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研究成果の概要（和文）：CRISPR-Cas9は医療に応用可能な技術として着目されている。しかし、DNA二重鎖切断
後に生じる修復のうち、鋳型DNAとの相同組換えによる修復(HDR)が正確な編集に寄与するが、同時に塩基の欠
失・挿入を伴うNHEJが高頻度で生じてしまう。本研究では、HDRとNHEJを生じた細胞を同時に検出可能なレポー
ターシステムを用いて、HDR亢進因子のスクリーニングを行った結果、NHEJを生じた細胞に比べてHDRを生じた細
胞で極めて高い発現を示す遺伝子を複数同定した。さらにそれらの遺伝子オントロジー解析を行ったところ、
DNA修復や細胞周期に関連する遺伝子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：CRISPR-Cas9 is a versatile technology that can be applied to medical 
treatment. Between the repair pathway that occur after DNA double-stranded breaks, repair by 
homologous recombination with template DNA (HDR) contributes to precise editing, but at the same 
time NHEJ, which involves in base deletions or insertions, also occurs at a high frequency. I 
performed the cell-based screening for HDR-enhancing factors using the Traffic Light Reporter 
system, which can simultaneously detect cells with HDR and NHEJ, and identified several genes that 
are highly expressed in HDR-derived cells compared to NHEJ-derived cells. Further gene ontology 
analysis of these genes suggested that they are related to DNA repair and the cell cycle.

研究分野：ゲノム編集

キーワード： 相同組換え修復　HDR　CRISPR-Cas9　スクリーニング

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は正確なゲノム編集技術の確立を目指すと同時に、CRISPR-Cas9の分子機構の解明を更に加速させる可能
性を秘めている。特に、HDR効率の高い哺乳類細胞からcDNAライブラリを用いたゲノムワイドな研究と、HDRと
NHEJの同時検出を可能にするレポーター遺伝子を用いたスクリーニングの組み合わせによる研究は画期的な研究
手法である。既存の概念を打破した研究への展開には、CRISPRスクリーニングは必須のツールであり、本研究に
より正確なゲノム編集が達成できれば、国内外問わず、ゲノム編集の実用化に向けての礎となる重要な成果とな
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 
世界で蔓延している遺伝性疾患の多くが点変異を起因とするものであり、従来の遺伝子治療

法では困難なものが多く存在する。しかし、ゲノム編集技術の加速的な進展により、塩基単位の

正確なゲノム編集技術が実現可能となり、変異を生体内で直接修復する治療への期待も大きい。

ゲノム編集技術を用いた遺伝子治療は、十分な安全性が担保されるならば、効果的な遺伝子治療

法として確立されることが期待される。しかし、現状では正確なゲノム修復への誘導効率の低さ

が大きな障壁となっている。ゲノム編集は、ゲノム中の標的領域に DNA二重鎖切断が誘導され
た後、共導入したドナーDNAを用いた相同組換えによる修復(HDR)、あるいは塩基の欠失や挿
入を伴う切断された末端同士の結合(NHEJ)のいずれかを介して行われる。このうち、正確なゲ
ノム編集を可能にするのは HDR であるが、一般的に HDR に比べて NHEJ が高頻度に誘導さ
れてしまうことが医療応用の実現を困難にしている。研究代表者はこれまで、CRISPR-Cas9に
よるHDR活性を優位にするゲノム編集条件の検討を重ねてきた。そして、guide RNA(gRNA)
や Cas9を改変するアプローチから、Cas9-gRNA複合体と、標的ゲノム DNA間の相互作用を
変化させることにより、より正確にゲノムが編集できることを見出した[1]。本研究ではさらに
正確なゲノム編集条件を追求するため、このような Cas9 や gRNA の改変と並行して利用可能
な、HDR 亢進因子の探索を行うこととした。これまでに HDR 亢進因子である Rad51[2]や
CtIP[3]の過剰発現によりHDRが亢進すること、あるいはNHEJ阻害因子である i53の過剰発
現によって、HDR が亢進したという報告[4]がある。更に、DNA 修復に関与するファンコーニ
貧血の原因遺伝子ファミリーが、一本鎖ドナーDNAによる HDRを亢進することも明らかにな
っている[5]。しかし、これらの結果を統合してもなお、CRISPR-Cas9の分子機構の解明は部分
的に過ぎず、HDR亢進による正確なゲノム編集を誘導する系の確立には至っていない。そこで、
ゲノムワイドなスクリーニングの中から新たな HDR 亢進因子を探索する必要があると考えた。 
 
