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研究成果の概要（和文）：本研究ではがん免疫細胞療法におけるT細胞の遺伝子改変技術において有用となる社
会実装可能な非ウイルス性ゲノム編集ツールの開発を行った。その結果、T細胞に対して高効率で遺伝子導入が
できるmRNA脂質ナノ粒子の開発に成功し、PD-1, TCR遺伝子に対するCRISPR/Cas9ゲノム編集ツールを封入するこ
とでヒトT細胞対して簡便にゲノム編集ができるゲノム編集脂質ナノ粒子を開発した。またSARS-CoV-2に対する
RNA編集ツールを搭載した脂質ナノ粒子を開発し、ヒト肺オルガノイドCOVID-19モデルで高い抗ウイルス効果を
示すことを確認した。

研究成果の概要（英文）：In this study, I developed non-viral genome editing tools that can be useful
 in the genome editing technology of T cells for successful cancer immunotherapy. As a result, we 
succeeded in developing mRNA lipid nanoparticles(LNPs) that enable highly efficient gene delivery 
into T cells, and developed genome-editing LNPs carrying CRISPR/Cas9 genome editing tools against 
PD-1 and TCR genes. Our genome-editing LNPs allows us to easily perform genome editing in human T 
cells. We have also developed LNPs carrying RNA editing tools against SARS-CoV-2 and confirmed that 
it showed high antiviral effects in the human lung organoid model of COVID-19.

