類のタグを階層化し
たエフェクター超集積型システムを考案し、
この開発と機能性検証を進めた。 
 

４．研究成果 
（１）ゲノム編集：PITCh 法の効率化・自動
設計化と複数同時ノックイン法の確立 
 MMEJ 因子のスクリーニングの結果、エキソ
ヌクレアーゼの一種である Exo1 を過剰発現
した際に、PITCh 法によるノックインの効率
が上昇することを見出した（雑誌論文 2）。ま
た、PITCh 法の自動設計ウェブツールとして、
「 PITCh designer 」 （ 下 図 ；
http://www.mls.sci.hiroshima-u.ac.jp/sm
g/PITChdesigner/index.html）を開発した
（雑誌論文 12）。 

図 ウェブツール「PITCh designer」 
 
 その後、MMEJ 因子を単純に過剰発現するの
ではなく、DNA 二本鎖切断が起こる場所に集
積させることで、PITCh エンハンサーとして
の機能が格段に高まることを見出した（LoAD
法）。更に、LoAD 法を適用した PITCh ノック
イン技術によって、ヒト細胞内で、3 箇所の
独立した遺伝子座にそれぞれ異なる遺伝子
カセットを同時にノックインできることを
確認した（論文投稿中）。 
 
（２）エピゲノム編集／転写調節：エフェク
ター超集積型システムの確立と効果判定 
 エフェクター超集積型システムとして、
sgRNA に MS2 ループを付加しつつ、MS2 コー
トタンパク質にGCN4タグを融合し、更にGCN4
タグに結合する scFv に目的の転写調節因子
を融合させるという多段階の集積システム
を 構 築 し た （ TREE シ ス テ ム ； 特 願
2018-041322）。TREE システムを用いることに
より、従来システムでは顕著な発現の活性化
がみられなかった遺伝子の発現をも強く誘
導できることが明らかとなった。更に、TREE
システムの優位性が細胞種や遺伝子座に依
存しないことを証明し、普遍的に高い効果を
示すエフェクター集積システムとして利用
可能であることを示した（論文投稿中）。ま
た、TREE を適用する上で、複数の sgRNA+MS2
と dCas9-effector 分子を同時に発現するオ
ールインワンベクターを使用し、この有用性
も確認した。 
 
 以上の成果により、ゲノム編集・エピゲノ
ム編集の両面から、多因子性の複雑な疾患の
発症をモデリング可能な技術が確立された。 
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