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研究成果の概要（和文）：本研究では、単鎖抗体フラグメント(scFv)をCas9と融合した新規ツール(scFv-Cas9)
を構築し、白血病の原因であるキメラ遺伝子を標的としたgRNAと共に用いることで、分子標的薬と抗体医薬の利
点を併せ持った新規治療法開発を目指した。そのために、i）培養細胞を用いたキメラ遺伝子特異的ゲノム編集
系の確立、ii) scFv-Cas9ツールの構築とマウス個体レベルでの解析、を進めた。その結果、キメラ遺伝子を欠
損させることで白血病細胞を除去できる可能性を示唆する結果を得た。しかしながら、scFv-Cas9タンパク質の
精製が困難であったことから、その評価ができておらず、引き続き検討していきたい。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop novel therapeutic tools that combine the 
advantages of molecularly targeted drugs and antibody drugs by applying genome-editing technology. 
Specifically, we attempted to construct a novel tool (scFv-Cas9) by fusing a single-chain antibody 
fragment (scFv) with Cas9 protein, and used it together with gRNA targeting leukemia-causing 
chimeric genes. Here, we tried to i) establish a chimeric gene-specific genome editing system using 
cultured cells, and ii) develop the scFv-Cas9 tool and analyze it in the mouse. The results suggest 
that deletion of the chimeric gene eliminate leukemic cells. However, the scFv-Cas9 tool itself has 
not yet been evaluated because of the difficulty in purifying the scFv-Cas9 fusion protein. We will 
further improve the purification method and investigate other fusion methods.

研究分野： 遺伝子工学

キーワード： ゲノム編集　遺伝子治療　白血病

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
in vivo遺伝子治療成功の鍵は、いかに正確且つ適切にゲノム編集ツールを患部の細胞へデリバリーできるか
と、いかに副作用を回避できるかなどにある。今回開発を目指した系が期待通りに動くのであれば、標的細胞の
特異性と標的DNAの特異性の２点で、キメラ遺伝子を有する白血病細胞のみに治療効果をもたらすさことがで
き、正常細胞への副作用が回避できると考えられる。それが本システムの特徴であるが、scFv領域やgRNAは他の
抗原やDNA領域を標的としたものに自在に変更可能であることから、幅広い分野の研究にも応用可能である。

※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 
慢性骨髄性白血病は、染色体間の転座に伴い恒常的に活性化したチロシンキナーゼである BCR-
ABL1 キメラ遺伝子産物が生じたことにより発症する。その治療薬としては、チロシンキナーゼ
阻害剤などの分子標的薬(Druker et al. N. Engl. J. Med. 2001)や、CAR-T 細胞による免疫細
胞療法が効果を示すことが報告されている(David et al. N. Engl. J. Med. 2011)。実際に CAR-
T 細胞療法は、2019 年に日本国内においても新規治療法として承認されがん免疫療法として期
待されている。しかしながら、これら治療法において、薬剤抵抗性細胞の出現(再発)や正常細胞
への影響(副作用)など、見逃せない課題も多く残されている(Baccarani et al. Leukemia 2019, 
Neelapu et al. Nat. Rev. Clin. Oncol. 2018)。 
これらの課題は、白血病の原因遺伝子変異そのものを排除(遺伝子治療)することで、抜本的に
解決できるものと考えられる。それを可能とする手法の一つに CRISPR に代表されるゲノム編集
技術があるが、それを遺伝子治療に応用する際の極めて重要な課題の一つが、ゲノム編集試薬を
如何に効率よく標的細胞に送達（デリバリー）できるかである。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ゲノム編集技術を応用し、分子標的薬と抗体医薬の利点を併せ持った、革新的な
新規治療薬を開発することで、上述の懸念事項の根本的な解決を目指す。具体的には、CAR-T 細
胞で使用される単鎖抗体フラグメント(scFv: single-chain variable fragment [B 細胞表面抗
原(CD19)を標的としたもの])を、Cas9タンパク質と融合した新規ツール(scFv-Cas9)を構築する。
それを、白血病の原因遺伝子(BCR-ABL1 や MYC-IGH)を標的とした gRNA と共に血中に注入する。
CD19陽性B細胞に scFv-Cas9が結合すると、エンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれ、
一部の scFv-Cas9 が遊離・核移行し BCR-ABL1または MYC-IGHを破壊する、すなわち腫瘍特異的
なゲノム編集が生じる可能性がある。これにより、抗体医薬の特性を利用したデリバリー系とゲ
ノム編集技術を融合した、より特異性の高い革新的な治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
 新しいコンセプトに基づく慢性骨髄性白血病の新規治療薬の開発を目指し、（１）培養細胞を
用いた融合遺伝子特異的なゲノム編集系の確立、および（２）scFv-Cas9ツールの構築とマウス
個体レベルでの解析、を進めた。方法の詳細については研究成果の中で記す。 
 
