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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、クラス1 CRISPRシステムにおけるエフェクター集積のプラットフォ
ームの整備からその有用性の実証、CRISPR-Cas3システムを用いた遺伝子ノックインの最適化を行った。またク
ラス2 CRISPRシステムにおいても、Cas12aを用いた遺伝子ノックインや、ゲノム編集の効率化技術であるLoADシ
ステムの拡張による従来法以上の遺伝子ノックイン効率の向上、転写調節/DNA切断の同時制御（CRISPRaic；
activation, interference, and cleavage）などを実証し、クラス1/クラス2 CRISPRシステムの機能性の拡張に
成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we conducted the development of the effector accumulation 
platform and the demonstration of its usefulness in Class 1 CRISPR system, and the optimization of 
gene knock-in using CRISPR-Cas3 system. In addition, in Class 2 CRISPR system, we demonstrated gene 
knock-in using Cas12a, the enhancement of gene knock-in efficiency compared to the conventional 
method by expanding the LoAD system that was established as a technology for the efficiency 
improvement of genome editing, and simultaneous control of transcriptional regulation and DNA 
cleavage (CRISPRaic; activation, interference, and cleavage). Based on these achievements, we 
succeeded in the expansion of the functionality of Class 1 and Class 2 CRISPR systems.

研究分野： システムゲノム科学

キーワード： ゲノム編集　CRISPR-Cas　遺伝子ノックイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した拡張的技術は、クラス1・クラス2の両システムの長所を最大限に引き出すと共に短所を打ち消
し、これまで困難であった遺伝子改変等を可能とする。たとえばクラス1におけるエフェクター集積のプラット
フォームは、従来のクラス2ベースの技術よりも特異性を高めつつ同等又はそれ以上の転写活性化効果を得るこ
とができ、LoADシステムを拡張した遺伝子ノックイン効率化技術は、高効率なクラス2ベースの遺伝子ノックイ
ンを更に強化することができる。これらの技術は、ゲノム編集は元より転写の調節、エピゲノム編集、およびこ
れらの同時制御などの様々な形で、より高度なシステムゲノム科学研究に活用されるものと期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 近年、ゲノム編集ツールの選択肢が拡大し、特に CRISPR-Cas システムにおいては、従来の Cas9
を筆頭にさまざまなツールが開発され、各ツールを利用したゲノム編集の実施例が蓄積されて
きた。 
自然界に存在する CRISPR-

Cas システムは、2 つのクラス
（1・2）および 6つのタイプ（I
～IV）に分類され、さらに多数
のサブタイプ（I-A, I-B, I-C
など）によって細分化されてい
る。これらの CRISPR-Cas シス
テムのうち、最初にゲノム編集
に利用されたのは、クラス 2 タ
イプIIに分類されるCas9（2013
年～; Cong et al., Science, 
339: 819-823, 2013 & Mali et 
al., Science, 339: 823-826, 
2013）であったが、その後、クラス 2 タイプ V の Cas12a（2015 年～; Zetsche et al., Cell, 
163: 759-771, 2015）、クラス 1 タイプ I-E の Cas3（2019 年～; Dolan et al., Mol Cell, 74: 
936-950.e5, 2019 & Morisaka et al., Nat Commun, 10: 5302, 2019）、クラス 1 タイプ I-D の
Cas10d（2020 年～; Osakabe et al., bioRxiv, 991976, 2020）など、それぞれに特異な特性を
有する多様なシステムが利用可能になった。ゲノム編集ツールとして利用する上では、標的配列
の長さの違いや PAM とよばれる認識モチーフの違い、タンパク質サイズの違いなども影響する
が、これらのシステム間での最大の差異は切断特性の違いである。図１に示すように、Cas9 は
ピンポイントでの切断により平滑末端を生じ、Cas12a はピンポイント切断により突出末端を生
じる。Cas3 は片方向の長鎖欠失を誘導し、Cas10d は両方向への長鎖欠失を誘導する。これらの
特性から、Cas9 や Cas12a は局所的な遺伝子改変に向いており、Cas3 や Cas10d は大規模欠失を
伴う改変に向いているとされてきた。 
 
２．研究の目的 
 
 以上の背景から、本研究では、異なるクラス・タイプの CRISPR システムを組み合わせた新手
法“マルチクラス CRISPR”によって、これまで実現困難であった多重・大規模かつ高精細なゲ
ノム編集を可能にするシステムを確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 クラス1システムとしてCRISPR-Cas3を、クラス2システムとしてCRISPR-Cas9およびCRISPR-
Cas12a を利用しつつ、エフェクター集積システムや遺伝子ノックイン法である PITCh 法、ゲノ
ム編集効率化手法である LoAD 法などを駆使することで、各種 CRISPR システムの機能性を拡張
し、当初計画に基づくゲノム編集のみならず、転写の活性化・抑制やこれらの同時制御システム
の確立を実施した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 2021 年度成果 
クラス 1システムにおいては、ゲノム編集を効率化・制御させるための因子集積のシステム開

発を実施した。各種 RNA アプタマーを付与した crRNA の scaffold を揃えつつ、それに結合する
タンパク質を融合させた任意の因子を標的ゲノム領域に集積させるプラットフォームを構築し、
機能性を実証した。更に、クラス 2システムを用いて実証されてきた、タンパク質タグの利用に
よるより高度な集積についてもクラス 1システムで動作し得ることを確認した。 
 
