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研究成果の概要（和文）：　ゲノム編集は、次世代の遺伝子治療法として大きな注目を集めている。しかしなが
ら、CRISPR/Cas9法においても癌抑制タンパク質p53の機能不全細胞に対してより優先的にゲノム編集が起こるた
め、より安全で効率の良いゲノム編集法の開発が求められている。
　本研究では、癌抑制タンパク質p53機能の時間的制御による新規ゲノム編集法の開発を目指し研究を実施し
た。p53四量体形成の構造安定性の解析を実施し、各種パラメータの条件検討を実施した。その結果、標的細胞
へのp53四量体形成ドメインペプチドアナローグの添加によるp53機能の一過的な阻害を介して、ゲノム編集効率
を顕著に増強させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Genome editing has attracted significant attention as a next-generation gene
 therapy method. However, CRISPR/Cas9 also preferentially edits genomes of cells with dysfunctional 
cancer suppressor protein p53, and therefore, the development of safer and more efficient genome 
editing methods is required. In this study, we investigated the structural stability of p53 tetramer
 formation and examined the conditions for various parameters. As a result, we succeeded in 
significantly enhancing genome editing efficiency by transiently inhibiting p53 function through the
 addition of p53 tetramer formation domain peptide analogues to target cells.

研究分野：生物化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
次世代の遺伝子治療法として注目されるゲノム編集においては、高い編集効率ばかりでなく編集後の細胞癌化に
対する安全性が非常に重要である。従来の方法では、編集後に細胞が癌化するリスクが懸念されていた。本研究
の成果により、安全かつ高効率なゲノム編集法の改良に対しての新たな指針が示された。

※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 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 ゲノム編集は、次世代の遺伝子治療法として大きな注目を集めている。しかしながら、従来
の CRISPR/Cas9法では、癌抑制タンパク質 p53正常型細胞においてゲノム改変に伴い p53が
活性化され、細胞周期の停止やゲノム編集阻害が起こり編集効率が低いこと、また p53 が変
異・欠損している細胞に対してより優先的にゲノム編集が起こることが報告されていた。p53
機能不全細胞は編集後の細胞癌化のリスクがあり、遺伝子治療において大きな問題となる。こ
のため、有効な治療法が遺伝子治療のみである遺伝性疾患等の治療のためにも、より安全で高
効率なゲノム編集法の開発が求められていた。 

 
 
２．研究の目的 
 本研究では、癌抑制タンパク質 p53 機能の時間的制御による新規ゲノム編集法の開発を目
的とする。すなわち、p53の機能発現に必須な四量体形成を介して、ゲノム編集時にのみ p53
活性を停止させ、効率的なゲノム編集を達成し、編集後に p53活性を回復させることにより、
癌化の恐れのない安全なゲノム編集法の開発を目指す。 

 
 
３．研究の方法 

(1) ペプチド調製 
 本研究で用いた p53 四量体形成ペプチドアナローグは、化学合成および大腸菌発現系によ
り調製した。Fmoc 固相合成法により化学合成したペプチドは、HPLC 精製により高純度で得
られ、MALDI-TOF MSにより分子量を確認した。また、大腸菌発現系による発現・精製にお
いては、TEV切断部位を有する GSTタグ融合ペプチドとして発現させ、GSTタグアフィニテ
ィー精製後、TEV切断によりペプチドを遊離し、逆相カラムにより精製し、MALDI-TOF MS
により分子量を確認した。 

 
(2) Cas9タンパク質の調製 
 Cas9タンパク質は購入したプラスミドを用いて大腸菌発現系により発現・精製した。Cas9-
NLS-Hisについて、Hisタグアフィニティー精製、イオン交換クロマトグラフィーにより精製
し、高純度の Cas9タンパク質を得た。 

 
(3) p53レポーター細胞系 
 ゲノム編集効率の解析においては、A549細胞を基盤として編集時に p53活性を同時に解析
可能なレポーターアッセイ系を用いた。本レポーター細胞系は、蛍光タンパク質 mCherry を
恒常的に発現する。さらに内在性 p53 活性は高親和性 p53 コンセンサス配列を応答配列とし
た Cerulean、p53下流標的遺伝子 CDKN1Aの p53による転写活性を Venusの発現により、定量
的に測定することが可能である。 

 
(4) p53四量体形成ドメインペプチドによる内在性 p53の機能阻害解析 
 A549レポーター細胞に対して p53四量体形成ドメインペプチドを添加し、内在性 p53の活
性を解析した。p53活性化の刺激にはエトポシドを選択した。1回目のエトポシド刺激時に p53
四量体形成ドメインペプチドを同時に添加し、18時間後の細胞を蛍光顕微鏡で観察し、Venus、
Cerulean、mCherry 蛍光の画像を取得した。その後、培養を続け、2 回目のエトポシド刺激で
は p53四量体形成ドメインを添加しない条件で観察を実施した。 
 