４．研究成果 

（１） 培養細胞を用いた融合遺伝子特異的なゲノム編集系の確立 

原因キメラ遺伝子特異的にゲノム編

集を引き起こすことで、がん細胞特異

的な排除が可能であるかを検証するこ

ととした。そのためにまず、BCR-ABL1

キメラ遺伝子を有する K562 細胞およ

び同様なメカニズムで血球がん細胞の

起因に関与する IFH-c-myc キメラ遺

伝子を有する Daudi 細胞の融合遺伝

子を標的とした gRNA を設計した。これ

らの細胞からゲノム DNA を抽出し、

Daudi に関しては融合遺伝子の境界（junction）部分と IGH の Eµ 領域、Myc 領域、K562 に関して

は融合遺伝子の境界（junction）部分と BCR 側、ABL 側、それぞれの gRNA 設計候補領域の DNA

塩基配列を確認した。一部、既報のゲノム DNA 配列と異なっていたが、今回確認した DNA 配列

をもとに gRNA の設計を行った。 BCR-ABL1 に関しては、2020 年に同様のコンセプトの論文（Nat 

Commun. 2020 11:5060）が発表されたため、そこで使用された gRNA も用いることとした。in vitro で

切断活性を確認後(図１)、sgRNA 発現ベクター(CFP 蛍光遺伝子発現カセット含む)として作製した。

それらを Cas9 安定発現 K562/Daudi 細胞（本研究にて作成）に導入した。その結果、sgRNA 発現

ベクター内に含まれている CFP 発現は確認できたものの、それらの細胞でゲノム編集による影響

を確認することはできなかった。 

 

細胞内での gRNA/Cas9 複合体の形成効率が低いことが原因である可能性等を考え、次に、細

胞外で形成した複合体(RNP：蛍光タンパク質融合 Cas9 と gRNA[gRNA-1 と gRNA-3 の組合せ,以

降 BCR-ABL と表記])を Cas9 発現カセットを有していない野生型 K562 細胞株に導入することを試

みた。蛍光タンパク質融合 Cas9 の導入条件を検討後、実際にキメラ遺伝子に作用する RNP およ
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そのためにまず、BCR-ABL1キメラ遺伝子を有する K562細胞および同様なメカニズムで血球
がん細胞の起因に関与する IFH-c-myc キメラ遺伝子を有する Daudi 細胞が標的となるような
gRNA をそれぞれ 4 種類ずつ設計(イントロン領域およびキメラ遺伝子の接合部位を標的とし
たもの)し、切断活性を確認後(図 2)、sgRNA発現ベクター(CFP蛍光遺伝子発現カセット含む)
として作製した。それらを Cas9 安定発現 K562/Daudi 細胞[共同研究者の八幡教授より提供]
に導入した。その結

果、sgRNA 発現ベク
ター内に含まれてい

る CFP発現は確認で
きたものの、それら細

胞ではゲノム編集に

よる影響を確認する

ことはできなかった

(図 3参照)。この原因
として、細胞内での

gRNA/Cas9の効果が
思わしくなかったことが考えられた。 

そこで次に、野生型 K562細
胞株のみを用いて、蛍光タン

パク質を融合させた Cas9 と
gRNA(図 1 の gRNA-1 と
gRNA-3 の組合せのみ使用
[以降 BCR-ABLと表記])を複
合体(RNP)として導入するこ
とを試みた。蛍光タンパク質

