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研究成果の概要（和文）：本研究では、Zinc フィンガーヌクレアーゼ、CRISPR といった近年急速に開発が進み
つつある人工ヌクレアーゼを用いて、目的遺伝子以外に損傷を与えない安全で確実、高効率なゲノム編集技術を
開発することを目的とした。現在、人工ヌクレアーゼの利用において目的遺伝子以外の箇所と作用するオフター
ゲット効果と切断効率が問題となっている。この問題を解決するために、細胞核に物質を直接送達するナノニー
ドル技術とアプタマーを用いた制御放出技術を組合せ、人工ヌクレアーゼを効果的に作用させる技術を開発し
た。取得されたFokIアプタマー及びCas9アプタマーの性能を評価し、細胞への導入が可能であることを実証し
た。

研究成果の概要（英文）： In this study, we aimed to develop safe and high efficient genome editing 
technology using artificial nuclease, zinc finger nuclease (ZFN) and CRISPR/Cas9, which have been 
developed rapidly in the last five years.  However, there is a serious problem to digest sequence of
 not interest, so called off target effect.  To overcome this problem, we developed a new technology
 to deliver the artificial nuclease combining the nanoneedle technology to transfer molecules to 
nucleus directly and the aptamer technology for controlled release of molecules.  We obtained 
several aptamer sequences binding FokI or Cas9 specifically and we succeeded in the transfer of ZFN 
to cells using the aptamer-modified nanoneedle.

研究分野：ナノ細胞工学

キーワード： ゲノム編集　ナノニードル　アプタマー　オフターゲット効果　細胞操作　制御放出
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 ゲノム編集技術は様々な生物種のゲノム上
の標的遺伝子を自在に改変できることから、
農作物の品種改良から臨床まで様々な応用が
期待されている。しかし、標的外の遺伝子配
列に変異導入が起こるオフターゲット効果が
問題となっており、技術の安全性を担保する
ためにはオフターゲット効果の低減が不可欠
である。 

オフターゲット効果を低減させる方法とし
て、ゲノム編集技術で利用する人工ヌクレア
ーゼを蛋白質の状態で導入する手法が注目を
集めている。これにより細胞内の人工ヌクレ
アーゼの量及び効果持続時間を制御すること
が期待される。本研究では人工ヌクレアーゼ
を蛋白質の状態で細胞内あるいは核内へ直接
導入する技術を開発することを目的とした。
我々は、細胞に対して挿入ダメージが極めて
小さい細い針、ナノニードルを作製し、これ
を用いた細胞操作技術を開発してきた。これ
までの研究によりナノニードルが細胞に効率
よく挿入できること（Nano Lett., 5, 27-30 

(2005)）やプラスミド DNA の導入が可能であ
ること（Nanomedicine, 4, 215-225 (2008)）を実
証してきた。さらに我々は MEMS の微細加工
技術を応用し、直径 200 nm、長さ 25 μm の
高アスペクト比のナノニードルを数万本配列
させたナノニードルアレイを作製することに
成功した。ナノニードルアレイを用いること
で、多数の細胞に対して同時に物質導入を行
うことが可能であると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、ナノニードルアレイを用い、
多数の細胞に対して、細胞内、核内へ人工ヌ
クレアーゼ蛋白質を直接導入する安全で高効
率なゲノム編集技術を開発することを目的と
した。 

 まず、ナノニードルアレイを用いて物理的
に人工ヌクレアーゼを輸送する手法を開発し
た。ナノニードルアレイを動作する装置は数
nm の分解能で動作可能であり、また高周波 
による振動を行うことが出来る。このような
物理的動作を利用した物質輸送について検討
した。 

また、アプタマーを介して人工ヌクレアー
ゼをナノニードルアレイ表面に担持し、細胞
内で特異的に放出する制御放出による輸送を
検討した。ATP アプタマーの利用と、新規 FokI

アプタマー、Cas9 アプタマーのスクリーニン
グを検討した。ATP 濃度は細胞内では数 mM、
細胞外では数 μM と大きな濃度差がある。ATP

と結合しアプタマーの構造が変化することで、
人工ヌクレアーゼが放出される系を設計した。
また新規アプタマースクリーニングでは、細
胞内外のカリウムイオン濃度差に注目し、カ
リウム濃度が高い溶液中で脱離するアプタマ
ーの取得を試みた。 

 

