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研究成果の概要（和文）：DNA切断反応を伴うゲノム編集は、不可逆な反応であり、編集したDNA機能を恒久的に
変えてしまうため生体分子が時空間的に複雑に関与する生命現象を制御する方法には向いていない。
本研究では、時空間制御可能なRNA編集技術として、RNA標的型CRISPR-Casシステムの光制御技術を開発した。
Ruminococcus flavefaciens strain XPD3002由来のCas13タンパク質を基に、光操作可能なCas13を開発し、青色
光依存的にレポーター遺伝子や内在性遺伝子のRNAノックダウンに成功した。in vivoでの応用も検証し、マウス
肝臓でレポーター遺伝子のRNAノックダウンに成功した。

研究成果の概要（英文）：Genome editing involving DNA cleavage reactions is an irreversible reaction 
that permanently alters the edited DNA function, making it unsuitable to control biological 
phenomena in which biomolecules are intricately involved in a spatiotemporal manner.
In this study, we developed a light-regulated RNA-targeted CRISPR-Cas system as a spatiotemporal 
controllable RNA editing technology, based on the Cas13 protein from Ruminococcus flavefaciens 
strain XPD3002, which can be light-operated and used to control reporter genes and endogenous genes 
in a blue light-dependent RNA knockdown of reporter genes and endogenous genes. In vivo application 
was also verified. RNA knockdown of reporter genes was successfully achieved in mouse liver.

研究分野： ケミカルバイオロジー・

キーワード： 光制御技術　CRISPR-Casシステム　Cas13　RNA編集　RNAノックダウン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
可逆的な分子であるRNAは、時空間的な変化に伴い、細胞や組織中での発現が時々刻々と変化することが、疾患
や発生・分化といった生命現象に結びついている。RNA機能を時空間制御する技術が確立されれば、生命現象を
解明する手助けになる。既存技術としてRNAノックダウンやエクソンスキップによって発現を制御するRNA干渉が
ある。しかし、RNA干渉は、時空間的な制御が難しく、抗標的により望まないRNA機能まで阻害する。RNA干渉で
は困難な時空間精度で可逆的かつ反復的にRNA編集する技術が確立すれば、RNA修飾や書き換え技術と組合せて、
生命科学研究だけでなく医療応用やゲノム編集に代わるし技術として期待できる。

※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 
CRISPR-Cas9 システムが報告されて以降、ゲノム編集技術の発展が急速に進んでおり、生命科学
や産業においてなくてはならない存在となっている。しかし、Cas9 によるゲノム編集は、DNA の
二本鎖切断反応を伴う不可逆な反応であるため、一度編集された DNA の遺伝情報を修復するの
は永久に不可能である。そのため、さまざまな生体高分子が時空間特異的に複雑に関与し合うよ
うな生命現象のダイナミクスを理解し制御することは、ゲノム編集技術だけでは困難である。一
方で、可逆的な分子である RNA は、時間的・空間的な変化に伴い、特定の細胞や組織中での発現
が時々刻々と変化することで、疾患や発生・分化といったさまざまな生命現象に結びついている。
もし、RNA の機能を時空間制御することができる技術が確立されれば、さまざまな生命現象の機
能を解明する手助けになると予想される。RNA の機能を制御する既存技術として、RNA のノック
ダウンやエクソンスキッピングによってタンパク質の生成を制御する RNA 干渉がある。しかし、
RNA 干渉は、時空間的な制御が難しく、反復性も乏しいといった問題がある。また、オフターゲ
ットによる非特異結合により、望まない RNA の機能までも阻害してしまう。そのため、RNA 干渉
では不可能な高い時空間精度で可逆的かつ反復的に RNA を自由自在に編集する技術の開発が強
く望まれる。この技術が開発されれば、RNA の修飾や書き換え技術とも組み合わせることで、RNA
編集の足場として、生命科学研究だけでなく医療への展開やゲノム編集に代わる新技術として
期待できる。 
 