を融合させた Cas9 の導入条
件を検討後、実際にキメラ遺

伝子に作用する RNP および
コントロールの RNP を導入
した。蛍光細胞のみを分離し

た後、それぞれにおけるコロ

ニー形成能、および死細胞率

の評価を行った結果、ゲノム

BCR-ABL1 gRNA-2 gRNA-3 gRNA-4gRNA-1

deletion

図1：BCR-ABL1キメラ遺伝⼦を標的としたゲノム編集
設計したgRNAのいくつかの組合せを⽤いることにより、BCR-ABLキメラ遺伝⼦特異的なゲ
ノム編集(large deletionやinversion含む)を引き起こす。これにより、チロシンキナーゼの恒
常的活性化によるがん細胞の除去が可能か否かを検証する。

+ - + - + - + -
gRNA-1 gRNA-2 gRNA-3 gRNA-4

Cas9 + - + - + -
gRNA-5 gRNA-6 gRNA-7

Cas9

図2：設計したgRNAの切断活性の確認
K562細胞由来のBCR-ABL1キメラ遺伝⼦(A)、Daudi細胞由来のIGH-cmycキメラ遺伝⼦(B)を標
的として設計したgRNAの切断活性を確認した。その結果、各gRNA配列によって切断効率
は異なるものの、全てのものが機能することが分かった。

(A) (B)

図3：Cas9安定発現K562細胞株を⽤いた本研究コンセプトの検証
(A)レンチウイルスベクターを⽤いたCas9安定発現K562細胞株(レポーターとしてeGFP
遺伝⼦を含んでいる)とそれを⽤いたgRNA発現ベクターの遺伝⼦導⼊結果の例。
(B)様々なgRNAをCas9安定発現細胞株に導⼊後、deletionの確認を⾏った。しかしなが
ら、全てにおいて⽬的のバンド(300bpほど)を確認することが出来なかった。
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図１：gRNAの切断活性の確認
K562細胞由来のBCR-ABL1キメラ遺伝⼦(A)、Daudi細胞由来のIGH-
cMycキメラ遺伝⼦(B)を標的としたgRNAの切断活性を確認した。



びコントロールの RNP を導

入した。FACS にて蛍光細

胞のみを分離後、コロニー

形成能および死細胞率の

評価を行った結果、ゲノム

編集を施した細胞では死細

胞率が高く、且つコロニー

形成能が低いことが分かっ

た(図２A,B)。mRNA および

DNAレベルでの解析では、

large deletion を含めた様々

なパターンのゲノム編集が

生じていることが分かった

(図２C,D)。以上の結果か

ら、キメラ遺伝子特異的な

ゲノム編集により、がん細胞

を特異的に除去できる可能

性が示唆された。 

 

更に、scFv-Cas9ツールが目的の細胞（例えば CD19 発現 B細胞）に期待通りに送達され、ゲノ

ム編集が生じたことを簡便に評価する系の開発を進めた。具体的には、読む枠をずらした状態の

赤蛍光遺伝子発現カセットとそれを標的としたgRNA発現

カセットを有するプラスミドを構築し、それを K562 細

胞に導入した。これは、Cas9 が存在する時（Cas9 が K562

細胞内に送達された時）にのみ赤蛍光を発現するシステ

ムである。一過性発現実験によってこの蛍光発現評価シス

テムが働くことを確認した後に（図３）、レポーターカセット

を有する K562 細胞株を樹立した。現在、その細胞株を用

いて評価系の確認を進めているところである。 

 