３．研究の方法 

（１）細胞 

 本研究では、人工ヌクレアーゼを導入する
細胞としてヒト子宮頸癌細胞 HeLa、ヒト胎児
腎細胞 HEK293、マウス線維芽細胞 NIH3T3 を
用いた。これらの細胞は 10%FBS（GIBCO）、
Gentamycin/Amphotericin（invitrogen）、2 mM 

Gltamax（invitrogen）を含む DMEM（Sigma）
で培養した。 

（２）ナノニードルアレイの作製 

 ナノニードルアレイは 4 インチシリコンウ
エハを材料とし MEMS 微細加工により作製
した。直径数 μm のドット状のマスクが 3 mm

角のエリア内に格子状に 10 μm あるいは 30 

μm 間隔で配列したフォトマスクを用い、ウエ
ハ上にポジ型レジストのパターニングを行っ
た。さらに誘導結合プラズマエッチングによ
りこれをドライエッチングし、長さ 20～30 μm

のマイクロピラーを作製した。作製されたマ
イクロピラーアレイに対して、1100℃の湿式
熱酸化により厚さ 1 µm 以上の酸化膜を形成
させた。これに対しフッ酸による酸化膜除去
を行い、ナノニードルアレイを得た。5 mm 角
のチップとして裁断した後に、アレイ動作装
置を用いて細胞の挿入操作を行った。 

（３）吸着加振法による蛋白質導入 

 物理吸着による固定と高周波振動による脱
離による蛋白質導入を、Cre リコンビナーゼ
を用いて試験した（図２）。疎水化処理を行っ
たナノニードル表面に Cre を吸着させ、2.5 

µm/sec の速度で細胞へと接近させ、基板に接
触後、2.5 µm/sec で 1秒間上昇させ、振幅 1.0µm、
周波数約 5 kHz で 60 秒間加振した。細胞は
HEK293をベースとしたレポーター細胞を利
用した。この細胞は、染色体上に RFP および
GFP 遺伝を有しており、Cre リコンビナーゼ
による組換えにより、RFP から GFP に発現
が 転 換 す
る。導入操
作後、48 時
間培養した
後に、蛍光
顕微鏡を用
いて蛍光観
察および画
像解析を行
い、遺伝子
組換え効率
を求めた。 

また、人
工ヌクレア
ーゼの１つ

図１ ナノニードルアレイ 

図２ 吸着加振法による導入 



である Cas9 と single guide RNA（sgRNA）の
複合体の導入を行った。EGFP を発現する
HeLa 細胞をレポーター細胞に対して、EGFP

遺伝子を標的とした sgRNA を用いて、導入試
験を行った。導入操作後、48 時間培養した後
に、蛍光顕微鏡を用いて蛍光観察および画像
解析を行い、ゲノム編集効率を求めた。 

（４）機械的膜穿孔法による導入 

 ナノニードル
アレイを用いて
強制的、機械的
に膜を穿孔する
物質導入法を検
討した。本試験
では、模擬物質
として 70 kDa

の FITC 標識デ
キストランを用
いた。培養中の
NIH3T3 の培地中に FITC デキストランを 0.5 

mg/ml の濃度で加え、ナノニードルアレイで
穿孔操作を行った。挿入後、ナノニードルの
座屈を顕微鏡下で確認し、周波数約 5 kHz で
加振操作を行うことで膜穿孔を行った（図３）。 

ナノニードルアレイの抜去後、処理を行っ
た細胞を 30 分間静置し、PBS 洗浄後に DAPI

による死細胞判定と FITC デキストランの蛍
光観察を行った。FITC 蛍光を発する細胞のう
ち、DAPI で染色されなかった細胞を導入成功
細胞とし、導入効率を算出した。 

（５）ATP アプタマーによる ZFN 導入 

 ATP アプタマーによる制御放出では、人工
ヌクレアーゼの１つであるジンクフィンガー
ヌクレアーゼ（ZFN）の導入を試みた。標的遺
伝子 CCR5 の配列を有する ATP アプタマーを
設計した（図４）。ATP アプタマーの 5’末端は

ビオチン化されており、ストレプトアビジン
を介してナノニードル表面への固定化が可能
である。シリコン表面のストレプトアビジン
修飾には東京大学の石原一彦教授より分与頂
いた MPC ポリマーを用いた。核酸分子スイッ
チの持つ標的配列に Z F 蛋白質を結合させ、
ニードル表面上に担持させた。 