(5) 機械学習を用いた画像解析による p53活性の定量 
 (4)で得られた Venus、Cerulean、mCherry蛍光の画像を機械学習により解析し、p53活性の定
量を実施した。恒常的に発現する mCherry蛍光画像を用いて encoderに EfficientNet b7を用い
た Flexible Private Networkによる Semantic Segmentationを行い、mCherry蛍光を示すエリアを
検出した。次に、ImageJを用いて検出されたエリアにおける Venus強度と Cerulean 強度を定
量し、p53依存的転写活性を解析した。 

 
(6) ゲノム編集の解析 
 樹立した A549レポーター細胞の mCherryを標的としたゲノム編集を実施し、mCherryの蛍
光を失った細胞をゲノム編集が行われた細胞として解析した。精製した Cas9 および mCherry
を標的としたガイド RNA 複合体を NLS-K10-p53Tet ペプチド存在下および非存在下において
Lipofectamine CRISPRMAXにより導入し、導入から 48時間培養した。48時間後の細胞を固定
して DAPIにより核の染色を実施した。蛍光顕微鏡により細胞の mCherry、DAPI、Venus蛍光
を観察した。 



 
(7) 機械学習を用いた画像解析によるゲノム編集効率の定量 
 (6)で観察した画像を用いて、mCherryの蛍光強度を定量した。蛍光強度の定量には当研究室
で作成したプログラムを用いた。まず、DAPIの画像を用い、画像中の細胞数を YOLOv7を用
いた物体検知により検出、定量した。次に、画像中の mCherry蛍光を示す細胞数を検出するた
めのプログラムを作成した。mCherryの蛍光画像を用いて、encoderに EfficientNet b7を用いた
Flexible Private Networkによる Semantic Segmentationを行い、mCherry蛍光を示すエリアを検
出し、そのエリアの数から mCherry蛍光細胞を検出した。mCherry蛍光を消失した細胞の個数
からゲノム編集された細胞数、さらには全細胞におけるゲノム編集された細胞の割合により
ゲノム編集効率を評価した。 

 
 
４．研究成果 
 本研究では、p53の機能発現に必須な四量体形成を基盤として、ゲノム編集時にのみ p53活
性を停止させ、効率的なゲノム編集を達成し、編集後に p53活性を回復させることにより、癌
化のリスクの少ないより安全で高効率なゲノム編集法の開発のため、以下の研究を実施した。 

 
(1) p53レポーターアッセイ系の構築 
 野生型 p53を有する A549細胞を基盤として、シングルセルレベルで p53機能およびゲノム
編集効率を同時に解析可能なレポーターアッセイ系を構築した（Fig. 1）。この p53レポーター
アッセイ系は、SV40 プロモーターにより恒常的
に mCherryを発現し、p53の活性化により p21遺
伝子 CDKN1A プロモーターを介した黄色蛍光タ
ンパク質 Venus と、p53 コンセンサス配列 C3 を
介した青色蛍光タンパク質 Ceruleanを発現する。
このレポーターアッセイ系を用いることにより、
種々の刺激に対するp53応答をリアルタイムでモ
ニターすることが可能である。さらに、mCherry
を標的としたガイド RNA の使用により、ゲノム
編集の効率も評価可能である。 
 蛍光顕微鏡画像の mCherry の領域における
Ceruleanおよび Venusの蛍光強度に対して機械学
習を用いて解析することで、時間依存的な p53活
性の定量化に成功した。 
 
 
(2) 一過的 p53機能停止ペプチドのデザインと調製 
 内在性 p53の一過的機能停止のため、p53四量体形成ドメインペプチド（p53Tet）アナロー
グを用いた（Fig. 2）。p53Tetは、内在性 p53タンパク質とヘテロ四量体を形成し、ドミナント
ネガティブ効果により、p53 タンパク質の機能を停止させることが可能である。本研究では、
p53Tetの N末端に、核局在シグナル（NLS）配列および細胞内取り込み促進のための 10個の
Lys 残基（K10）配列を有している。この NLS-K10-p53Tet を化学合成によって合成し精製し
た。さらに、大量の NLS-K10-p53Tetを得るための大腸菌発現系を構築した。 
 

 
(3) p53四量体形成安定におけるアミノ酸残基の重要性と多量体による生物活性への効果 
 タンパク質多量体化におけるアミノ酸残基の重要性を理解するため、p53四量体形成ドメイ
ンペプチドおよびコイルドコイルペプチドをターゲットとした多量体の機能解析を実施した
（Table 1）。哺乳類の p53四量体形成ドメインは配列の相同性が高いにもかかわらず、ツパイ
の p53 四量体形成ドメインはヒトの p53 四量体形成ドメインよりも顕著に熱安定性が高いこ
とを明らかとした（Nakagawa et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2020, 521, 681）。さらに、
ツパイとオポッサムの四量体形成ドメインペプチドを大腸菌発現系により発現・精製し、X線
結晶構造解析を実施した。その結果、ヘリックスの疎水性残基（ヒト p53の F341および Q354
に相当する残基）がパッキングに重要であることを明らかとした。 

Fig. 1 A549 を基盤とした 
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Fig. 2 一過的 p53 機能停止ペプチド NLS-K10-p53Tet 