２．研究の目的 
ゲノム編集は、二本鎖 DNA の切断反応を伴う不可逆な反応であり、編集した DNA の機能を恒久的
に変えてしまう。そのため、生体高分子が時空間的に複雑に関与する生命現象を理解し、制御す
る目的には向かない。一方で、RNA は可逆的であり、タンパク質の設計図としての役割だけでな
く、RNA 自身が、特定の細胞や組織の中で、時々刻々と発現を変化させていることで、遺伝性疾
患の原因や細胞機能といった生命現象に深く関与しているので、RNA の機能を時空間特異的かつ
反復的に制御する技術開発が必要である。そこで、本研究では、RNA 標的型 CRISPR-Cas システ
ムである Cas13タンパク質の働きを光で操作する技術(PA-Cas13d)の開発を行う(図１)。 
① 光によるRNAのノックダウンの評価をレポーターおよび内在性遺伝子で行う。 
② マウス生体内においても光依存的なノックダウンが可能か検証する。 
以上の目標を達成することで、光操作による RNA 編集技術の実用性と有効性を実証する。 
 
３．研究の方法 
本研究ではまず、Cas13の分割位置の探索を行う。そのため、Ruminococcus flavefaciens strain 
XPD3002由来の Cas13dに着目した。CasRxに着目した理由は哺乳類細胞で高い活性示すことや
Cas13 の中でも小型であり、光スイッチタンパク質を付与してもアデノ随伴ウイルス(AAV)ベク
ターに搭載できるため、将来的な応用を目指したときに最も魅力的である。CasRxの分割は、２
分割されたときには RNA 編集活性を持たず、青色光照射したときのみ RNA 編集活性を取り戻す
位置で行う。通常、分割位置の検討は結晶構造をもとに行うが、Cas13d の構造は明らかにされ
ていない。しかし、同種の EsCas13dはクライオ電子顕微鏡による構造が報告されている(Zhang 
et al., Cell 2018)。EsCas13dの構造(PDB ID:6e9f)とアミノ酸の一次配列を CasRxのアミノ酸
の一次配列と比較して２分割する位置を検討した。並行して、タンパク質立体構造予測プログラ
ムである AlphaFold２を導入し、得られた CasRxの予測構造からも分割位置を検討し、最終的な
分割位置を決定した。CasRxのそれぞれの分割位置には青色光依存的に二量体化する光スイッチ
タンパク質「Magnet システム」を導入する。暗所下では RNA 編集活性は示さず、青色光依存的
に RNA 編集できる PA-Cas13dを開発した(図１)。 
評価方法は蛍光タンパク質やルシフェラーゼなどのレポーター遺伝子を用いて行った。 
 次に、開発したPA-Cas13dが光依存的に内在性遺伝子のRNAをノックダウンできるか調べた。そ
のため、内在性遺伝子をターゲットにしたガイドRNAを作成して、PA-CasRxと共に哺乳類細胞で
ある293FT細胞に導入する。PA-CasRxには蛍光タンパク質をレポーターとして付与しておき、レ
ポーターがポジティブな細胞をセルソーターで回収してRNAを抽出する。抽出したRNAからcDNA
を合成して、青色光依存的な内在性遺伝子のノックダウン効率を定量的リアルタイムPCR法で調
べた。PA-Cas13dの性能を検証したら、in vivoにおける光依存的なRNA編集の検討を行った(課題
４)。マウスの尾静脈からPA-Cas13d、crRNA、レポーター遺伝子の３種類のプラスミドDNAを導入
し、マウス肝臓において光依存的にレポータ遺伝子がノックダウンされるかをどうか検証した。 
 
４．研究成果 
光依存的な RxCas13d(以下 PA-Cas13d)を開発するため、Cas13d の予測構造から青色光依存的に
二量体化する光スイッチタンパク質(Magnet システム)を導入する分割位置探索を行った(図１)。 