研究分野：ゲノム編集技術
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  ２版

  45渡航期間： ヶ月

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、がん免疫細胞療法などを中心にゲノム編集技術の臨床応用が進められている。しかし、多くの問題を有し
ており、社会実装が困難な状況である。本研究ではT細胞を標的としたmRNA 脂質ナノ粒子を開発し、ゲノム編集
技術を搭載することで簡便かつ迅速にゲノム編集T細胞を得る技術を開発した。また本技術を新型コロナウイル
ス感染症にも応用することで、高効率でSARS-CoV-2ウイルスを肺上皮細胞から除去できるRNA編集搭載脂質ナノ
粒子を開発した。これらの研究成果は今後ゲノム編集技術を用いた治療法の社会実装を進めるうえで重要な基盤
技術となると期待している。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術は 2012 年に開発されて以来、急速に発展し様々な疾患の治療に
応用されようとしている。2017 年現在、特にゲノム編集技術を利用した次世代の免疫細胞療法
の技術開発が世界的に進められているが、T細胞などの血球系細胞では、Plasmid Transfection
などの一般的な手法によるゲノム編集が不可能であった。研究代表者らの研究成果により、ゲ
ノム編集ツールタンパク質の電気穿孔法による細胞内導入により高効率遺伝子破壊が可能とな
ったが、遺伝子 Knock-in は非常に困難である。研究代表者はこれまで基礎研究課題のもと技術
開発を進めた結果、初年度において、末梢血由来 CD8 T 細胞に対して One-step で非ウイルス的
に遺伝子導入することに成功した。しかし、本技術を用いた遺伝子 Knock-in は効率が低く、研
究目的を達成するためにはさらなる技術的突破口が必要な状況であった。一方、2012 年以降、
新たなゲノム編集ツールの探索と開発競争が繰り広げられてきたが、その過程で DNA の修飾状
態などを改変する CRISPR エピゲノム編集、高効率 Knock-in 技術などが登場した。我が国も精
力的に本技術の基礎研究を進めているが、米国が本技術の臨床応用に向けて世界的に大きく先
行している状況である。特に米国サンディエゴに所在する Salk 研究所はゲノム編集技術の世界
的権威である Juan Carlos Izpisua Belmonte 教授、Patrick Hsu 博士を有する本研究分野でも
世界をリードする研究拠点であり、2017 年現在までに HITI 法による in vivo での遺伝子
knock-in 技術（Suzuki K et al., Nature 2016）, CRISPR-TGA 技術による DNA の切断を伴わず
に標的遺伝子活性化するトランスエピジェネティック編集技術(Liao HK et al., Cell 2017), 
標的ゲノム領域 CpG island 特異的にメチル化を導入する技術(Takahashi Y et al., Science 
2017), ミトコンドリアゲノム編集技術(Reddy P et al.,Cell 2015)などの技術を発表している。
これらの研究成果は今後、様々な疾患の治療に応用されることで画期的な治療法を生み出す可
能性のある有益な技術であると考えられる。一方、2017 年、米国 FDA がウイルスベクターを用
いた CAR-T 療法製剤 Kymriah、RPE65 遺伝子欠損網膜変性症の遺伝子治療薬 Luxturna を承認し
たことから、今後より一層、社会実装可能な非ウイルス性の遺伝子導入技術に注力した研究開
発を行うことが重要であると考えられる。臨床応用が注目されている非ウイルス性の遺伝子導
入技術としては電気穿孔法、脂質ナノ粒子、リポソームなどの技術が注目されており、特に米
国 Alnylam Pharmaceuticals 社がトランスサイレチン型家族性アミロイドポリニューロパチの
治療薬として臨床応用を進めている TTR 遺伝子に対する siRNA 搭載脂質ナノ粒子(lipid 
nanoparticle, LNP)の動向は今後の非ウイルス性遺伝子導入の方向性を考える上で重要である。 
２．研究の目的 
本研究課題では再生研究、ゲノム編集技術の世界的権威である米国サンディエゴ Salk 研究所
Juan Carlos Izpisua Belmonte 教授と国際共同研究を行い、同教授が開発している様々な革新
的なゲノム編集技術を免疫細胞療法に応用することを検討することで、非ウイルス的に簡便に
遺伝子 Knock-in 導入できる技術など社会実装可能な次世代のゲノム編集技術のツールを開発
することを目指した。また Salk 研究所の所在する米国サンディエゴのバイオ産業クラスターの
地の利を活かして積極的に情報収集を行い、世界の医薬開発の動向に即した社会実装可能な技
術形態で開発した技術の応用研究を進める。これらの研究活動を通じて、国際的な研究ネット
ワークを形成すると同時に最終的には社会実装可能な非ウイルス性の遺伝子導入法を活用した
ゲノム編集技術の開発をすることを目的とした。 
３．研究の方法 
Juan Carlos Izpisua Belmonte 教授は、ゲノム編集技術、幹細胞生物学、発生学の世界的な
権威であり、2013 年にゲノム編集技術が報告されて以降、世界に先駆けて iPS 細胞、ES細胞、
T 細胞、神経細胞などの様々な細胞に対するゲノム編集を実現し、これらの技術の研究成果を
一流誌に報告している。特に CRISPR/Cas9 を利用した HITI 法による in vivo での遺伝子
Knock-in 技術は従来法より 10 倍ほど高い遺伝子 Knock-in 効率があると報告されており、本技
術を T細胞に応用することで申請者の基礎研究課題で直面していた問題を克服し、ゲノム編集
による高効率な抗原特異的 T細胞の作成技術につながると期待される。さらには Salk 研究所に
在籍する Patrick Hsu 博士が開発中であるとされる CRISPR/Cas13 RNA 編集技術は DNA の切断を
伴わず標的 mRNA を分解する技術であり、本技術はより安全な細胞改変技術に活用できる可能性
がある。そこで本研究課題ではこれらのゲノム編集技術を積極的に T細胞に対して取り入れ、
抗原特異的 T細胞を作成し、癌、自己免疫疾患などに対する次世代免疫細胞療法の基盤技術を
構築すること試みた。またこれらの様々な CRISPR 関連技術を社会実装可能な形態にする為に、
ゲノム編集ツール搭載脂質ナノ粒子などの非ウイルス性の遺伝子導入技術を開発に積極的に取
り組んだ。 
４．研究成果 
2018 年度、本研究課題の遂行のため渡米し、共同研究先である Salk 研究所においてマウス、
ヒト T細胞に対するゲノム編集研究に必要な研究環境を整備した。まず研究計画に即して T細
胞に対して CRISPR/Cas9 を利用した HITI 法による knock-in 技術の検討を行う為、ヒト AAVS1
ゲノム領域、マウス ROSA26 ゲノム領域を標的とした HITI 法を搭載した dsDNA GFP レポーター
ドナーとコントロールの dsDNA GFP ドナーを開発した。得られた各種遺伝子 knock-in ドナーを
spCas9 タンパク質と各種ゲノム領域を標的とした gRNA で調整した Cas9 RNP 複合体と共にヒト
またはマウス T細胞に対して電気穿孔法で細胞内に導入し、得られた細胞に対して FACS を用い
て knock-in 効率の解析を行った。その結果、ヒト初代 CD8(+) T 細胞における HITI 法を搭載し



