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研究成果の概要（和文）：　ゲノム編集の中心的技術であるCRISPR-Casは、guide RNA (gRNA)が標的配列特異的
に、Cas nucleaseによるDNA切断を誘導することでゲノムを編集するが、標的DNA配列において、不確定性を排除
し、再現性の高い編集を可能にすることが、ゲノム編集技術に残された大きな課題であった。本研究では、
Cas12aによるdual cleavage、DNA組換えによるゲノム編集を促進する因子の同定という２つのアプローチによっ
て、それぞれ予測通りの欠失変異の導入、設計した鋳型DNA通りの配列へのDNA組換えによる編集をそれぞれ促進
した。

研究成果の概要（英文）： CRISPR-Cas is the major genome editing tool that uses guide RNA (gRNA) to 
direct Cas nucleases to target sites to edit the genome. However, to achieve reproducible genome 
editing outcomes at target sites without random mutations remains one of the biggest challenges to 
apply genome editing to therapeutic purposes. In this study, we found two approaches to enhance the 
reproducibility of genome editing. One is to utilize two Cas12a molecules to induce dual cleavage to
 induce precise deletions. The other is to enhance genome editing mediated by DNA recombination by 
identification of enhancing factors of DNA recombination for genome editing.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： ゲノム編集　Cas9　Cas12a　HDR　NHEJ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ゲノム編集は、DNA配列の改変という基本的に同一の反応を介して、全ての遺伝性疾患への究極の治療法とな
る可能性を持つ。しかし、ゲノム中の標的とする部分以外のDNAを不必要に変化させない正確さが重要である。
本研究では、標的とするDNA配列において、ゲノム編集によって生じるランダムな改変を抑え、設計通りの編集
を起こすためにより優れた条件を同定したため、ゲノム編集の医療応用に貢献する可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 ゲ ノ ム 編 集 の 中 心 的 技 術 で あ る
CRISPR-Cas は、guide RNA (gRNA)が標
的配列特異的に、Cas nuclease による DNA
切断を誘導することでゲノムを編集する
（図１）。切断された DNA の修復機構には
大別して、切断部位と配列相同性を持つ鋳
型 DNA との組換え（HDR）と、DNA 切断
末端同士の鋳型 DNA 非依存的な結合
（NHEJ）の２種類がある。HDR は鋳型
DNA の配列通りの正確な編集をもたらす
が、誘導効率が非常に低い。一方、NHEJ は頻繁にランダムな挿入や欠失を伴うが、HDR より
誘導効率が圧倒的に高い（図 1）。 
 ゲノム編集は、DNA 配列の改変という基本的に同一の反応を介して、全遺伝性疾患への究極
の治療法となる可能性を持つが、実現には２種類の正確さ【精度と再現性】が必須である。精度
とはすなわち、ゲノム中の標的以外の DNA を不必要に変化させない正確さである。この精度は、
Cas9 改変体の作製などで、飛躍的に改善してきた。 
 一方の再現性とは、標的 DNA 配列において、不確定性を排除し、毎回同じ改変を起こせるか
という正確さであり、ゲノム編集技術に残された大きな課題である。例えば NHEJ による遺伝
子破壊は、ランダムな挿入・欠失を生むため、安全性への配慮から、がん免疫治療などごく一部
の疾患での応用しか進んでいない。また、例えば鎌状赤血球症原因変異の HDR による修正では、
約 40%の HDR は得られるが、それと同等量の NHEJ も誘導してしまう。そのため HDR の臨
床応用は進んでいない。そこで本研究は、より多くの遺伝性疾患の治療を可能にする再現性の高
い技術の開発を目指した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ゲノム編
集の再現性を高める、つ
まり標的 DNA 配列を毎
回狙い通りに改変できる
技術の開発を目指した。
そのために、ゲノム編集
の基本反応である NHEJ
と HDR の特性をそれぞ
れ活用し（図１）、（１） 
Cas12a でゲノムの二ヶ所を切断し、その間の DNA を欠失させる手法の開発、（２）Cas9 によ
る HDR を促進する分子のゲノムワイドスクリーニングを介した、DNA 組換えの促進という、
互いに補完しあう２種類のアプローチをとった（図２）。 
 従来の欠失誘導には、主に Cas9 による NHEJ が利用されるが、ランダムな配列の欠失が生
じる。Cas9 によりゲノムの二ヶ所を切断（dual cleavage）し、その間の DNA 欠失誘導も可能
であるが、Cas9 の生む平滑末端は結合の際に数塩基を失いやすく、また欠失させるべき DNA
が反転して再結合してしまうことも多い。そこで本研究は、突出末端を形成する Cas12a により
相補的な配列を持つゲノムの二ヶ所を切断し、その間の DNA を欠失させる手法の開発を目指し
た（図２）。相補的な突出末端の結合により、頻度が高いという NHEJ の特長を活かしつつ、塩
基対形成を介した高い再現性と、欠失する配列の反転の抑制も期待できる。 
 一方、常に鋳型 DNA の通りにゲノムを編集できる HDR は、変異の修復などに応用できる理
想的な反応であるが、一般的に誘導効率が低い上に、NHEJ が併発してしまう。興味深いことに
研究代表者は、iPS 細胞や HeLa 細胞では Cas9 による HDR 誘導効率がわずか 0.5%未満の条
件でも、HEK293T 細胞では 15%以上の高い HDR 誘導活性を持つことを見出した（Miyaoka, 
Sci Rep 2016; Kato-Inui, Nucleic Acids Res 2018）。これは HEK293T細胞特異的な HDR 促進
分子の発現を示唆する。そこで本研究では、HEK293T 細胞の cDNA ライブラリーを用いたス
クリーニングにより、この HDR 促進分子を同定し、組換えによるゲノム編集の高効率な誘導法
の開発を目指した（図２）。 
 