 
 また、生物活性における多量体効果を解析するために、単量体から四量体を形成するコイ
ルドコイルペプチドにバイオミネラリゼーションペプチドを結合させたアナローグについて、
銀粒子の形成に関する形状を測定した。その結果、バイオミネラリゼーションペプチドの三量
体化により特に銀ナノプレートの形成が促進されることが明らかとなった。加えて、ペプチド
のと DNAの相互作用様式、およびタンパク質の核内における集合様式についても解析を実施
し、興味深い結果を得た。 

 
(4) p53四量体ペプチドアナローグによ
る p53機能阻害能 
 p53四量体ペプチドアナローグNLS-
K10-p53Tetの p53機能に対する効果を
明らかとするために、トランスフェク
ションから 24 時間後に蛍光顕微鏡に
よる Ceruleanおよび Venusの観察を実
施した（Fig. 3）。その結果 NLS-K10-
p53Tetの添加により内在性 p53 の活性
化が抑制されたことが示された。さら
に、2 回目のエトポシド刺激により
Cerulean および Venus の発現が増加し
たことが示され、内在性 p53 の再活性
化が明らかとなった。 
 以上より、NLS-K10-p53Tet により
p53 の転写活性を一過的に低下させる
ことに成功した。 
 
(5) in vitro DNA消化活性 
 今回用いた Cas9タンパク質は、その
C末端部に NLSと Hisタグを有してい
る。Hisタグは、エンドソーム脱出促進
のため付加した状態で使用した。Cas9-
NLS-His を大腸菌発現系で発現し精製
した。mCherry 配列を有するプラスミ
ドに対して、精製した Cas9-NLS-Hisと
mCherryを標的とするガイドRNAを用
いて in vitroでの編集を行った。その結
果、mCherry 配列が効率よく切断され
ることが示された（Fig. 4）。 

 
(6) ゲノム編集効率解析 
 CRISPR/Cas9 によるゲノム編集を行
なった。p53レポーターシステム A549
細胞に対して、mCherry を標的とした
ガイド RNAおよび Cas9-NLS-Hisを用
いて、ゲノム編集を行なった。その結
果、編集された細胞では mCherry の蛍
光が観察されなくなることが示された
（Fig. 5）。NLS-K10-p53Tet添加により、
細胞数の顕著な増加と、mCherry 消光
細胞の顕著な増加が観察された（Fig. 
6）。この結果より、添加した p53Tetに
より二本鎖切断の修復が促進され、ゲ
ノム編集が効率的に行われたことが示

Table 1 哺乳類 p53 四量体形成ドメイン配列 

Fig. 4 Cas9 タンパク質活性評価 
mCherry 配列を有する plasmid を制限酵素によ
り一箇所切断して直鎖状にし、さらに精製した
Cas9 タンパク質と mCherry を標的としたガイド
RNA を加えて反応させた。 
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Fig. 3 エトポシド刺激によるレポーター細胞の
p53 応答 
assay flow（A)。樹立したレポーター細胞に NLS-
K10-p53Tet を添加してエトポシド刺激を行い、p53
転写活性を示すCerulean（B）およびVenus（C）蛍光
を観察した。 
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唆された。一方、全体の細胞数とゲノム編集された細胞数から算出したゲノム編集効率は
p53Tet添加の有無による顕著な差は見られなかった。Control条件と p53Tet添加条件の編集効
率は同程度であり、これは全体の細胞数の増加が大きいためと考えられる。 

 

 
 
 本研究において、四量体として機能する p53に対して、p53四量体形成ドメインペプチドを
用いたヘテロオリゴマー形成による一過的機能停止制御法の開発に成功した。p53Tet により
内在性 p53の機能停止が可能であり、その効果は一過的であることが示された。したがって本
手法は、内在性 p53の発現抑制を行わず機能停止が可能となり、安全性に優れた技術である。
今後、ゲノム編集操作手順や、NLS-K10-p53Tet 導入時期や期間についての最適化により、実
用的な展開が期待される。 
 
 次世代の遺伝子治療法として注目されるゲノム編集においては、高い編集効率ばかりでな
く安全性が非常に重要である。従来の方法では、編集後に細胞が癌化するリスクが懸念されて
いた。本研究の成果により、安全かつ高効率なゲノム編集法の改良に対しての新たな指針が示
された。 

 

Fig. 5 蛍光タンパク質 mCherry のゲノム編集解析 
蛍光タンパク質 mCherry を標的としたゲノム編集を実施した。NLS-K10-p53Tet ペプ
チド非存在下（control）、存在下（p53Tet）においてゲノム編集を実施し、48 h 後に蛍
光顕微鏡により mCherry 蛍光を観察した。 
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Fig. 6 蛍光タンパク質 mCherry のゲノム編集の定量 
得られた蛍光画像を用いた機械学習を実施し、解析したエリアにおける mCherry 蛍光を
消失した細胞数からゲノム編集された細胞数（左）、全細胞におけるゲノム編集された細
胞の割合（ゲノム編集効率）（右）を定量した。 
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