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研究成果の概要（和文）：エピゲノムの異常が関与する疾患の発症メカニズムの解明や治療の開発には、エピゲ
ノム疾患モデル動物の作製が必須である。そこで本研究では、ゲノム編集技術CRISPRを基盤とした個体レベルで
複数の標的エピゲノムを同時にON/OFF制御可能な統合的エピゲノム制御システムを開発を試みた。本研究成果と
して、遺伝子発現を促進する新規エピゲノム制御システムを開発した。また、既知のエピゲノム編集技術を用い
て統合的エピゲノム制御システムを構築した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to develop an integrated epigenome regulation 
system and animal model for epigenomic disease. We developed a novel CRISPR-based system for 
enhancing gene expression. We further constructed an integrated epigenome regulation system with two
 CRISPR-associated proteins.

研究分野： 分子生物学

キーワード： エピゲノム　CRISPR　モデル動物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、CRISPRを基盤とした統合的エピゲノム制御システムを構築した。エピゲノムを自在に制御できるシ
ステムを構築することは、エピゲノム疾患モデルの作製のみならず、エピゲノムそのものを解析するツールとし
ても有用であり、また、エピゲノム疾患の治療への応用やiPS細胞誘導等の細胞運命変換への応用なども可能な
ため、学術的にも社会的にも重要な成果となり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
ヒトの体を構成する全ての細胞は同一のゲノム（塩基配列）を持つが、エピゲノム（ゲノム上

の修飾：DNA のメチル化やヒストンのメチル化、アセチル化等）は細胞種によって固有の状態を
示す。エピゲノムは遺伝子の発現制御に関与しており、エピゲノムの違いは遺伝子発現の違いを
生み、その違いが細胞の性質（種類や機能）を規定する一因となっている。従って、エピゲノム
を人為的に操作し遺伝子発現を制御できれば、細胞の性質を目的に応じて変えること（細胞運命
変換）ができると考えられる。 
一方、ゲノムの異常が様々な疾患の原因となるのと同様に、エピゲノムの異常が疾患の原因と

なると考えられている。実際に、がんや肥満、糖尿病、精神疾患などでは特定領域のエピゲノム
に異常が見られ、これらの疾患とエピゲノムの変異との関連性が示唆されている。特に、がんの
エピゲノム研究は先行しており、正常細胞（正常組織）との比較から、大腸癌や胃癌など様々な
ヒトがん検体でエピゲノムの異常が報告されている。これら疾患発症メカニズムの解明や治療
には、個体でエピゲノムを統合的に操作し遺伝子発現を自在に制御できるシステムが必須であ
る。しかしこれまでのエピゲノム編集技術の報告は細胞レベルが主であり、エピゲノム疾患モデ
ル動物の作製には至っていない。 
エピゲノム編集には、2つの機能ドメイン（機能的なタンパク質立体構造単位：DNA 結合ドメ

インとエピゲノム修飾ドメイン）を持つタンパク質が必要であり、使用するドメインの種類やそ
の組み合わせによって標的特異性や効果等が異なる。近年の動向として、ゲノム編集技術
（CRISPR/Cas9）を応用したエピゲノム編集技術が国外より報告されており、DNA 切断活性欠損
型 Cas9（dCas9）タンパク質を DNA 結合ドメインとして利用した人工タンパク質により、細胞レ
ベルでエピゲノム編集が可能であることが示されている（Konermann et al, Nature 2013, 
Mendenhall et al, Nat.Biotechnol.2013, Maeder et al, Nat.Biotechnol. 2013, Amabile et 
al, Cell 2016, Liu et al, Cell 2016）。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、CRISPR ゲノム編集技術を基盤とした個体レベルで複数の標的エピゲノムを同時

に ON/OFF 制御可能な統合的エピゲノム制御システムを開発することを第一の目的とした。また、
構築した統合的エピゲノム制御システムをマウスに導入し、容易に利用可能な遺伝子改変マウ
スを作製し、エピゲノム疾患モデルを作出することを第二の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）CRISPR ゲノム編集技術を基盤とした統合的エピゲノム制御システムの構築 