た dsDNA ドナーでの knock-in 効率は約 4％であり、電気穿孔法の条件を検討したものの従来法
に対して大きな改善は得られなかった。これまでの研究代表者の検討結果から dsDNA ドナーの
T 細胞への導入効率に大きな問題があると考えられた。そこで FDA が同年夏に承認した脂質ナ
ノ粒子を核酸のデリバリーとして、T細胞を標的としたゲノム編集ツール mRNA を搭載したゲノ
ム編集脂質ナノ粒子の開発を着想し研究を開始した。 
2019 年度、ヒト T 細胞への遺伝子導入に最適な脂質ナノ粒子の外装組成を得る為、GFP mRNA
を封入した１０種類の脂質ナノ粒子を米国サンディエゴの Arcturus 社の協力のもと調整し、ヒ
ト T 細胞に対する遺伝子導入効率の解析を行った。その結果、LNP #6 を用いることでヒト
CD8(+)T細胞に対して約90%の効率で遺伝子導入ができることが確認できた。続いてヒトPD-1、
TCRa 遺伝子に対する CRISPR/Cas9 ゲノム編集ツールの gRNA および spCas9 mRNA を本 LNP #6 に
封入することで T細胞に対するゲノム編集脂質ナノ粒子を開発した。得られたゲノム編集脂質
ナノ粒子を CD3/CD28 刺激したヒト CD8(+)T 細胞に対して添加して、標的遺伝子の発現を FACS
で解析した結果、約 40％のノックアウト効率で標的遺伝子の発現抑制ができた。さらには
CD19-CAR 遺伝子 mRNA を封入した脂質ナノ粒子を開発し、ヒト CD8(+) T 細胞に対して添加する
ことで 90%以上の細胞で CD19-CAR 遺伝子の発現が確認できた。また 2018 年に Salk 研究所の
Patrick Hsu 博士が CRISPR/CasRx RNA 編集技術を発表した（Konerman S et al., Cell 2018）。
本技術は従来の RNA 干渉技術とは異なり、標的 RNA を高効率で切断する画期的な技術であるこ
とから本技術を用いた T細胞の改変技術の開発を進めた。まず CRISPR/CasRx RNA 編集ツールの
簡便かつ迅速な評価を実施するためCasRx-2A-GFP, 標的配列mCherry遺伝子を用いたCasRx用
Dual Reporter system を構築し、PD-1,TCR 遺伝子に対する RNA 編集ツールの開発を行った。そ
の結果、PD-1,TCRa 遺伝子の発現を高いノックダウン効率で発現抑制できる CasRx RNA 編集ツ
ールを開発した。一方、2019 年 12 月、新型コロナウイルス感染症（COVID-19）中国の武漢市
で報告された。研究代表者が開発を進めている CRISPR/CasRx 搭載 RNA 編集脂質ナノ粒子は
SARS-CoV-2 ウイルスの除去にも活用できると考えて研究開発を開始した。その結果、約 90％の
高いノックアウト効率でSARS-CoV-2 標的RNAゲノムを分解できるRNA編集ツールを開発した。 
2020 年度、共同研究先である Salk 研究所は COVID-19 によるロックダウンにより、COVID-19
研究以外の研究活動に関して大幅な制限が指示された。そこで T細胞に対して開発を進めてき
た RNA 編集、脂質ナノ粒子の技術を活用し、SARS-CoV-2 に対する CRISPR/CasRx RNA 編集技術
搭載脂質ナノ粒子の開発を進めた。まず Arcturus 社の協力を得て、肺上皮細胞を標的とした
LNP の開発を進めた結果、in vivo で肺上皮細胞に高い効率で遺伝子導入できる脂質ナノ粒子を
得ることに成功した。続いて本脂質ナノ粒子に対して、前述の研究代表者が開発した RNA 編集
ツールの RNA を封入することで SARS-CoV-2 に対する CRISPR/Cas13 RNA 編集技術搭載脂質ナノ
粒子を開発した。SARS-CoV-2 N-mCherry レポーターを搭載した脂質ナノ粒子をマウス肺に投与
した疑似 SARS-CoV-2 感染モデル構築し、in vivo における本レポーターの発現抑制効果の検証
を行った結果、マウス肺組織において効率的に標的 SARS-CoV-2 RNA を分解できることが確認で
きた。 
2021 年度、実際の SARS-CoV-2 ウイルス感染に対する効果を検証するため、京都大学 iPS 細胞
研究所(CiRA)の高山和雄先生に共同研究を打診して、ヒト肺オルガノイドに対する SARS-CoV-2
デルタ、カッパ、ガンマ変異株の感染モデルを用いて抗ウイルス効果の検証を行なった。その
結果、我々の開発した抗 SARS-CoV-2RNA 編集技術搭載脂質ナノ粒子は期待通りヒト肺オルガノ
イドにおいて SARS-CoV-2 デルタ、カッパ、ガンマ変異株の RNA ゲノムを高効率で分解し、高い
効率でこれらの SARS-CoV-2 変異株の感染を抑制できることが明らかとなった。 
本研究課題により T 細胞に対して簡便にゲノム編集ができる画期的なゲノム編集脂質ナノ粒
子の開発に成功した。また本技術を活用することで SARS-CoV-2 に対する CRISPR/CasRx RNA 編
集技術搭載脂質ナノ粒子を開発した。新型コロナウイルス感染症パンデミックの影響により、
これらの技術の T細胞に対する応用研究は一時中断することを余儀なくされた。しかし、これ
らの本研究から得られた研究成果はがん免疫細胞療法、COVID-19 の治療薬として活用できる画
期的な基盤技術である。また本研究課題で構築された国際的な研究ネットワークは本研究課題
に関連した研究課題だけではなく、研究代表者が携わっている様々な研究課題の発展に大きく
貢献しており、今後の研究発展にもつながるものであると確信している。 
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