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研究成果の概要（和文）：エピゲノムの異常は発がんに寄与すると考えられているが個体レベルで検証するため
のエピゲノム編集技術が確立されていない。そこで本研究では、CRISPR/Cas9ゲノム編集システム及びエピゲノ
ム酵素足場を組み合わせたエピゲノム編集技術の開発を試みた。本研究成果として、N末端側約700アミノ酸を欠
損した機能的縮小化dCas9タンパク質を作製した。また、Jarid2等のエピゲノム酵素足場タンパク質をdCas9に融
合した新規エピゲノム編集システムを開発した。さらに、ガイドRNAへ付加可能な約150塩基のエピゲノム酵素足
場長鎖非翻訳RNAを同定した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to develop an epigenome-editing technology by 
applying a CRISPR/Cas9 system and epigenome-modifying enzyme-scaffold proteins and lncRNAs. We first
 generated a functional small dCas9 mutant by deleting the N-terminal half of the dCas9 protein. 
Next, we developed an epigenome-editing system with epigenome-modifyling enzyme-scaffold proteins.We
 also identified a candidate epigenome-modifying enzyme-scaffold lncRNA.

研究分野： 発生工学、実験動物学
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１．研究開始当初の背景 
 
がんや肥満、糖尿病、精神疾患などでは、

特定領域のエピゲノム（ゲノム DNA のメチル
化やヒストンのメチル化・アセチル化等）に
異常が見られ、エピゲノム異常と疾患との関
連性が示唆されている。 
がんのエピゲノム研究においては、正常細

胞（正常組織）及びがん細胞（がん組織）と
の比較から大腸癌や胃癌など様々なヒトが
んにDNAメチル化異常の存在が確認されてい
る。がん DNA メチル化異常は多くの場合、が
ん抑制遺伝子の発現制御領域に見られ、その
発現抑制が発がんに寄与すると考えられて
いる。しかし、ヒトがん検体及びがん細胞株
におけるエピゲノム異常を明らかにした報
告は多数あるものの、動物個体にエピゲノム
異常を導入し、がんの発症或いは進展に関与
するか否か直接的に検証した報告は無い。 
一方、ゲノム変異によるがん抑制遺伝子の

不活化と発がんとの関連性においては、動物
個体で多数実証されており、ゲノム変異がが
んの原因となることが明確に示されている。
この様な個体レベルのエピゲノム研究の遅
れは技術的な問題が大きい。近年のゲノム編
集技術（任意のゲノム DNA 配列を除去あるい
は導入する技術）は CRISPR/Cas9 の応用によ
り格段に進歩し、培養細胞及び動物個体にお
いてゲノムの改変が容易に出来るようにな
っている。しかし、任意のエピゲノムを変換
可能なエピゲノム編集技術は、細胞レベルで
は報告されているが、個体レベルでの報告は
無く、また、いずれの報告においても効率良
く安定的にエピゲノムを誘導できる技術に
は至っていない（Konermann et al, Nature 
2013, Mendenhall et al, 
Nat.Biotechnol.2013, Maeder et al, 
Nat.Biotechnol. 2013）。従って、動物個体
内でがんDNAメチル化異常と発がんとの関連
性を実証するには、新規のエピゲノム編集技
術の開発が必須である。 
 
２．研究の目的 
 

本研究では個体レベルで標的配列のエピ
ゲノム編集を可能にする技術を開発するこ
とを第一の目的とした。また、構築した技術
を用いてがんエピゲノム異常誘導マウスを
作出し、特定のエピゲノム異常と発がんとの
関連性を明らかにすることを第二の目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 
新規エピゲノム編集技術の構築： 
ZNFやTALE等のDNA結合ドメインを用いた

研究により、エピゲノム修飾酵素（DNA メチ
ル化酵素やヒストン修飾酵素）またはそれら
の酵素活性ドメインを任意のゲノム領域に
局在させれば、人為的にエピゲノムを編集可

能であることが示唆されている。 
CRISPR/Cas9 システムは、Cas9 タンパク質

とガイド RNAの 2つの要素で構成された新規
ゲノム編集技術である。Cas9 タンパク質はガ
イド RNA を取り込むことでゲノムに結合し、
ガイド RNA 配列依存的に特定配列を認識、局
在する。CRISPR/Cas9 は簡便にベクターの設
計・構築ができるため、近年のゲノム編集技
術の主流となっている。 
本研究では、Cas9 タンパク質及びガイド

RNA の改良により新規エピゲノム編集技術の
開発を行った。特にエピゲノム酵素の足場に
着目し、Cas9 タンパク質及びガイド RNA それ
ぞれにエピゲノム修飾酵素の足場を付加し
た発現ベクターを構築した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
４．研究成果 
 
（１）CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を応用し
たエピゲノム編集技術の構築 
①Cas9 タンパク質の縮小化 
Cas9は1,368アミノ酸から成る非常に大き

