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研究成果の概要（和文）：神経細胞内の遺伝子変異により引き起こされる数多くの遺伝性神経疾患に対して、現
在では有効な治療法は存在していない。本研究では生体内の大部分を占める非分裂神経細胞におけるゲノム編集
技術の原理の一端を解明した。本技術を基に、様々な疾患変異を任意の配列に置換できる、より自由度の高い新
規のゲノム編集技術「SATI法」法の開発に成功し、実際に遺伝性疾患であるプロジェリア症候群モデルマウスが
示す早老症状の回復効果が得られた。

研究成果の概要（英文）：A radical treatment method for most of inherited neuronal diseases has not 
been developed yet. In this study, we elucidated the molecular mechanism of genome editing in brain.
 Based on the mechanism, we have developed novel genome-editing method “SATI” that can repair many
 kinds of mutations in vivo. Using this method, we treated an HGPS premature mouse model carrying a 
dominant point mutation and demonstrated amelioration of aging-related phenotypes in multiple organs
 and extension of lifespan.

研究分野： ゲノム編集

キーワード： ゲノム編集　神経　HITI法　SATI法　プロジェリア症候群
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、神経細胞におけるゲノム編集技術の分子機構の一端が明らかになり、様々なタイプの遺伝子
変異を脳だけでなく様々な臓器で修復できるSATI法の開発に成功した。
今後本技術がさらに改良されることで、早老症のみならず他の神経や筋肉や網膜など様々な組織や全身に異常を
持つ難治性遺伝病に対し、その原因となる異常遺伝子を病変部位で直接修復する医療への応用が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 近年、CRISPR-Cas9 に代表されるゲノムの標的配列のみを特異的に切断するタンパク質『人工
ヌクレアーゼ』が登場し、標的遺伝子の破壊（遺伝子ノックアウト）や遺伝子挿入（遺伝子ノッ
クイン）など、ゲノム配列を改変する『ゲノム編集』が様々な細胞種・生物種で可能となった。
特に遺伝子ノックイン技術は標的配列を自由自在に改変することができる汎用性の高い技術で
あり、遺伝子変異を体内で直接修復する治療への応用も期待されるようになった。しかしながら、
既存の遺伝子ノックイン技術は『相同組換え (HDR; Homology-directed repair)』と呼ばれる細
胞が持つ DNA 修復経路を利用しており、原理的に高い細胞分裂活性を必要とするため、生理的に
細胞分裂を行っていない神経細胞を含むほとんどの生体内の細胞『非分裂細胞』への応用は非常
に困難であった。 
 こういった背景の中、研究代表者が発表した非相同末端結合 (NHEJ; Non-homologous end 
joining) 機構と呼ばれる別の DNA 修復経路と CRISPR-Cas9 を利用した生体内非分裂細胞への遺
伝子ノックイン技術「Homology-Independent Targeted Integration (HITI)」は、これまで困難
であった生きたマウスの脳・筋肉など非分裂細胞にて標的ゲノム配列を自由に改変する世界初
の技術であった。本技術の登場により、生体内の病変部位で疾患変異を直接修復することが可能
となり、実際に遺伝性疾患である網膜色素変性症モデルラットの視覚機能障害の治療効果が得
られた (Suzuki et al, Nature 2016)。 
 しかしながら、既存の HITI法では、任意の配列をゲノム標的部位に挿入することはできても、
原因変異を取り除く事は出来ないという大きな問題点があり、治療可能な標的は遺伝子の一部
が欠落している欠失変異のみであった。また、ゲノム編集効率が低いことから遺伝性疾患モデル
に対しては長期的に十分な治療効果が得られていなかった。つまり現状のゲノム編集技術では、
遺伝性神経疾患患者に対する医療応用には不十分であると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
ゲノム編集技術は、細胞が元来から
備える、ゲノム DNA の二本鎖切断 
(DSB; Double-strand break) を修復
する機構 (DSB 修復機構) を利用し
ていることが知られている。しかしな
がら、哺乳動物細胞の DSB修復機構及
びゲノム編集技術は、分裂する培養細
胞でのみ研究が進んでおり、培養が困
難であるという理由から、生体内の大
部分を構成する非分裂細胞では、それ
らの分子機構はほとんど明らかにな
っていない。本研究では、培養神経細
胞を用いてゲノム編集機構を明らか
にし、この知見を基に新規脳ゲノム編
集技術の開発を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 非分裂細胞であるマウス胎児脳
由来の神経細胞を培養し、神経細胞特
異的に発現する Tubb3 遺伝子の下流
に GFP 遺伝子のノックインを試みる。
本研究では、様々なデザインの遺伝子
ノックインカセット及び人工切断酵
素を用い、神経細胞において、どのよ
うなメカニズムでゲノム編集が起こ
るかを検討した。 
(2) (1)で得られた知見を基に、どの
DSB 修復経路を利用すれば効率のよ
い遺伝子ノックインが可能になるか
を検討し、新規脳ゲノム編集技術を開
発する。開発したゲノム編集技術を用
い、遺伝子疾患モデルマウスのゲノム
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図1 培養神経細胞を用いた新規ゲノム編集技術の開発
a, マウス胎児より神経細胞を単離し、ディッシュ上で培養する。培養3日目に様々なゲノム編集用DNAを導入し、培