クラス 2 システムにおいては、MMEJ を利用した独自の遺伝子ノックイン技術である PITCh 法

を、異なるタイプのシステムにも拡張するため、Cas12a を用いた PITCh 法の技術基盤の確立を
進めた。Cas12a では、突出末端で切断されることや PAM の位置が異なることなどから、Cas9 と
同一の設計でノックインを実施することはできず、ノックイン設計の最適化が必要であったが、
適切な設計を見出すことに成功し、PCR レベルおよび配列レベルで正確なノックインが実行でき
たことが確認された。更に、Cas9 を用いた PITCh 法によるノックインについても、効率化技術
として 2018 年に確立した LoAD 法の効果を更に上回るノックイン効率上昇システムの開発に成



功した。 
 
(2) 2022 年度成果 
クラス 1 システムにおいては、CRISPR-Cas3 を用いた遺伝子ノックインの最適化を実施した。

まず、ドナーベクターの構造として、ホモロジー配列の両外側に CRISPR-Cas3 の標的配列を配
し、挿入する遺伝子カセットがプラスミドベクターから切り出されるように設計することで、ノ
ックインの効率が高まることを示した。また、Cas3 と Cascade が単一のベクターから発現する
ように改良を加えた all-in-one ベクターの機能性を実証した。更に、様々なホモロジーアーム
長でのノックインの検証を実施することで、効率的なノックインに必要となるホモロジー配列
長を同定することに成功した。興味深いことに、必要なホモロジー配列長には、ゲノム上の標的
配列の PAM 側と逆側で差異が存在した。 
 
クラス 2 システムにおいては、過去に当グループが開発したゲノム編集の効率化技術である

LoAD システムを拡張し、従来使用していた MS2 以外の RNA アプタマーおよび MS2 コートタンパ
ク質以外の RNA 結合タンパク質のラインナップを整備した。これらを取り入れた拡張型 LoAD シ
ステムの効果を検証したところ、使用する RNA アプタマーや RNA 結合タンパク質によって編集
結果に違いが生じることが明らかとなった。更に、先行研究においてゲノム編集パターンを変化
させることが知られている T5exo-Cas9 と拡張型 LoAD 法を組み合わせた検証を実施した結果、
編集パターンの更なる変化が生じることも示された。 
 
(3) 2023 年度成果 
クラス 1 システムにおいては、遺伝子ノ

ックインの効率化に寄与すると考えられる
転写活性化技術を整備し、高効率な転写活
性化を実現可能なクラス2システム（dCas9）
をベースとした技術に匹敵あるいはそれを
凌ぐプラットフォームを確立した。この過
程で、レポーターアッセイに加えヒト細胞
における内在遺伝子の活性化レベルの定量
を行い、複数の遺伝子座において dCas9 に
転写活性化因子を高度に集積させるTREEシ
ステム（Kunii et al., 2018）と同等または
それ以上の転写活性化を実現した。 
 
クラス 2 システムにおいては、転写活性

化と抑制、および DNA 切断を標的依存的に
同時制御できる CRISPRaic（activation, 
interference, and cleavage）システムを
整備した。CRISPR-Cas9において、ガイドRNA
のスペーサー領域を短縮することで DNA 結
合の活性を保持したまま切断活性を失活さ
せられる特徴を利用し、タンパク質として
切断活性を保持するCas9を利用しつつ標的
配列に応じて転写のコントロールと DNA 切
断を巧みに使い分けられることを示した
（図２）。本成果は、DNA 修復経路の操作を組み合わせた精密かつ高効率な遺伝子ノックインに
役立てられると期待される。 
 
(4) 研究期間全体を通じた成果 
本研究課題では、クラス 1 CRISPR システムにおけるエフェクター集積のプラットフォームの

整備からその有用性の実証、CRISPR-Cas3 システムを用いた遺伝子ノックインの最適化を行った。
またクラス 2 CRISPR システムにおいても、Cas12a を用いた遺伝子ノックインや、LoAD システム
の拡張による従来法以上の遺伝子ノックイン効率の向上、転写調節/DNA 切断の同時制御などを
実証し、クラス 1/クラス 2 CRISPR システムの機能性の拡張に成功した。 
 
本研究で開発した諸般の拡張的技術は、クラス 1・クラス 2 の両 CRISPR システムの長所を最

大限に引き出すと共に短所を打ち消し、これまで困難であった遺伝子改変等を可能とするもの
である。たとえば、クラス 1 CRISPR におけるエフェクター集積のプラットフォームは、従来の
クラス 2 ベースの技術よりも標的特異性を高めつつ同等又はそれ以上の転写活性化効果を得る



ことができ、LoAD システムを拡張した遺伝子ノックイン効率化技術は、高効率なクラス 2 ベー
スの遺伝子ノックインを更に強化することができる。これらの技術は、ゲノム編集は元より、転
写の活性化・抑制、エピゲノム編集、およびこれらの同時制御などの様々な形で、より高度なシ
ステムゲノム科学研究に活用されていくことが期待される。 
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