（２） scFv-Cas9ツールの構築とマウス個体レベルでの解析 

CAR-T細胞で実績のある既知の抗 CD19 scFv

領域(B 細胞を標的)について、Cas9 遺伝子と融

合させた DNA プラスミドを構築した。今回は in 
vivo ゲノム編集評価系マウスを用いての概念実

証実験に用いるためのツールとして、マウス

CD19 に対する scFv 領域を用いた。Cas9 タンパ

ク質の N末端側に scFv を融合させたものを作製

した。大腸菌でのタンパク質調製用のものと、動

物細胞で発現させるための発現用のもの、さらに

scFv と Cas9間のリンカーを変えたもの、などを加

えた複数種類の plasmid を作製した。タンパク質調製用のものに関しては、His タグを有する scFv-

Cas9 を大腸菌内で発現させて精製を試みたが、可溶性画分ではなく不溶性画分の方に含まれて

しまい、精製が難航した（図４）。尿素による変性後にリフォール

ディングさせたものに関しては、SUMO 部分が含まれていること

が原因かもしれないが、Cas9 の活性を有していないようであっ

た。 

 

その後、SUMO 部分を除去しリンカー領域を置換した新たな

plasmid を複数作成し、大腸菌ではなく無細胞系での合成を行

った。その結果、上記と同様に不溶性画分に多くのタンパク質

が含まれていたものの、一部は可溶性画分にも含まれていた。

しかしながら十分量合成することは困難であり、条件検討が必

要であると考えられた（図５）。 

 

明視野像 蛍光像

ゲノム編集なし

ゲノム編集あり

図３：培養細胞を⽤いたゲノム編集評価系
システムの開発

BL21(DE3)pLysS発現結果

M：プレシジョンPlusデュアルスタンダード(BioRad)
1：発現誘導前のサンプル
2：発現誘導後の不溶性画分
3：発現誘導後の可溶性画分

泳動条件：
5-20% ポリアクリルアミドゲル
20mA 約70分

泳動buffer：
25mM Tris pH 8.3
192mM Glycine
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Rosetta-gami 2(DE3)pLysS発現結果

M：プレシジョンPlusデュアルスタンダード(BioRad)
1：発現誘導前のサンプル
2：発現誘導後の不溶性画分
3：発現誘導後の可溶性画分

泳動条件：
5-20% ポリアクリルアミドゲル
20mA 約70分

泳動buffer：
25mM Tris pH 8.3
192mM Glycine
0.1% SDS

M    1       2      3  M     1     2      3               

CBB染色 His-Tagウェスタン

Rosetta-gami 2(DE3)pLysS発現結果

M：プレシジョンPlusデュアルスタンダード(BioRad)
1：発現誘導前のサンプル
2：発現誘導後の不溶性画分
3：発現誘導後の可溶性画分

泳動条件：
5-20% ポリアクリルアミドゲル
20mA 約70分

泳動buffer：
25mM Tris pH 8.3
192mM Glycine
0.1% SDS

M    1       2      3  M     1     2      3               

CBB染色 His-Tagウェスタン

BL21(DE3)pLysS発現結果

M：プレシジョンPlusデュアルスタンダード(BioRad)
1：発現誘導前のサンプル
2：発現誘導後の不溶性画分
3：発現誘導後の可溶性画分

泳動条件：
5-20% ポリアクリルアミドゲル
20mA 約70分

泳動buffer：
25mM Tris pH 8.3
192mM Glycine
0.1% SDS

M    1       2      3  M     1     2      3               

CBB染色 His-Tagウェスタン

図４：scFv融合Cas9タンパク質(scFv-Cas9)の大腸菌での発現
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図５：scFv融合Cas9タンパク質(scFv-Cas9)のin vitro発現
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編集を施した細胞で

は死細胞率が高く、

且つコロニー形成能

が低いことが分かっ

た(図 4A,B)。更にゲ

ノム編集による影響

を評価した結果、

mRNA レベルおよ

び DNA レベルで

large deletion が起

こっているだけでな

く(図 4C)、様々なパ
ターンのゲノム編集

も起こすことができ

ていることが分かっ

た(図 4D)。以上の結

果から、キメラ遺伝

子特異的なゲノム編集により、がん細胞特異的な除去の可能性を示唆することができた。今後

は、様々な gRNA の組合せを用いることで、更に効率良くがん細胞を排除することが可能とな

るのか、Daudi細胞を用いた同様の検証、およびマウス個体を用いた実験も行なっていきたい

と考えている。 
 

 