放出の確認には ZF 蛋白質に緑色蛍光蛋白
質Emeraldを融合させたZF-mEmを利用した。
核外排出シグナルを有する赤色蛍光蛋白質
(DsRed-NES)を発現させたHeLaに対して、ZF-

mEm を担持させたナノニードルアレイの挿
入操作を行った。挿入を確認した後に共焦点
蛍光顕微鏡を用いて、挿入 30 分後まで撮影を
行った。ImageJ による画像解析からナノニー
ドル表面の平均蛍光強度を解析し、相対蛍光
強度の経時変化を解析した。 

（６）FokI アプタマーの探索と評価 

 ニトロセルロース膜に非特異的に吸着する
配列を除去した ssDNA ライブラリと FokI を
固定化したニトロセルロース膜を用いて結合
配列を探索した。TBST 緩衝液（10 mM Tris-

HCl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.05%(v/v) 

Tween 20, pH7.4）で洗浄後、FokI を固定化し
た領域を切り出し、フェノールクロロホルム
抽出及びエタノール沈殿により FokIに結合し
た ssDNA を回収した。回収した ssDNA 量は
定量 PCR により算出した。定量 PCR の結果
から最適 PCR サイクル数を決定し、そのサイ
クル数で増幅したライブラリを一本鎖調製し
用いた。ニトロセルロース膜に FokIを 20 pmol

固定し、200 nM のビオチン修飾アプタマー水
溶液中で１時間振盪し反応させた。次に
NeutrAvidin HRP を含んだ水溶液中で１時間
反応後、化学発光を観察し結合を評価した。 

 取得された FokI アプタマーは、ATP アプタ
マーと同様に MPC ポリマーを介してナノニ
ードルアレイ上に修飾されたストレプトアビ
ジンと結合させた。これに対してジンクフィ
ンガーヌクレアーゼに GFP を融合させた
GFP-ZFN を 担持させ、 DsRed-NES 発 現
HEK293 細胞に挿入操作を行い、上記同様、共
焦点蛍光顕微鏡による観察から、GFP-ZFN の
細胞導入を評価した。 

（７）Cas9 アプタマーの探索と評価 

上記 FokIアプタマーのスクリーニングと同
様にニトロセルロース膜を用いて、Cas9 アプ
タマーの探索を行った。150 ｍＭ NaCl を含
む Tris 緩衝液で ssDNA ライブラリを Cas9 固
定化膜に反応させ、150 mM KCl を含む Tris 緩
衝液を用いて DNA を回収することで、細胞内
と同様の高濃度カリウムイオン存在下で、
Cas9 から脱離するアプタマーを探索した。 

取得されたアプタマーに関して、酵素標識
抗体を用いた化学発光測定による Cas9 放出
量の評価と CD スペクトル解析による構造解
析を行った。また、上記同様に、Cas9 アプタ
マーを介してナノニードルアレイに Cas9-

GFP を固定化し、細胞への導入を試みた。 

 

４．研究成果 

（１）吸着加振法による導入の結果 

ナノニードルアレイ上に Cre リコンビナー
ゼを物理吸着により固定化し、細胞内で加振
することによる導入法を検討した。その結果、
導入から 48 時間後において明瞭な GFP の発

ナノニー
ドルの座
屈と穿孔

図３ 機械的膜穿孔による

物質導入 

図４ ATPアプタマーの構造 



現が確認され、RFP 発現細胞に対する GFP 発
現細胞の割合から Cre 導入による組換え効率
を算出した。加振を行うことで、組換え効率
は２倍以上の約 42%に上昇した（図５、論文
リスト⑨）。 

この結果から、活性を保った状態で遺伝子
組換えに関わる蛋白質を細胞内へ導入するこ
とが可能であることが示された。 

 

 また、同様に吸着加振法により Cas9/sgRNA

複合体を EFGP 発現細胞に導入し、遺伝子破
壊を試みた結果、破壊効率は 32%であった。
既に報告されているリポフェクションを用い
た Cas9/sgRNA 導入では 58%を達成した報告
もあるため（Nat. Biotechnol. 33, 73-80 (2015)）、
ナノニードルアレイを用いた吸着加振法には
さらなる改善が必要である。Cas9 は細胞膜に
吸着する性質があるため、複合体形成の方法
も検討が必要である。 