２．研究の目的 
  本研究では HDRと NHEJを蛍光標識で効率よく検出

できるTraffic Light Reporter[6]を導入したレポーター細

胞（図１A）と、Cas9の発現を厳密に制御する Tet発現
誘導型 Cas9（図１B）を用いて、HDR亢進因子のスクリ

ーニングを試みた。Traffic Light Reporterは欠失変異を
持つ EGFP 遺伝子と、フレームシフト変異を持つ

mCherry 遺伝子が 2A ペプチドで連結されたレポーター

遺伝子であり、EGFP 配列の修復を可能にする鋳型 DNA
との相同組換えが生じると EGFP 陽性、塩基の欠失や挿

入により、mCherry 遺伝子のフレームが合致すると

mCherry 陽性細胞として検出できる。多コピーのレポー

ターが染色体に取り込まれた細胞を樹立することで、

EGFP の蛍光強度が細胞内での HDR 誘導頻度がそのまま反映されることを利用する。また、

Tet発現誘導型 Cas9は、doxycyclin存在下で発現が誘導されるため、非存在下で Cas9を導入
した細胞を樹立する。本研究では、HDR活性が高いHEK293T 細胞に発現している遺伝子を候

補対象とすることで、効率的なスクリーニングを期待した。 

図１A. Traffic Light Reporter システム 

B. Tet 発現誘導型 Cas9 の AAVS1 サイ

トへのノックイン 



 
３．研究の方法 
（１）Traffic Light Reporter導入 K562 細胞(K562-TLR)の作製と樹立 

Traffic Light Reporter(TLR)をヒト白血病細胞 K562 細胞へ Nucleofectionにより導入した。
レポータープラスミドは、染色体中にランダムに挿入されるため、Puromycin による薬剤選択

で目的の細胞を取得し、クローン化した。Puromycin 耐性遺伝子、及び内在性の RPP30遺伝子
を標的にした primer/probe セットをそれぞれ用い、デジタル PCRによりコピー数を測定した。 
（２）gRNA、Cas9共発現レポーターK562 細胞の作製と樹立 

  まず、TLR の EGFP 遺伝子の欠失変異を修正する目的で設計した gRNA を導入した。
blasticidinで薬剤選択を行った後、１細胞クローニングを行い、HA-tagを指標にしたウェスタ

ンブロッティングおよび免疫染色により、発現を確認した。次に、Tet発現誘導 Cas9を CRISPR-
Cas9 により、ヒト安全領域である AAVS1 へノックインした。neomycin で薬剤選択を行った

後、１細胞クローニングを行い、FLAG-tagを指標にしたウェスタンブロッティングおよび免疫

染色により、発現を確認した。作製したクローンに対し、EGFP 配列の修復を可能にする鋳型

DNAの導入と同時に、doxycyclinを添加して編集を誘導した。そのうち、最も doxycyclin 反応

性の高い細胞をスクリーニングに用いる細胞として樹立した。 
（３）レンチウイルス cDNA ライブラリの作製 

HEK293T 細胞より total RNAを抽出し、常法に倣って cDNA ライブラリを作製した。作製

した cDNA ライブラリを HEK293T 細胞に導入し、レンチウイルスを作製した。作製したウイ

ルスの力価はレンチウイルスベクター特異的配列、及び内在性の RPP30 遺伝子を標的にした
primer/probe セットを用い、デジタル PCRにより測定した。 
（４）K562-TLRiWTCas9-gRNA 細胞によるスクリーニング 
 K562-TLRiWTCas9-gRNA 細胞に、EGFP 配列の修復を可能にする鋳型 DNAを導入した。
翌日、レンチウイルス cDNA ライブラリと共に doxycyclinを培地に添加して CRISPR-Cas9を
誘導した。7 日後に EGFP と mCherry を指標にそれぞれの蛍光を発する細胞を FACS により
分取した。分取した細胞から total RNA を抽出し、ライブラリの作製とシークエンスは専門受

託会社(GENEWIZ/AZENTA)に依頼した。 
（５）RNA シークエンス解析と遺伝子オントロジー解析 
 RNA シークエンス解析は、CLC Genomics workbenchを用いて行った。EGFP sort サンプ
ルと mCherry sort サンプルのそれぞれで得られたリードから、 遺伝子発現量(TPM)の算出を

行い、さらに各サンプルの発現量から発現量比(Fold change)を算出した。次に、TPMを指標に

したオントロジーと、Fold Changeを指標にしたオントロジー解析をそれぞれ行った。 
 
４．研究成果 

（１）Traffic Light Reporter導入 K562 細胞(K562-TLR)の作製と樹立 
K562 細胞にNucleofectionにより Traffic Light Reporter(TLR)を導入し、Puromycinによ

る薬剤選択を行った。ddPCRでの測定の結果、25コピーの TLRが K562 細胞に挿入されてい

ることを確認した（図２A）。 
（２）gRNA、Cas9共発現レポーターK562 細胞の作製と樹立 
  gRNAと Cas9を順次導入し、1 細胞クローニングを行った。gRNAについては、抗 HA 抗