３．研究の方法 
（１）高再現性 Cas12a dual cleavage による欠失導入技術の確立 
① Dual cleavage による欠失導入に再現性をもたらす Cas12aペアの配向性の解明 
 HEK293T細胞の Dystrophin 遺伝子において、Cas12a dual cleavage が 120塩基以内に収
まるように、内、外、平行の３種類の向きでそれぞれ 10 種類以上の gRNAペアを設計した。こ
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図 1. HDR と NHEJ によるゲノム編集 
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図 2. ゲノム編集の再現性を高めるための本研究のアプローチ

 



の距離の近い gRNA ペアが、次世代シークエンスによる偏りのないゲノム編集結果検出を可能
にし、全条件の解析を進めることで、最も再現性の高い Cas12a dual cleavage の配向性を明ら
かにした。 
 
② ランダム化配列ライブラリーの Cas12a dual cleavage による至適 DNA 配列探索 
 Dual cleavage による DNA 末端同士の結合を、ランダム化配列ライブラリーを用いてプロフ
ァイリングした。Cas12a が高い活性を持つことが知られている GFP に対する gRNA を、①で
再現性の高かった内向きで配置した。ランダム化された両端約 20塩基を、個々のライブラリー
配列を識別するためのバーコードとした。このランダム化配列ライブラリーをゲノムに挿入し
た HEK293T細胞において、dual cleavage を誘導した細胞としていない細胞のゲノムを抽出し、
ウイルス由来 DNA 配列を次世代シークエンスにより解読した。バーコードを用いて、個々の突
出末端配列の dual cleavage前後の変化を追跡し、Cas12a dual cleavage に至適な配列を検討
した。 
 
（２）HDR 促進分子のゲノムワイドスクリーニングによる、組換え誘導技術の確立 
① HDR と NHEJ を検出する蛍光レポーターK562細胞の樹立 
 HDR と NHEJ を蛍光で検出するために、ナンセンス変異を持つ GFP と、フレームシフトを
起こした mCherry を T2A 配列で連結した Traffic Light Reporter (TLR)(Certo, Nat Methods 
8:671 2011)を利用した。TLR の GFP 変異を HDR によって修正できた場合は GFP が蛍光を発
するが、NHEJ が起きると、コドンの読み枠変化から３分の１の確率で mCherry が蛍光を発す
る。浮遊細胞である K562細胞に、24コピーの TLR を導入し、さらに GFP 変異修正のための
gRNA と、Dox 誘導性 Cas9 の発現カセットを挿入して利用した。 
 