図１ Magnet システムの原理と PA-Cas13d を開発するための分割位置探索. 申請者の所属する
グループが先行研究で開発した青色光スイッチタンパク質「Magnet システム」(Nature 
Communications, 6, 6256 (2015))。(a)青色光に応答して二量体を形成し、暗所に戻すと単量
体に戻る。任意のタンパク質 A・Bを連結することで、その結合・解離を光照射の ON/OFFで制御
できる。(b)AlphaFold2より得られた Cas13dの予測構造を基に分割位置の探索を行う. 分割位
置で Cas13dタンパク質を分割すると、Cas13dの N末端断片（黄）、Cas13dの C末端断片（青）
が得られる。分割位置に Magnetシステムを連結した。 
 
Cas13d の予測構造を基に分割した Cas13d が、青色光依存的に RNA 切断活性を取り戻すのか、
HEK293FT 細胞にプラスミド DNA として導入し、暗所に置いたプレートと青色光を照射したプレ
ート間でルシフェラーゼレポーター遺伝子の発現に差があるか検証した(図 2)。検証の結果、暗
所下(Dark)ではルシフェラーゼレポーターの発光値が低下せず、青色光依存的(Light)にルシフ
ェラーゼの発光値が低下する分割位置を発見できた。特に分割位置 9、10、12は、暗所下での活
性が低く、かつ青色光照射時のレスポンスが優れていた。さらに内在性遺伝子のノックダウンの
検証を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 分割して Magnetシステムを導入した Cas13dとルシフェラーゼレポーター遺伝子、crRNA
を HEK293FT細胞に発現させて、暗所下及び青色光を照射した際のルシフェラーゼの発光値の変
化。縦軸は、ルシフェラーゼの発光値、横軸は、分割位置と全長体の Cas13dを示している。分
割位置によって異なる発光値を示している。 
 
ルシフェラーゼレポーターによる分割位置のスクリーニングによって、青色光依存的に RNA ノ
クダウン活性を取り戻す PA-Cas13d が得られたので、次に内在性遺伝子の RNA ノックダウンが
可能か検証を行った(図 3)。その結果、光依存的に内在性遺伝子の RNA ノックダウンが可能であ
ることが明らかになった。暗所下での RNA ノックダウン活性もほとんど見られなかったことか
ら、光による堅固な制御ができていることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 PA-Cas13dを用いた光依存的な内在性遺伝子の RNA ノックダウン活性の評価。縦軸は、各
標的遺伝子の相対遺伝子発現量(GAPDHに対する相対量)を表している。横軸は、標的にした内在
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性遺伝子及び、Targetあるいは Non-target crRNA を導入した際の結果を示している。各遺伝子
において、Target crRNA を導入した際に光依存的に標的とした内在性遺伝子の RNA の発現量が
低下していることが示された。 
 
最後に、in vivoでの検証を行った(図 4)。マウスの尾静脈から PA-Cas13dと crRNA、ルシフェ
ラーゼレポーター遺伝子のプラスミド DNA を導入した。プラスミド DNA を導入したマウスを光
照射するグループと暗所下に置くグループに分けて飼育した。マウスの腹部の体毛を剃毛し、24
時間の青色光照射を行った。その後、ルシフェラーゼの基質であるルシフェリンを腹腔内注射で
投与し、マウスの肝臓におけるルシフェラーゼの発光を観察したところ、光依存的に変化してい
ることが確認できた(60%ダウン)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 マウス生体内での青色光依存的な RNA ノックダウンの評価。Target_Dark, Non-
target_Dark, Non-target_Light と比較して、Target_Light では顕著に肝臓でのルシフェラー
ゼの発光が低下していることがわかる(図 4 左側のマウス腹部の写真)。左図を数値化したのが
図 4右側である。縦軸は、ルシフェラーゼの発光値、横軸は、暗所下及び光照射時の Target crRNA, 
Non-target crRNA の結果を示している。 
 
今後は、PA-Cas13dの RNA ノックダウン活性を失活させた PA-dCas13dによるエクソンスキップ
の評価やさらなる応用を目指して、アデノ随伴ウイルスベクターに搭載して、マウスでの長期発
現による RNA の反復的なノックダウンの検証を進める。 
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