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研究成果の概要（和文）：コピー数多型（CNV）は、ゲノム上の重複、欠失などを表し、癌や精神疾患などの様々な疾
患の原因と考えられている。それら疾患の病態解明、治療法の開発のためにはCNVモデルの開発が必須である。本研究
では、最新のゲノム編集技術を用いて、簡便、高速、高効率を兼ね備えた「次世代」染色体工学の確立を目指した。実
際にゲノム編集技術と相同組み替え用遺伝子を用いて、長い（Mbオーダー）ゲノムの欠損を作製することに成功した。
ゲノム編集技術による「次世代」染色体工学の開発により、CNVの作製は革新的に早くなり、網羅的ヒトCNVモデルの構
築が可能になり、また将来のゲノム治療の基盤的技術となりうる。

研究成果の概要（英文）：In the CRISPR-Cas9 system, a single guide RNA (sgRNA) directs the endonuclease 
Cas9 to a targeted DNA sequence for site-specific manipulation. The sgRNA has also been shown to play a 
role in activating the endonuclease activity of Cas9. This dual function of the sgRNA likely underlies 
observations that different sgRNAs have varying on-target activities. We evaluated the cleavage 
activities of 218 sgRNAs using in vitro Surveyor assays. We found that nucleotides at both PAM-distal and 
PAM-proximal region of the sgRNA are significantly correlated with on-target efficiency. Furthermore, we 
demonstrated that the genomic contexts of the targeted DNA, the GC percentage, and the secondary 
structure of sgRNA are critical factors contributing to cleavage efficiency.
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１．研究開始当初の背景 
ZFN (zinc-finger nucleases)は約１５年以上
前に発見されたにもかかわらず、デザインの
難しさや特許を含めたコストの高さもあり、
ゲノム編集技術としての応用が広まらなか
ったが、過去数年で ZFN 同様 DNA を認識す
る TALEN (transcription activator-like 
effector nuclease)が非常に早いスピードで、
ゲノム編集技術として広まった。さらに、
RNA を認識する CRISPR/Cas (clustered 
regulatory interspaced short 
palindromic/CRISPR-associated) 系 が 、
TALEN を上回る速度で、ゲノム編集の注目
される技術として、世界中で研究が進んでい
る。 
 内匠は、これまでに Cre-loxP 系を組み込
んだ胚性幹細胞の相同組み替え技術を利用
した染色体工学的手法を用いて、世界に先駆
けて自閉症ヒト型モデルマウスの作製に成
功した（Nakatani et al., Cell, 2009）。本マ
ウスは自閉症のコピー数多型（CNV, copy 
number variation）モデルマウスとして最初
のものであるが、最近のゲノム科学の成果の
結果、ヒトゲノムには沢山の CNV があり、
ヒトの多様性のみならず、癌や自閉症を含む
精神疾患等の原因となっていることがわか
ってきた。従来の染色体工学では、一つの
CNV マウスモデルを作製するのに数年を要
するため、網羅的解析には、「次世代」染色
体工学とでも呼ぶべき方法論のブレークス
ルーが必要であった。 
 
２．研究の目的 
TALEN による染色体工学法のさらなる検証
とともに、CRISPR/Cas 系の問題点である
off-target の改善を含めた CRISPR/Cas 系を
用いた新規染色体工学法の確立を目指す。将
来の霊長類モデルの作製を視野にいれ、一連
のゲノム編集技術による「次世代」染色体工
学の開発を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）TALEN を用いた「次世代」染色体工
学の検証： 
 内匠らはこれまでに従来の Cre-loxP 系を
利用した染色体工学的手法を用いて、あらた
にヒト染色体 15q25.2-25.3欠失のES細胞モ
デルを構築し、GT を経たキメラマウスの作
製に成功している。また、TALEN と相同組
み替え用セレクションマーカーを組み合わ
せることで、染色体改変を試みる。Cel1 アッ
セイ（ヌクレオチドミスマッチアッセイ）を
用いて本法を検証する。 
 
（２）CRISPR/Cas を用いた「次世代」染
色体工学の開発：  
 CRISPR/Cas は、細菌の適応免疫システ
ムで、その構成因子は、Cas ヌクレアーゼ
及 び CRISPR-RNA (crRNA) 、
trans-activating crRNA (trancrRNAs) と

よばれる non-coding RNAs である。標的
DNA 領域に相補的な crRNA が標的 DNA
に結合し、それを目印とした Cas ヌクレア
ーゼが標的領域を破壊する。CRISPR/Cas
は、非常に高効率に二重鎖切断を導入でき、
また複数の変異を一度に導入できる。ベク
ターに CNV 両末端をターゲットとして組
み込む事で「large deletion」を試みる。
CRISPRベクターと相同組み替え用セレク
ションマーカーを組み合わせたものを用い
て、フィーダーを必要としない mES 細胞
株（EBRTcH3）で効率を確認する。5’アー
ム、3’アームそれぞれで複数の候補選び、
ES 細胞に導入して、surveyor アッセイで
調べる。二本鎖切断の確認できたもの、か
つ off-target の可能性が少ないものの組み
合わせを用いて、ES 細胞に導入し、欠失
を PCR でスクリーニングし、サザンブロ
ティング法で確認する。 
 
４．研究成果 
（１）TALEN を用いた「次世代」染色体工
学的手法を用いて、ヒト染色体 15q25.2-25.3
欠失の ES 細胞モデルの作製に成功した。 
 TALEN ベクターと相同組み替え様のター
ゲティングベクターを組み合わせることに
より「one-step」で長い領域（480Kb）の欠
失という染色体改変に成功した。本欠失作製
に用いたベクターのホモロジーアームの長
さは 1Kb にまで短くしても、高効率に欠失変
異体をえることができた。 
 
（２）上記の TALEN 同様、CRISPR ベクタ
ーに CNV 両末端をターゲットとして組み
込む事で、CNV を作製することに成功し
た。従来の染色体工学より高効率かつ迅速
に CNV を作製することが可能な「次世代」
染色体工学法を確立した。 
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