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研究成果の概要（和文）：Cas9 nucleasesを使ってguide RNA (sgRNA)誘導性homology directed repair (HDR)経路に
よる両アリル遺伝子座位へのDNA組換え実験の効率化にヒトT細胞で成功した。その標的遺伝子としてHIV複製に関与す
るLEDGF蛋白質をコードするPSIP1遺伝子を試み、導入蛍光蛋白質の輝度の選別により効率よく組換え反応を誘導できる
ことがわかった。ヒト血液幹細胞ならびにT細胞へ遺伝子構築を実現化する試みとして、HIV遺伝子そのものを標的とす
るゲういうｓノム編集技術開発を試みた。その結果TALENの利用により遺伝子除去効率がきわめて優れていることがわ
かった。

研究成果の概要（英文）：The Cas9 nucleases from the Streptococcus pyogenes, directed by a chimeric guide 
RNA (sgRNA) to any genomic locus followed by a 5’-NGG protospaceradjacent motif (PAM), are robust tools 
for inducing targeted double-stranded DNA breaks (DSBs) in human cells. The RNA-guided endonuclease 
(RGEN) was applied for human T cells, and then the system created recombinant cells. DSBs induce 
homology-directed repair (HDR). From the HDR pathway, site-directed insertion (knock-in, KI) was induced 
by provision of homologous donor construct and the RGENs significantly promote efficient its 
site-specific insertion in PSIP1 gene. We created to develop an efficient homozygous KI system via 
fluorescent gene transduction. We also developed an efficient TALEN-genome editing system to remove HIV 
proviral DNA.
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１．研究開始当初の背景 

近年、種々の細胞内遺伝子の改変が可能な
ゲノム編集法が生まれた。それは、塩基配列
特異的結合ドメインを融合させた人工ヌク
レアーゼである zinc finger nuclease (ZFN)

や transcription activator-like effector 

nuclease (TALEN)、そして、外来病原体に
対する細菌の獲得免疫分子である clustered 

regularly interspaced short palindromic 

repeat (CRISPR)/ CRISPR-associated 
(Cas) という塩基配列特異的 DNA 切断酵素
群が発見され、これらの改良が急速に進んだ
からであった(Science 341:833, 2013)。われ
われは type II CRISPR/Cas9 法によりヒト
T 細胞内の HIV プロウイルス DNA の染色
体からの切り出しが可能であることを見出
し、潜伏プロウイルス除去による HIV 根治
療法への応用研究をはじめていた(Sci Rep. 

3:2510, 2013)。一方、先天性免疫不全症であ
る X-SCID 患者の骨髄細胞へのレトロウイ
ルスベクターをつかったコモンガンマ鎖遺
伝子の導入治療が 2000 年にフランスではじ
まり、その劇的な治療効果から脚光を浴びた
（Science 288:669, 2000）。しかし、その後
に染色体への異所性のベクターDNA の組込
みによる内在性発がん遺伝子の活性化が原
因の白血病症例が報じられたことより、この
治療法の本邦への導入は見送られていた。す
なわちレトロウイルスによる遺伝子治療に
は、安全な染色体部位への遺伝子挿入法の確
立が求められていた。 

 

２．研究の目的 

本研究は、CRISPR/Cas9 系により培養ヒ
ト細胞内の特定染色体遺伝子に変異・修復が
可能なゲノム編集法を、遺伝子導入が困難な
ヒト血液幹細胞でも行えるようにすること
を目的として、研究を開始した。一方、コモ
ンガンマ鎖遺伝子の遺伝子治療法として、申
請者が目的として記載したコモンガンマ鎖
遺伝子部位への特異的導入の導入実験を開
始した 2014 年中旬に、ZFN を使って血液幹
細胞のγc 部位への特異的遺伝子挿入法が報
告された(Nature 510:235, 2014）。そこで、
CRISPR/Cas9 系ゲノム編集法を特定の染色
体部位への遺伝子置換技術に改良し、ヒト細
胞への遺伝子治療法としての利用性を試み
た。 

 