エピゲノム[ON]システムの構築のため、
遺伝子発現の促進（ON）に働くエピゲノム修
飾酵素あるいはその足場タンパク質と DNA
切断活性欠損型 Cpf1（dCpf1）との融合タン
パク質（ドメイン）を発現するベクターを作
製した。エピゲノム[OFF]システムの構築の
ため、遺伝子発現の抑制（OFF）に働くエピ
ゲノム修飾酵素あるいはその足場タンパク
質（ドメイン）と dCas9 との融合タンパク質
を発現するベクターを作製した。統合的エ
ピゲノム制御システムはエピゲノム[ON]お
よび[OFF]を組み合わせて構築した（図 1）。 
 
（２）エピゲノム[ON/OFF]システムの評価 
各発現ベクターの遺伝子発現促進・抑制効果をルシフェラーゼアッセイで評価した。発現ベク

ターをルシフェラーゼレポーターベクターと共に 293FT 細胞に導入し、2日後にルシフェラーゼ
活性を測定した。dCpf1 および dCas9 はガイド RNA 依存的に DNA に結合するため、dCpf1 または
dCas9 特異的ガイド RNA（C1-gRNA/C9-gRNA）を共導入した。また、レポーターベクターとして、
Nanog 遺伝子の発現制御領域（プロモーター）依存的にルシフェラーゼを発現する Nanog-luc ベ
クターまたはミニマムプロモーター依存的にルシフェラーゼを発現する minP-luc ベクターを用
いた。 
 
４．研究成果 
 
（１）新規エピゲノム[ON]システムの開発 
dCpf1 の C末端にエピゲノム修飾酵素の酵素活性ドメインやその足場ドメイン（転写制御因子

の転写活性化ドメイン等）を融合した発現ベクターを作製し、dCpf1 融合タンパク質の遺伝子発
現促進効果を検討した(図 2)。既報の dCpf1-VP64（VP16TAD DALDDFDLDML×4 回繰り返し配列）
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図1. 統合的エピゲノム制御システムの構築



をポジティブコントロールとしルシフェラーゼアッセイを行った結果、minP-luc レポーターベ
クターを使用した場合で約 2.5 倍の促進効果がみられた。同様に検討した計 34種類の dCpf1 融
合タンパク質のうち、タンパク質 X、タンパク質 Y(dCpf1-Y)、タンパク質 Z（dCpf1-Z）、VP16 と
の dCpf1 融合タンパク質において dCpf-VP64 と同等以上の効果がみられた。Nanog-luc レポータ
ーベクターを用いた結果では、dCpf1-Z に dCpf1-VP64 と同等の促進効果がみられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、上記いずれのレポーターでも最も活性が高かった dCpf1-

Z に、タンパク質 Y、V5（VP16TAD 5 アミノ酸×4 回繰り返し配
列）、V7（VP16TAD 7 アミノ酸×4回繰り返し配列）をそれぞれ組
み合わせた dCpf1 融合タンパク質発現ベクターを作製し、遺伝子
発現促進効果を検討した(図 3)。タンパク質 Z とタンパク質 Y、
V5、V7 とのいずれの組み合わせにおいても、タンパク質 Z単独に
比べ促進効果が亢進された。特に、タンパク質 Z に続きタンパク
質 Y を連結した dCpf1-Z-Y 融合タンパク質においては、両タンパ
ク質の相乗効果により約 4.7 倍の促進効果を示し、単独の効果に
比べ 2 倍以上の促進効果がみられた。更に dCpf1-Z-Y 融合タンパ
ク質に V7 タンパク質（v）を連結した融合タンパク質を 7 通り作
製し、遺伝子発現効果を確認したところ、3 つの dCpf1 融合タン
パク質（vZY、ZvY、ZvYv）で促進効果が亢進された（図 4）。また、
dCpf1-vZY 融合タンパク質の N末端または C末端に各種タンパク質（ドメイン）を融合し、同様
に検討を行ったところ、3つの転写活性化ドメイン（SP1、-catenin、E2F1）との組み合わせで
促進効果の亢進がみられた（図 5）。N末端と C末端の連結部位の違いによる効果について比較す
ると、協調的な促進効果を示した上記 3 つのいずれの転写活性化ドメインにおいても N 末端側
に連結した場合に、より促進効果の亢進がみられた（図 5）。既知の転写活性化ドメイン VPR（VP64-
p65AD-Rta）を N 末端に連結した融合タンパク質 VPR-dCpf1-vZY においては、dCpf1-vZY に比べ
約 5倍、dCpf1-VPR に比べ約 1.5 倍（データ未掲載）の促進効果を示した。 
以上、本研究においてタンパク質 Z および Y を用いた新規エピゲノム[ON]システムを構築し