体を用いて免疫組織染色を行い、HA 陽性細胞を確認した（図２B）。Cas9については、抗 FLAG
抗体を用いて同様の検討を行い、FLAG 陽性細胞を確認した。次に、得られたクローンに対し、



EGFP 遺伝子の欠失配列を修復

する鋳型 DNA と doxycyclin を
添加し、CRISPR-Cas9を誘導し
た。その結果、doxycyclin 反応性

の高い細胞(17)を選出した（図２

C）。続くサブクローニングによ

って、さらに 10 クローンについ

て検討を行った結果、最も

doxycyclin 反応性が高かった細

胞(4) をスクリーニングに用い

る細胞として樹立した（図２D）。 
（３）レンチウイルス cDNA ライ

ブラリの作製 
 HEK293T 細胞から total RNA
を抽出し、常法にしたがって

cDNA を合成したところ、約 105

個の遺伝子が挿入されたレンチウ

イルス cDNA ライブラリを作製で

きた。このプラスミドを HEK293T 細胞へ導入し、レンチウイルスを作製した。ウイルスのコ

ピー数を ddPCR にて測定したところ、１細胞あたり 13.7 コピーのウイルスが挿入されている

ことが示された（図３A）。 
（４）K562-TLRiWTCas9-gRNA
細胞によるスクリーニング 
 EGFP 遺伝子の欠失配列を修復

す る 鋳 型 DNA を K562-
TLRiWTCas9-gRNA 細胞に導入

し 、 cDNA ラ イ ブ ラ リ と

doxycyclin の添加により、編集を

誘導し、EGFP 陽性細胞および mCherry 陽性細胞を FACSにより分取した。同様の実験を３回

繰り返した結果、それぞれの陽性細胞の割合は EGFP 陽性 0.5~0.9%、mCherry 陽性細胞は

1.4%~2.4%であった（図３B）。 
（５）RNA シークエンス解析と遺伝子オントロジー解析 
 EGFP 陽性細胞と mCherry 陽性細胞の各３サンプルずつについて、RNA シークエンス解析

を行った。それぞれのサンプルのリード配列を用いて、TPM(遺伝子発現量)と、Fold Change(遺
伝子発現量比)を算出した。次に、Volcano plotを作製した結果、mCherry sort サンプルに比べ

て EGFP sort サンプルで極めて高い発現量比を示す遺伝子が複数同定された（図４A）。また、

Heat Map 解析を行った結果、EGFP サンプルはいずれも同様な発現パターンを示したのに対

し、mCherry サンプルは１サンプルで異なる発現パターンが観察された（図４B）。さらに、各

サンプルで発現している遺伝子のオントロジー解析を２つの手法を用いて行った。まず、TPM
を指標にした Gene Set Enrichment Analysisを行った。その結果、RNA結合に関わるもの、
ヘリカーゼ活性に関わるものやヒストン修飾に関わるものなどがエンリッチされていることが

示された。次に、Correlation Engine (Illumina)を用いて、mCherry sortサンプルに対するEGFP 

図２ K562-TLRiWTCas9-gRNA 細胞の樹立 A)デジタル 

PCR による K562-TLR のコピー数測定  B)K562-TLR-

EGFPgRNA細胞の抗HA抗体による免疫染色。Scale bar=100 

mm C)K562-TLREGFPgRNA細胞に Tet発現誘導型 Cas9を

導⼊した細胞での doxycyclinに応答した HDRと NHEJの活

性測定 D)K562-TLRiWTCas9-gRNA(clone17)のサブクロー

ニングによる doxycyclin 存在下・⾮存在下による各々の

mCherry陽性細胞数と割合の⽐較 

図３ K562-TLRiWTCas9-gRNA 細胞を用いたスクリーニング 

A)デジタル PCR によるレンチウイルス cDNA ライブラリのコ

ピー数測定 B)３回のスクリーニングにおける FACS 解析 



sort サンプルの fold Changeが 1.5 以上の遺伝子を対象に、エンリッチメント解析を行った。そ

の結果、乳がんに関わるもの、DNA 損傷に関わるものなどがエンリッチされていることが示さ

れた。また、DNA 損傷や細胞周期など、相同組換え修復に深く関わるオントロジーで高い発現

を示す遺伝子も複数同定された（図４C）。今後は、発現の高い遺伝子や相同組み換え修復に深

く関わるオントロジーで高い発現を示す遺伝子に着目し、その機能解析を進める。 
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子、赤丸が mCherry で発現の高い遺伝子を示す。

B)EGFP sort サンプルと mCherry sort サンプル

の遺伝子ヒートマップとクラスタリング解析。赤

が発現の高い遺伝子、青が発現の低い遺伝子を示

す。C)Correlation Engine によるエンリッチメン

ト解析。DNA 修復と細胞周期オントロジーに関
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