なタンパク質のため、足場融合タンパク質の
発現や機能に制限をきたす可能性が高い。そ
こで 6 種の N 末端欠損 dCas9-KRAB 変異体
（Del_1～6）を作製し、ガイド RNA 及びゲノ
ムに結合可能な縮小化Cas9の同定を行った。
ガイド RNAは Nanogプロモーターを標的とし、
配列が異なる 2 種類のガイド RNA（sg1#1 及
び#2）を用いた。評価系として、Nanog プロ
モーター依存的ルシフェラーゼ発現ベクタ
ー（Nanog-luc）を用いたルシフェラーゼア
ッセイを行った。dCas9-KRAB（DNA 切断活性
欠損 Cas9 と転写抑制ドメイン KRAB 融合タン
パク質）をガイド RNA 及び Nanog-luc と共に
マウス ES 細胞に導入し、48 時間後にルシフ
ェラーゼ活性を測定したところ、90%以上の
抑制効果が得られた。この条件下で N末欠損
変異体の抑制効果を検討した結果、約 700 ア
ミノ酸欠損変異体Del_6は40-50%の抑制効果
を示し、機能的であることが明らかとなった。 
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完全長（WT）dCas9-KRAB に比べ抑制効果は低
下しており効率面で改善の余地はあるもの
の、本実験によって、約半分以下のサイズに
縮小した機能的dCas9を同定することができ
た。 
 
②エピゲノム修飾酵素足場タンパク質融合
によるエピゲノム編集の検討 

次に、WT dCas9 及び上記縮小化 dCas9 に
DNA メチル化酵素及びヒストン修飾酵素の足
場タンパク質・ドメインを融合し、ガイド RNA
との共発現によりNanog-luc活性を抑制し得
るか検討した。4種の足場ドメイン融合dCas9
及び縮小化 dCas9 タンパク質（ dCas9 
Fusion_1～4及び dCas9 Del_6 Fusion_1～4）
を作製し ES 細胞を用いてルシフェラーゼア
ッセイを行った結果、3 種の dCas9 融合タン
パク質及び 1種の縮小化 dCas9 融合タンパク
質で 50%以上の抑制効果が得られた。このう
ち Fusion_4 は Jarid2 タンパク質 N末端の融
合タンパク質であり、本研究で初めて、dCas9
との融合により標的プロモーターの転写抑
制に寄与することが明らかとなった。Jarid2
は転写抑制因子 PRC2 複合体の足場タンパク
質として知られており、これら複合体をリク
ルートすることでヒストンH3K27のメチル化
を介して発現抑制に働いたと推測される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

③エピゲノム修飾酵素足場 RNA 付加ガイド
RNA によるエピゲノム編集の検討 
 ガイド RNAに DNA メチル化酵素またはヒス
トン修飾酵素の足場 RNA を融合し、dCas9 ま
た は 縮 小 化 dCas9 と の 共 発 現 に よ り
Nanog-luc 活性を抑制し得るか検討した。エ
ピゲノム修飾酵素の足場として2種類の長鎖
非コード RNA（lncRNA_1 及び 2）をガイド RNA
の 3’に付加しルシフェラーゼアッセイを行
った。しかし、いずれの組み合わせにおいて
も、lncRNA の効果は限定的であり弱い抑制し
か得られなかった。そこで次に、上記②の融
合タンパク質4種とそれぞれ共発現させ協調
的作用があるか否か検討した。その結果、ガ
イド RNA3’への lncRNA_1 の付加は dCas9 足
場ドメイン融合タンパク質の転写抑制活性
を阻害することが明らかとなった。一方、
lncRNA_2の付加ではdCas9足場ドメイン融合
タンパク質の抑制効果は維持されていた。た
だし、lncRNA_2 付加ガイド RNA の場合も通常
のガイド RNAに比べ dCas9 融合タンパク質の
抑制効果が低下した。今回使用した lncRNA_1

は約 90 塩基、lncRNA_2 は約 150 塩基のエピ
ゲノム修飾酵素結合配列であり付加した配
列の長さが問題では無いと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一つの可能性として構造上の問題が考えら
れたため、lncRNA_2 を付加する位置を変更し、
同様にルシフェラーゼアッセイを行った。
LncRNA_2 を付加する位置として、ガイド RNA
の tetraloop（sg2）及び stem loop（sg3）
を検討した。dCas9 融合タンパク質と共導入
しその活性を測定した結果、いずれの位置へ
の付加でも lncRNA_2 が阻害的であることが
明らかとなった。3’挿入ガイド RNA（sg1）
との比較では、sg1-lncRNA が最も転写抑制活
性を保持しており、3’への付加が最も良い
と考えられる。 
 
  
 
 
 
 
 
 
同様に、縮小化 dCas9 融合タンパク質と
lncRNA_2 付加ガイド RNA（sg1-lncRNA_2、
sg2-lncRNA_2、sg3-lncRNA_2）との組み合わ
せでルシフェラーゼアッセイを行った。興味
深いことに、いずれの位置へ lncRNA_2 を付
加しても縮小化dCas9足場ドメイン融合タン
パク質の抑制効果を阻害しないことが明ら
かとなった。このことから、lncRNA_2が dCas9
タンパク質N末端に干渉し転写抑制を阻害し
ていた可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果は、N 末端欠損 dCas9 Del_6 は
lncRNA付加ガイドRNAとの組み合わせに適し
ていることを示唆している。 
今後は縮小化 dCas9 融合タンパク質及び

lncRNA 付加ガイド RNA により、安定的なエピ
ゲノムの修飾が可能か否か明らかにし、個体
レベルでエピゲノム編集が可能な最良のシ
ステムを構築する予定である。 
 



（２）マウス個体におけるエピゲノム編集技
術の検証 
培養細胞にて有用なエピゲノム編集技術

（足場融合 Cas9・ガイド RNA）の確立まで至
らなかったため、2 つ目の目的である個体レ
ベルのエピゲノム編集の検討は達成できな
かった。今後の課題として上記の縮小化
dCas9 融合タンパク質を用いて検討していき
たい。 
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