た。また、他の転写活性化ドメインを組み合わせることで更なる遺伝子発現促進効果を示す
dCpf1 融合タンパク質を作製することに成功した。 
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図 2．新規エピゲノム[ON]システムの開発：dCpf1 に対する相対的ルシフェラーゼ活性を示す。（）内の数字は各タン

パク質（ドメイン）のアミノ酸数を示す。Mut は各タンパク質のアミノ酸置換変異体を示す。 
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図 3．2 種タンパク質の協調効果 
（Nanog-luc レポーター） 
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図 4．3 種タンパク質の協調効果 
（Nanog-luc レポーター） 
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図 5．4 種・6 種タンパク質の協調効果（Nanog-luc レポーター） 



 一般的に転写活性化ドメインの繰り返し（多重化）によ
り遺伝子発現促進効果を亢進することが知られているた
め、タンパク質 Yおよび Zにおいても同様の効果があるか
検討した。既報の結果と同様に、VP16 の多重化により促進
効果が亢進した（図 6）。タンパク質 Y を 2～5 の多重化を
検討したところ、多重度に依存的に促進効果が増強された
（図 6）。一方、興味深いことに、タンパク質 Zの多重化に
よる効果はほとんどみられなかった（図 6）。タンパク質 Y
は 50 アミノ酸と小さく、かつ多重化により大きく促進効
果が増強できることから、サイズが小さくかつ活性の高い
dCpf1 融合タンパク質を作製できる可能性がある。現在、
タンパク質 Zおよび多重化 Yの組み合せの効果を検討し、
促進効果が高くかつサイズの小さい改良版エピゲノム[ON]
システムの構築を行っている。また、タンパク質 Zの多重化においては何故効果がないのか不明
であり、そのメカニズム等の解明は今後の課題である。 
 
（２）新規エピゲノム[OFF]システムの開発 
dCas9 の C 末端にエピゲノム修飾酵素の酵素活性ドメインやその足場ドメインを融合した発

現ベクターを作製し、dCas9 融合タンパク質の遺伝子発現抑制効果を検討した。結果として、既
報の dCas9-KRAB に比べ優位な抑制効果を示す dCas9 融合タンパク質は得られなかった。そのた
め現在は、dCas9-KRAB の改良からより効果的なエピゲノム[OFF]システムの構築を目指し、
dCas9-KRABにエピゲノム修飾酵素の酵素活性ドメインやその
足場ドメインを組み合わせて検討している。 
 
（３）統合的エピゲノム制御システムの構築 
新規エピゲノム[ON/OFF]システムについてはまだ開発途中

であるため、既報の dCpf1 融合タンパク質 dCpf1-VPR、dCas9
融合タンパク質 dCas9-KRAB および 2A ペプチドの連結により
両タンパク質を発現するベクターを作製し、統合的エピゲノ
ム制御システム dCpf1-VPR-2A-dCas9-KRAB の構築を行った。
各ガイド RNA 依存的に遺伝子発現を促進または抑制できるか
ルシフェラーゼアッセイを用いて検証した結果、dCas9 特異
的ガイド RNA 存在下では遺伝子発現が抑制され、dCpf1 特異
的ガイド RNA 存在下では遺伝子発現が促進された。 
dCpf1-VPR-2A-dCas9-KRAB を発現する遺伝子改変マウスを

作製するために、dCpf1-VPR-2A-dCas9-KRAB をマウス Rosa26
遺伝子座ターゲティングベクターにクローニングし、ガイド
RNA 依存的に遺伝子発現を促進または抑制できることを確認
した（データ未掲載）。構築したシステムのベクター長は約
25kb と大きいため、遺伝子改変マウスの作製は容易ではなく
本研究期間内に遺伝子改変マウスの作製は達成できなかっ
た。現在、引き続き導入方法等について見直し、遺伝子改変
マウスの作製を検討している。 
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