３．研究の方法 

(1) ヒト血液細胞におけるゲノム編集法 
これまでの DNAトランスフェクション法に加
え、mRNA トランスフェクション法あるいは
レンチウイルスベクターによる血液細胞へ
の遺伝子導入系の確立を行った。 
(2)Cas9 変異体 nickase をつかったヒト遺
伝子置換法 
培養ヒト血液細胞の特定の遺伝子座位に外
来マーカー 遺伝子を挿入置換する実験を行
った。マーカー遺伝子として薬剤耐性遺伝子

を使った。 
(3)ヒト血液細胞における遺伝子破壊部位の
修復 
挿入置換したヒト血液細胞の遺伝子部位に、
本 来 の 遺 伝 子 DNA フ ラ グ メ ン ト と
CRISPR/Cas9 法を同時に導入し、組換え置換
させ、短期薬剤選択後に、この細胞における
遺伝子発現の回復をウエスタン法により評
価した。 
 
４．研究成果 
CRISPR 法を使って homology directed 

repair (HDR)経路による両アリル遺伝子座位
への DNA 組換え実験の効率化に CD4+ T 細胞
(MT-4細胞ならびにJurkat細胞)で成功した。
その標的遺伝子として、まず、HIV 複製に関
与する LEDGF 蛋白質をコードする PSIP1 遺伝
子を試み、導入蛍光遺伝子の発現量の高い細
胞をセルソータで選別する方法により効率
よく組換え反応が生じた細胞を得ることが
できた。図１は非トランスフェクション細胞
（unTF）と両アリル遺伝子座位への DNA 組換
え実験を行った MT-4 細胞（左）ならびに
Jurkat（右）における LEDGF 蛋白質（上のパ
ネル）と alpha-tubulin 蛋白質の発現をウエ
スタン法による検出を示している。H5 と H8
は MT-4 細胞に L4 と L6 は Jurkat 細胞に
CRISPR 法を使って homology directed repair 
(HDR)経路による両アリル遺伝子座位への
DNA 組換えをおこなった細胞であり、75K の
分子量である全長 LEDGF 蛋白質は消失し、約
60K の truncation form の LEDGF 蛋白質は維
持された。そして、次にその外来遺伝子を本
来の内在性遺伝子に復帰あるいは単一塩基
置換させる遺伝子改修法を開発した（投稿準
備中）。なお、改修遺伝子の発現はウエスタ
ン法により確認した。また、ゲノム編集法を
利用した HDR 組換え法により、 HIV プロウ
イルス特異的に lactose operon (LacO) 反
復配列を挿入する手法を確立した。そして、
その細胞に  green fluorescent protein 
(GFP) 融合 LacI を発現させ、 蛍光顕微鏡に
より GFP 凝集像が見出され、すなわち生細胞
における HIV プロウイルスの動態追跡が可
能であることをわかった。一方、ヒト血液幹
細胞ならびに T細胞へ遺伝子構築を実現化す
る試みとして、HIV 遺伝子そのものを標的と
するゲノム編集技術開発を試みた。その結果、
まず TALEN の利用により、以前われわれが報
告した CRISPR 法（Sci Rep 3:2510, 2013）
よりも、遺伝子除去効率がきわめて優れてい
ることがわかった（Ebina et al. 2015）。図
2AはTALENの単一の導入により細胞染色体に
組込まれた HIVプロウイルスを除去できるこ
とを隣接配列特異的な PCR法により示したも
のである。図 2B は HIV-1 DNA の定量 PCR 法
により除去量を示している。また、CRISPR 法
により HIV蛋白質をコードするウイルス遺伝
子座位を標的として、HIV の複製を抑制しう
る独自のレンチウイルスベクターを開発し



 

 

た（Ueda et al. 2015, 印刷中）。以上の結
果から、遺伝子改修法として CRISPR/Cas9 法
がきわめて有用であることがわかった。具体
的に血液細胞、特に血液幹細胞への遺伝子治
療法の施行が可能な技術展開への実験を行
っている。 
 

 
図１. ウエスタン法による LEDGF 蛋白質の検
出 
 
 

 
図 2. TALEN よる細胞染色体に組込まれた HIV
プロウイルスの除去 
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