2) 疾患モデル動物を用いた遺伝子治療法の開発 
前年度までに、ヒト型フェニルケトン尿症（PKU）モデルマウス、ディシェンヌ型筋ジストロ

フィー（DMD）モデルマウスを確立し、ヒトの疾患と同様の表現型を示すことを確認済みであ

った。今回、PKU モデルマウスの方に注目し、その遺伝子治療に使用するゲノム編集システム

の確立と、実際の遺伝子治療を試みた。 
 
＜PKU モデルマウス＞ 
PKU モデルマウス関して、これ

までに Pah-R111 と Pah-R413P
の 2 系統の PKU マウスの作製を

行った。実際のヒトの患者で見ら

れるのは、異なる変異をヘテロで

有する複合ヘテロ接合体の場合が

多い。そのため、作製された 2 系

統を交配により掛け合わせ、

p.R111X と p.R413P をそれぞれ

のアレルにヘテロで有する複合ヘ

テロ接合体 PKU マウス (Pah-
R111X/R413P)を作製した。この

マウスを用いて、対立遺伝子交換

(AE)または相同染色体を利用し

た組換え修復(IHR)による遺伝子

図4：キメラ遺伝⼦特異的なゲノム編集によるがん細胞除去の可能性
K562細胞由来のBCR-ABLキメラ遺伝⼦を標的として、ゲノム編集を⾏った結果、BCR-ABL1
gRNAを⽤いたものでは、死細胞率(A)が⾼く、且つコロニー形成能(B)が減少していた。更に、
RNA/DNAレベルにおいてもキメラ遺伝⼦間におけるlarge deletionが⽣じている(C)だけでな
く、inversionも⽣じていることが⽰唆された(D)

0

10

20

30

40

50

%
 A

nn
ex

in
 V

+/
PI

+

0

100

200

300

400

500

# 
co

lo
ni

es

(C)

(D)

cont. N.C BCR-ABLgRNA

導⼊3⽇後 導⼊5⽇後 導⼊8⽇後

cont. N.C BCR-ABLgRNA

(A) (B)

BC
R-

AB
L

BC
R-

AB
L

co
nt

. 

N.
CgRNA

co
nt

. 

N.
CgRNA

RNA DNA

BC
R-

AB
L_

1
BC

R-
AB

L_
2

co
nt

._
1 

co
nt

._
2 

BC
R-

AB
L_

1
BC

R-
AB

L_
2

co
nt

._
1 

co
nt

._
2 gRNA gRNA

図 5 Pah-R111X/R413PマウスとPKU遺伝子治療戦略
の模式図
(A)野生型とPah-R111X/R413Pマウスの被毛の色を比
較した画像。左が野生型で右がPah-R111X/R413Pマウ
スである。
(B) 対立遺伝子交換 (AE)を利用した遺伝子治療戦略を
示した模式図。Pah遺伝子に赤色で示されたR111X変異
をもつアリルと黄色で示されたR413P変異をもつアリルが
示されている。図の黄色の稲妻はCRISPR/Cas9による二
本鎖切断を表す。
(C)相同染色体を利用した組換え修復 (IHR)を利用した
遺伝子治療戦略を示した模式図。緑色の稲妻はニッ
カーゼによる一本鎖切断を表す。
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図５ 複合ヘテロ接合体PKUマウスの遺伝⼦治療戦略
(A) 対⽴遺伝⼦交換 (AE)を利⽤した遺伝⼦治療戦略を ⽰した模式図。Pah遺伝⼦に⾚
⾊で⽰されたR111X変異をもつアリルと⻩⾊で⽰されたR413P変異をもつアリルが⽰
されている。図の⻩⾊の稲妻はCRISPR/Cas9による⼆本鎖切断を表す。
(B) 相同染⾊体を利⽤した組換え修復 (IHR)を利⽤した遺伝⼦治療戦略を⽰した模式
図。緑⾊の稲妻はニッカーゼによる⼀本鎖切断を表す。
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図２：キメラ遺伝子特異的なゲノム編集によるがん細胞除去の可能性
K562細胞由来のBCR-ABL1キメラ遺伝子を標的としてゲノム編集を行った
結果、BCR-ABL1 gRNAを用いたものでは死細胞率が高く(A)、且つコロニー
形成能が減少していた(B)。RNA/DNAレベルでは、キメラ遺伝子間において
欠損(C)や逆位(D)が生じていた。



