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研究成果の概要（和文）：心筋症遺伝子変異に対する治療介入法は未確立であり、相同組み換え修復（HDR)が非
分裂心筋細胞において可能かは不明である。我々は、CRISPR/Cas9によるHDRを介したゲノム編集が、非分裂心筋
細胞において可能であることを証明した。ガイドRNA・修復DNAをアデノ随伴ウイルス（AAV）によりCas9を恒常
発現する心筋細胞に導入したところ、DNA合成非依存的なHDRを誘導した。Tnnt２遺伝子変異をもつ心筋症モデル
マウス心筋細胞において、AAVにより誘導されたHDRにより約12.5%のゲノムDNAが正確に修復された。以上より、
HDRによるゲノム編集は心筋細胞においても可能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Although high-throughput sequencing can elucidate the genetic basis of 
hereditary cardiomyopathy, direct interventions targeting pathological mutations have not been 
established. Furthermore, it remains uncertain whether homology-directed repair (HDR) is effective 
in non-dividing cardiomyocytes. Here, we demonstrate that HDR-mediated genome editing using 
CRISPR/Cas9 is effective in non-dividing cardiomyocytes. Transduction of adeno-associated virus 
(AAV) containing sgRNA and repair template into cardiomyocytes constitutively expressing Cas9 
efficiently introduced a fluorescent protein to the C-terminus of Myl2, independently of DNA 
synthesis. We sought to repair a pathological mutation in Tnnt2 in cardiomyocytes of cardiomyopathy 
model mice, and AAV-mediated HDR achieved precise genome correction at a frequency of ~12.5%. Thus, 
targeted genome replacement via HDR is effective in non-dividing cardiomyocytes, and represents a 
potential therapeutic tool for targeting cardiomyopathy.

研究分野： 心筋症、心不全

キーワード： 心筋症　ゲノム編集
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
拡張型心筋症は、心臓が拡大し、収縮する力が徐々に低下して心不全に至る、難治性の疾患である。ゲノム解析
技術の進歩により、拡張型心筋症の発症に遺伝子変異が大きく関与することが明らかとなっている。革新的な技
術であるCRISPR/Cas9ゲノム編集は、様々な疾患分野への医療応用が期待されている。今回我々は、マウス培養
心筋細胞を用いて、心筋細胞においてゲノム編集を用いた正確な遺伝子編集が可能であることを証明した。更
に、遺伝子変異をもった心筋症モデルマウスの培養心筋細胞において、約12.5%の効率で遺伝子変異を修復する
ことに成功した。これらの知見は、難治性心筋症に対する治療開発につながることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
慢性心不全治療においては、神経体液性因子に対して介入する心筋保護薬の重要性が幅広く

認識され、各疾患ステージにおける治療法が確立している。しかし、既に進行した重症心不全
に対するこれら薬物治療の効果は限定的であり、特に拡張型心筋症や肥大型心筋症を発症原因
とした若年発症重症心不全の予後は依然著しく不良である。最大限の薬物・非薬物療法におい
ても改善が見込めない症例は、左室補助人工心臓(LVAD)・心臓移植といった外科治療の適応と
なる。しかし、数多くの移植待機症例（2015 年時点で大阪大学病院において 101 名）に対し、
移植の対象となり得る症例は一部であること、移植までの待機期間が平均 3 年以上と長期であ
りその間に多くの症例が失われること、術後長期にわたる免疫抑制治療、LVAD による機械的
合併症、医療経済的問題等多くの課題を残している（右下図）。従来家族性発症の心筋症の原因
の多くが、心筋の構造タンパク質をコードするゲノム遺伝子の異常であることは広く知られて
きた。一方で、明らかな遺伝性の存在しない孤発例の拡張型心筋症症例においても、ゲノム
DNA 上に構造タンパク質の異常が広く認められることが報告され、従来原因不明とされてき
た拡張型心筋症の発症基盤に、心筋サルコメアを形成するタンパク質の変異が大きく関与する
ことが近年明らかなっている。しかし、心筋サルコメア構造タンパク質の遺伝子異常それ自体
は、原因として判明したとしても治療対象とすることは困難であり、心不全の進行に対しては、
薬物治療を中心とした従来療法を行っているのが現状である。このような構造蛋白異常の原因
となるゲノム遺伝子を修復することは、根治的治療、そしてその後の病態進展を予防する強力
な治療法として期待されるが、技術的な課題からこれまで臨床応用は困難であった。しかし、
近年下記 2 点の理由から、ゲノム遺伝子に対する修復治療の可能性が現実的に検討され始めて
いる。1 つめは高速シークエンサーを用いたゲノム遺伝子解析技術の進歩であり、短期間かつ
低コストで疾患の原因遺伝子を診断することが可能となった。２つめは、2013 年に登場した次
世代のゲノム編集技術であり、溶血性レンサ球菌から発見された CRISPR (Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat)システムは、その簡便さ、活性の高さから
ゲノム編集の中心的基盤技術として認識されるようになり、世界中で爆発的な広がりをみせて
いる。これら高速シークエンサー解析と CRISPR ゲノム編集技術の 2 つの技術革新により、ゲ
ノム修復は現実的に臨床応用が可能な治療
技術として認識され、米国を中心に著しい速
度での開発、臨床試験への応用が検討されて
いる。しかし、CRISPR ゲノム編集技術を生
体内における遺伝子変異の修復に用いるた
めの技術的基盤は未確立であり、特に心筋疾
患への応用については、適切なターゲット遺
伝子の改変戦略の構築や、改変効率の向上な
ど修復を有効に行うための多くの技術的課
題を解決する必要がある。さらに、この技術
の安全性・危険性の評価は、その効率評価以
上に重要な課題である。本研究は、難治性重
症心不全に対して、終末期にいたる前に病態
進展を防ぐ治療法の確立を目標に、ゲノム編
集技術に関連する基盤技術の開発を目指す
（右図）。 

