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研究成果の概要（和文）：近年、CRISPR-Cas9システムによるゲノム編集技術の治療応用が期待されているが、
標的配列と類似した配列を切断することによる目的外の部位での変異 (オフターゲット変異)が安全性の観点か
ら問題となっている。そこで本研究ではCas9による切断がどのような配列で起こりうるか評価した。その結果、
標的と数塩基までのミスマッチを含む配列や、Cas9が認識するPAM配列が典型的な配列でない場合にも切断され
うることが示された。

研究成果の概要（英文）：Recently, genome editing technology using the CRISPR-Cas9 is expected to be 
used for therapeutic applications. However, off-target mutations caused by cleavage of sequences 
similar to the target sequence are a safety concern. In this study, we evaluated the sequences that 
can be cleaved by Cas9. The results showed that Cas9 can cleave sequences that contain mismatches of
 up to a few bases with the target sequence and that the PAM sequence recognized by Cas9 is not a 
canonical sequence.

研究分野： レギュラトリーサイエンス

キーワード： ゲノム編集　オフターゲット変異　CRISPR-Cas

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果から、ゲノム編集に伴うオフターゲット変異候補部位の予測評価の際には、ガイドRNAとの相補性
を指標に、非典型的なPAM配列も含めて評価する必要があることが示された。現在利用されているオフターゲッ
ト変異予測プログラムではこのような配列が考慮されていない場合があり、起こりうるオフターゲット変異を見
逃してしまう可能性に注意が必要であると考えられる。

※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、欧米では複数の遺伝子治療用製品が承認されてきており、日本でも初めてとなる遺伝子
治療用製品が2019年3月に承認されるなど、遺伝子治療はすでに現実のものとなってきている。
さらに、最近では CRISPR-Cas9 システムを用いたゲノム編集技術が登場し、遺伝子を導入する
ことしかできなかった従来の遺伝子治療とは異なり、ゲノム DNAの配列を自由に変更すること
であらゆる遺伝性疾患に適用可能な究極の遺伝子治療が可能となることが期待されている。 
しかしながら、ゲノム編集の治療応用については、安全性の観点から、標的配列と類似した配列
を持つ目的外の部位で変異が起こるオフターゲット変異が問題となっており、がん抑制遺伝子
の変異によりがん化を起こす可能性などが懸念されている。安全なゲノム編集治療を実現する
ためには、オフターゲット変異の予測が重要であるが、現状ではオフターゲット変異を起こす条
件について情報が不十分であり、オフターゲット変異を予測することは困難である。 
 
２．研究の目的 

CRISPR-Cas9システムでは、ガイド RNAと呼ばれる 1本鎖 RNAと Cas9タンパク質の複合体
が標的配列を認識し切断することで変異を誘発する。ガイド RNA は 20 塩基程度の相補的な配
列に結合し、Cas9タンパク質はその隣に存在する PAM配列と呼ばれる数塩基の特定配列を認識
している。オフターゲット変異については、ガイド RNAとある程度の相補性を有する配列で起
こると考えられ、従来の研究によって、PAM 配列から離れた位置のミスマッチが許容されやす
いことが示されてきているものの、明確な塩基配列条件は明らかではない。以上を踏まえ、本研
究は、CRISPR-Cas9 システムを用いたゲノム編集によるオフターゲット変異を起こす塩基配列
条件を明らかにすることを目的として研究を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) ガイド RNAの設計・調製 
適当な標的配列に対してガイド RNAを設計した場合に、例えば 2塩基のミスマッチを持つよ
うな配列はヒトゲノム上に 1つ程度しか存在しない計算である。このように、通常、ガイド RNA
を設計した場合、数塩基のミスマッチを持つような配列数は限られてしまうため、解析を行うた
めに十分なデータが得られなかった。 
そこで本研究では、BLAST のような従来の配列検索ソフトウェアでは不可能であった短い配列
をもれなく検索可能なソフトウェアである GGGenome を用いて、特異性の低い配列を意図的に
設計することで、多数の配列を同時に解析した。この方法により、ミスマッチを含む配列を通常
の 1000倍以上の数評価することができる。 
 
(2) SaCas9/ガイド RNAによるゲノム DNA切断 
ヒト 1倍体細胞であるHAP1細胞から抽出したゲ
ノム DNA に対して、(1)で選定したガイド RNA と
SaCas9の複合体を作用させ、高速シークエンス解析
により切断点を検出する。検出には、切断された点
が DNA 断片の末端になることを利用して検出を行
った（図 1）。 
 