養8日目にノックインされたGFPの発現を確認する。GFPは神経細胞特異的に発現するTubb3遺伝子の下流にノック
インされ、正確にノックインされれば細胞質に発現する。
b, 通常のHDR方法。染色体の標的部位をCRISPR-Cas9で切断し、切断部位の両側に相同配列をもたせたTwo-
armed ドナーDNAを導入する。
c, 予備実験結果で発見した新規のゲノム編集機構『One-armed HDR (oaHDR)』。染色体の標的部位を切断し、切

断部位の片側に相同配列をもたせたOne-armed ドナーDNAを導入する。さらにドナーDNAを切断する。本来はHITI
による挿入 (左) を想定していたが、実際には新規の相同組換え (oaHDR) 経路による挿入 (右) が起こった。
d, 様々なドナーDNAを用いたノックイン効率の比較。



編集治療を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)ゲノム中の相同部位に対してドナーDNA の片側のみ相同配列 (one arm) を持たせ、ゲノム標
的部位とドナーDNA を細胞内で同時に切断することで、外来遺伝子が標的遺伝子に置換される方
法を新規発見し、「one-armed HDR (oaHDR)」と名付けた (図 1)。 
 
 (2)更に当該方法を
利用した新規脳ゲノ
ム 編 集 技 術
「 intercellular 
linearized Single 
homology Arm donor 
mediated intron-
Targeting 
Integration (SATI) 
法」を開発し、脳以外
の全身の細胞組織に
も適用できることを
示した。本技術を用
いることで、既存の
技術では治療法の存
在しない優性変異を
持ち全身で異常な老
化症状を示す早老症
ハッチンソン・ギル
フォード・プロジェ
リア症候群（プロジェリア症候群）モデルマウスに対し、複数の組織や臓器で同時にゲノム編集
を行い、全身性のゲノム編集治療に成功した(図 2)。 
 

今後本技術を基にさらに改良することで、早老症のみならず他の神経や筋肉や網膜など様々

な組織や全身に異常を持つ難治性遺伝病に対し、その原因となる異常遺伝子を病変部位で直接

修復するゲノム編集治療技術が確立し、根治可能な革新的医療技術としての応用が期待される。 
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図 2 

 SATI 法を用いた早老症モデルマウスの全身性ゲノム編集治療 
AAV-SATI を生後 1 日のプロジェリア症候群モデルマウスに静脈注射することで、体重の増加 (a)や

寿命の 1.5 倍程度の延長効果 (b) が見られる。 
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