動物細 胞 発 現

用の plasmid に関

しては、ハイドロダ

イナミクス法にて独

自のゲノム編集レ

ポーターマウス（以

下の補足参照）の

肝臓に導入したと

ころ、肝細胞内で

ゲノム編集を引き

起こすことがわか

り、scFv 融合 Cas9 は活性を有していることが明らかとなった（図６）。しかしながら、scFv-Cas9 が細

胞外に分泌されて B 細胞まで移動し、そこでゲノム編集が生じているかに関して FACS で脾臓細

胞を調べたところ、脾臓細胞ではゲノム編集が生じていなかった。 

 

補足 

scFv-Cas9 の in vivo 評価を行うために、ゲノム編集レポーターマウス（１塩基欠損して読み枠が

ずれた GFP 遺伝子を有しており、ゲノム編集によって読み枠が回復した細胞のみが緑蛍光を発す

る：Miura ら Mol Ther Nucleic Acids 2021）に関して今回新たな改良を行った。scFv-Cas9 をタンパ

ク質と gRNA の複合体(RNP)として送達する実験では問題とならないが、scFv-Cas9 プラスミドを肝

臓に送達した後に、肝細胞で scFv-Cas9 を発現・分泌させて B 細胞への送達を試みる場合には、

gRNA が期待通りに scFv-Cas9 と複合体を作って分泌される必要がある。しかし、scFv-Cas9 と

gRNA が複合体を形成して分泌されるかは定かではないため、gRNA を全身で発現するトランスジ

ェニック(Tg)マウスを作製し、ゲノム編集レポーターマウスと交配して得たダブル Tg マウス（図７）を

in vivo評価に使用した。これにより、scFv-Cas9 が肝臓から血中に分泌された場合、それが gRNA

と複合体を形成していなくとも、標

的細胞に送達された後に標的細

胞内で発現する gRNA と複合体を

形成してゲノム編集が生じることが

期待される。なお、gRNA Tgマウス

の作製には、我々が開発した i-
GONAD 法を 使 用 し 、 380bp の

gRNA 発現カセット（U6 promoter-

gRNA カセットと相同領域を含む

500 塩基の ssDNA ドナーを導入）

を ノ ッ クイン し た 。 こ れ ま で i-
GONAD法では 200 塩基以上の長

さの配列のノックインは難しいとさ

れていたが、今回、約 40%という極

めて高効率でのノックインが可能で

あることが示された。 

 

＜まとめおよび今後の課題＞ 

 融合遺伝子を標的としたゲノム編集は期待通りに働き、標的融合遺伝子を欠損させることができ

た。また、それにより白血病細胞を除去できる可能性を示唆する結果を得た。したがって、使用した

gRNA を用いて転座遺伝子のチロシンキナーゼドメインを欠損させて根本的な要因を排除すること

で、正常細胞への副作用を回避しつつ白血病の治療ができるものと期待される。しかしながら、

CD19 を発現する白血病細胞を標的として scFv-Cas9 を送達する部分に関して、目的の scFv-

Cas9 の精製が困難であったことから scFv-Cas9 ツール自体の評価がまだできていない。scFv-

Cas9 に親水性のアミノ酸を含んだペプチドを付加する、あるいは scFv 部分と Cas9 部分を別々に

精製してから結合させる、Cas9 を含んだ VLPや LNP の膜上に scFv を発現させる、などの何らか

の工夫が必要なものと考えられ、これらに関して今後検討していく予定である。VLP に関しては、特

に最近開発された SENDシステム(Segel ら Science 2021, Gurumurthy ら Nat Protoc 2022)への応

用を考えている。VLP の膜上に scFv を発現させるコンセプトも最近報告されたこともあり(Hamilton

ら bioRxiv 2023)、今後世界中の研究者によって開発が進んでいくシステムとなると考えられる。 
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