(3) 切断されうる塩基配列条件の解析 

(2)で検出された各切断部位について、Digenome-
run のスコアを指標に、切断効率を評価する。
GGGenomeを用いて配列を分類し、ガイド RNAと
相補的にならない箇所の数、位置、種類による切断
効率の違いを解析することで、切断されうる塩基配
列条件を検証した。 
 
４．研究成果 
(1) ガイド RNAの設計 
上述のように、GGGenomeを用いて、特異性
の低い配列を意図的に設計した。その結果、一
般的なガイド RNA の計算値（ヒトゲノムをラ
ンダムな塩基の並びと考えた際の、各数のミス
マッチを含む配列数の期待値）と比較して
1000 倍以上、ヒトゲノム上に数塩基のミスマ
ッチを有する配列が存在するような、特異性
の低いガイド RNAを設計できた（図 2）。 

図 1. ゲノム DNA 切断点の検出法 

図 2. 設計したガイド RNA と数塩基のミス
マッチを含むヒトゲノム上の配列数 



 
(2) ガイド RNAの調製・選定 
設計したガイド RNA（11種類）をそれぞれ調製し、Staphylococcus aureus 由来 Cas9 (SaCas9) と
の複合体が標的配列を持つ DNA断片を切断する効率を評価した（図 3）。標的配列の切断効率お
よび非特異性を指標に、ガイド RNAを 2種類選定した。 
 

(3) SaCas9/ガイド RNA複合体によるゲノム DNAの切断 
ヒト 1倍体細胞である HAP1細胞から抽出したゲノム DNAに対して、選定したガイド RNAと
SaCas9の複合体を作用させた。リアルタイム PCRにより標的部位での切断効率を測定したとこ
ろ、95%以上が切断されていた。続いて高速シークエンス解析によりオフターゲット変異部位の
検出を行ったところ、用いた両配列で、ガイド RNA と完全相補となる標的部位以外に 2000 か
所以上の配列が切断されていた。 
 
(4) オフターゲット切断部位の配列の解析 
検出されたオフターゲット切断部位をガイド
RNAとの不適合箇所数（d (Distance) ; 図 4）
により分類した。その結果、検出された切断
点のほとんどが標的配列から 1-4 塩基のミス
マッチを有する配列であることが分かった。 
そこで、まず SaCas9の認識する典型的な PAM
配列（5’-NNGRR-3’; Rは Aまたは G）を持つ
配列について、各 d の配列が、ヒトゲノム中
に存在するうちどの程度が切断されていたか
を評価した。その結果、どちらのガイド RNAに
も共通して、切断割合は dが増加するほどに低
下したが、d=3 の配列でも比較的高い割合で切
断されていた。また、ミスマッチ以外の不適合箇所を含む配列は極端に切断されにくい傾向が示
された（ただし、切断が起こらないわけではない）。 
続いて、SaCas9の認識する典型的な PAM配列（5’-NNGRR-3’）を持たない配列についても同様
に評価した。PAM 配列が典型的な場合と比較して切断割合は低かったが、それでもなお d=0や
1 のガイド RNA との相補性が高い部位では高い割合で切断が起こっていた。また、d が高いほ
ど切断されにくい、ミスマッチ以外の不適合箇所が存在すると切断されにくいという傾向は
PAMが典型的な配列の場合と同様であった。 
 
(5) 考察及び成果の位置づけ 
上記の結果から、SaCas9によるオフターゲット切断は、d=4までの配列で十分起こりうること、
典型的な PAM配列を持たない配列でも起こりうることが明らかになった。したがって、オフタ
ーゲット変異部位の予測・評価を行う際には、非典型的な PAM配列を有する配列も含めて、ヒ
トゲノム上に存在する標的配列との類似配列を評価する必要があることを示した。特に、オフタ
ーゲット部位の予測を行う in silico のソフトウェアについては、ソフトウェアによっては PAM
配列の不一致やミスマッチ以外の不適合箇所を考慮しないものも存在するため、このようなソ
フトウェアを用いるとオフターゲット変異部位を見逃してしまう可能性があることに注意が必
要と考えられる。 

図 3. SaCas9/ガイド RNA の複合体による標的配列切断の確認 
PCR によりゲノム DNA から標的領域を増幅し、これに SaCas9/ガイド RNA 複合体（RNP）
を作用させ、RNP を添加した際にのみ現れる切断された短鎖 DNA のバンドを検出した。 

図 4. 不適合箇所数の指標: Distance 
図に示す 3 種類の不適合箇所の合計を
Distance とし、切断配列を分類した。 
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