（２）機械的膜穿孔法による導入の結果 

 培養細胞ディ
ッシュ中に FITC

デキストランを
添加し、その後ナ
ノニードルアレ
イの挿入、及び加
振操作を行うこ
とにより、最大で
45%の導入効率
で、FITC デキス
トランを細胞内
に導入できた。ま
た、この操作時間
は５分以内の短
時間の処理が可能である。また、さらに、連続
導入操作によって 3 mm 四方のナノニードル
存在領域のみで位置選択的に物質を導入でき
ることを示した（図６、論文リスト④）。より
多数の細胞への人工ヌクレアーゼ導入や細胞
内へのプローブ分子の直接導入による細胞内
分子のリアルタイム解析へ応用できる可能性
が示唆された。 

（３）ATP アプタマーによる導入の結果 

 まず、シリコンウエハ上に固定化した ATP

アプタマーと ZF-mEm に対して 5 mM ATP を
含む緩衝液中での放出を観察した結果、時間 

 

経過に伴う放出が確認された（図７、論文リ
スト⑤）。このことから、高濃度 ATP 存在下に
おける ZF-mEm の制御放出が可能であること
が示唆された。 

 DsRed-NES 発現 HeLa に対して ZF-mEm を
担持したナノニードルアレイの挿入を行った
ところ、30 分後に細胞外のナノニードルと比
較して、細胞内に挿入されたナノニードルの
蛍光強度の減少が確認された（図８）。一方で、
ATP 合成阻害剤の 2-DG や KCN を添加した場
合は、その差は見られなかった。この結果、細
胞内の ATP と反応することでアプタマーから
ZF-mEm が放出されたものと推察された。 

 

しかし、その放出量は 30 分間の挿入で固定
化全量の 20%であり、多くないことが分かっ
た。図７に示すように、細胞内の高分子クラ
ウディング環境を模擬するために、20 wt%の
濃度で分子量の異なる PEG を加えた緩衝液
で放出を観察した結果、蛍光強度の増加がほ
とんど確認されなかった。この結果は、細胞
内高分子クラウディング環境で、ZF 蛋白質と
DNA との親和性が増大することで ATP アプ
タマーの構造転換が妨げられていることを示
唆する。細胞内の分子クラウディング環境に
おいても同様の効果により放出量が小さいと
推察され、細胞内環境を精緻に模擬した設計
が必要であることが示唆された。 

（４）FokI アプタマーによる導入の結果 

まず、FokI アプタマーとして７本の候補配
列を取得した（論文リスト①）。その中でも最
も結合性能が高い配列 F6#8、F6#71 の 2 種の
アプタマーを取得した。ナノニードルに修飾
し、ZFN-GFP の細胞への導入を試みた結果、
導入が可能であることを確認した（図９）。た
だし、細胞外分泌物による脱離促進効果が確
認され、迅速な挿入動作が必要であることが
明らかとなった。 
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図８ 細胞内での ZF-mEm放出試験  

 

図６ 機械的膜穿孔法に

よるFITCデキストラン導

入細胞のパターニング 

1 mm



 

（５）Cas9 アプタマーによる導入の結果 

150 mM NaCl から 150 mM KCl へ変更する
ことにより、30%脱離する 7K16 及び 60%脱離
する 7K27 の 2 種が取得された。CD スペクト
ル解析の結果、7K16 はパラレル型とアンチパ
ラレル型のグアニン四重鎖構造（G4）の混合
物、もしくはハイブリッド型の G4 を形成し、
カリウムイオン存在下では、アンチパラレル
型に移行することが示唆され、カリウムイオ
ンの有無で Cas9 の脱離が制御できることを
支持する結果を得た。Cas9 アプタマーを修飾
したナノニードルを作製し、Cas9 もしくは
Cas9-sgRNA 複合体を固定化し、150 mM KCl

条件での放出量を評価したところ、いずれの
アプタマーでも Cas9-sgRNA においては固定
化量、放出量が著しく低下し、sgRNA 結合サ
イトとアプタマー結合サイトが競合している
可能性が示唆された。また Cas9 アプタマーを
介して Cas9-GFP をナノニードル表面へ結合
し細胞への導入を検討した結果、細胞内での
放出は確認されたものの細胞膜への Cas9-

GFP の吸着が観察され、Cas9 の正電荷の集中
する領域が細胞膜と静電的相互作用すると推
察された。 
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