② HEK293T細胞 cDNAレンチウイルスライブラリーからの HDR 促進分子のスクリーニング 
 HEK293T細胞由来 cDNAレンチウイルスライブラリーを、①で樹立したレポーターK562細
胞に感染させた。この細胞に、Dox 添加による Cas9 発現誘導と野生型 GFP 配列を持つ鋳型
DNA を導入し、HDR による GFP 変異修正を試みた。Dox添加３日後に、FACS により異なる
蛍光を持つ細胞画分を分取し、RNA を抽出した。 
 
③ HDR を促進する分子の次世代シークエンスによる同定 
 ②で得た各細胞画分の RNA で RNAseq を実施し、各細胞画分の遺伝子発現を解析し、HDR
が起きた細胞で特異的に発現が亢進している遺伝子を探索した。候補の HDR 促進分子を強制発
現させた HEK293T 細胞で、Cas9 が誘導する HDR による一塩基置換と併発する NHEJ の頻
度を、研究代表者が開発したデジタル PCR系で測定し、HDR 促進活性を確認した。 
 
４．研究成果 
（１）高再現性 Cas12a dual cleavage による欠失導入技術の確立 
① Cas12a dual cleavage により、接
着末端同士を正確に結合させる欠失を
誘導するために、最適な gRNA の配向
を決定した。２つの gRNA を内向き
（Inward）、外向き（Outward）、平行
（Parallel）で設計し、欠失を誘導した
（図３A）。その結果、接着末端の配列
同士以外が結合し、ランダムな配列を
生じる不正確な欠失は３種類のどの配
向でも生じたが、設計した通りの正確
な欠失は内向きの場合のみに生じた
（図３B）。そこで、以降の実験は全て
内向きの配向の gRNA で行った。 
 
② 接着末端配列をランダム化したライブラリーを持つ HEK293T
細胞において、Cas12a を発現させ、dual cleavage を誘導した。ラ

イブラリー配列特異的なプライマーを用いて、標的領域を増幅し、

その配列を次世代シークエンスにより解読した。その結果、全体の

配列のうち、設計した通りに４塩基の接着末端同士で結合が起きた

割合は、1.42%であった。その４塩基同士で結合した接着末端の配

列は、C-G が多く含まれるものが多く、A-T は一部の配列に認めら

れた。今後はよりライブラリーのサイズと細胞数を増やし、バーコ

ード配列との照合を進め、４塩基末端同士の結合に最適な配列に、

C-G が多く含まれるか、その再現性を確認していく。また、４塩基

だけでなく５塩基末端配列をランダムにしたライブラリーを用いた解析も行う。 
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（２）HDR 促進分子のゲノムワイドスクリーニングによる、組換え誘導技術の確立 
① TLR を組み込んだ K562 細胞において、GFP のゲノム編集を実施したところ、期待したと

おりに HDR によって GFP陽性になった細胞と、NHEJ によって mCherry陽性になった細胞

が出現した（図４）。GFP/mCherry陽性細胞を分取して RNAseq を実施した。 
 
② ①で得られた GFP陽性の細胞と mCherry陽性の細胞の遺伝子発現を比較した結果、いくつ

かの遺伝子が GFP陽性の細胞で高い発現を示した（図５）。したがって、これらの遺伝子を DNA
組換えによるゲノム編集を促進する因子の候補として、cDNA クローニングを実施した。ここで

は例として、クローニングした遺伝子の内２つを A, B として図 5 に示す。 
 
③ ②でクローニングした、HDR 促進分子の候補の cDNA により、候補因子を HEK293T細胞
で強制発現させ、さらにそれらの細胞で CRISPR-Cas9 による RBM20 R636S 点変異の HDR
による誘導を行った。ゲノム編集結果をデジタル PCR により、検出・定量した。その結果、い

くつかの候補遺伝子で、発現ベクターだけを導入したコントロールと比較して、HDR 活性を保

ったまま、NHEJ 活性が抑制された（図 6）。この結果は、期待通りこれらの候補遺伝子が

HDR/NHEJ比を向上させることを示している。さらなる候補因子の同定と機能解析を進め、組

換え修復によるゲノム編集を誘導するために最適な条件を開発する。	
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