 
２．研究の目的 
 本研究開発では、遺伝子異常に起因する心筋疾患を、CRISPR システムを用いて根治的に修
復する基盤技術を開発する。この技術は、既存の治療とは全く異なるゲノム編集技術を利用す
るものであるため、包括的かつ段階的に方法論の確立を行っていく必要がある。治療効果を発
揮するために必要な技術開発のみならず、安全面の検証は最重要課題であり、安全性評価のた
めに高速シークエンサーを用いた網羅的解析を行うとともに、ヒト生体試料の取り扱いに際し
ては各該当倫理指針に則って研究開発を進める。本研究開発は、以下に掲げる 4 つの開発戦略
に沿い、互いの進捗を連携させながら多角的に推進する。 
(1) 遺伝性心筋症のゲノム DNA 診断 
(2) CRISPR による心筋ゲノム DNA 修復基盤技術開発 
(3) CRISPR による心筋ゲノム修復基盤技術の安全性評価方法の開発 
(4) 効率的な治療コンポーネントの組織送達法の確立 
 
３．研究の方法 
(1) 対象疾患のゲノム DNA 診断：高速シークエンサー解析による原因遺伝子診断方法の確立 
(2) CRISPR による心筋ゲノム DNA 修復基盤技術開発：CRISPR システムの整備、セルライン・初

代培養細胞を用いたノックイン戦略の構築 
(3) CRISPR による心筋ゲノム修復基盤技術の安全性評価方法の開発：高速シークエンサー解析 
(4) 効率的な治療コンポーネントの組織送達法の確立：mRNA、アデノ随伴ウイルス他 



 
４．研究成果 
 
(1) 対象疾患のゲノム DNA 診断 
心筋症症例を初めとする循環器難病患者を対象とし、末梢血または心臓組織からゲノム DNA

を抽出し、それをテンプレートとして疾患遺伝子パネルまたはエクソーム解析を用いた原因遺
伝子の同定を行った。大阪大学最先端医療イノベーションセンターにおいて、Ion PGM を用い、
404 個の心血管疾患関連遺伝子パネル解析を施行した。ライブラリ作成、シークエンサーラン、
アノテーション解析を行い、合計 16 症例の遺伝子解析を行った。うち、高齢期において進行性
難治性心不全を呈した症例において、PKD1 フレームシフト変異が同定し報告した。 
 

(2) CRISPR による心筋ゲノム DNA 修復基盤技術開発 
心臓に特異的に発現し、サルコメアの主要なタンパク質であるミオシン調節軽鎖タンパク質

をコードする Myl2 遺伝子に着目し、培養心筋細胞においてその 3’末端に蛍光タンパク質をノ
ックインすることを試みた。Myl2 遺伝子の 3’末端終始コドン近傍を特異的に認識するガイド
RNA、及び同部位に対する相同配列で挟んだ tdTomato 蛍光タンパク質配列を修復テンプレート
として設計し、3’末端の相同配列には、Cas9 による切断に耐性とするため PAM 配列に変異を
導入した（右上図）。分子量が大きな Cas9 タンパク質の心筋細胞への導入効率は低いことが予
想されたため、我々は 2014 年に報告された Cas9 恒常発現マウス新生仔心臓組織から単離した
培養心筋細胞を用いた。Cas9 を恒常発現
する培養心筋細胞に対して、心臓に対し
て指向性をもつ AAV6 を用いてガイド
RNA と修復テンプレート DNA を導入し、
ハイコンテントイメージサイトメータ
ー（IN Cell Analyzer 6000）を用いて
蛍光検出を試みた。心筋細胞に対する
AAV6 による遺伝子導入 2日目から、サル
コメア構造に一致した蛍光シグナルが
検出され、4 日目にかけてそのシグナル
は増強した（右下図）。tdTomato は比較
的大きな分子量をもつ蛍光タンパク質
だが、Myl2-tdTomato 融合タンパク質は
トロポニンI染色で検出される心筋サル
コメアに正確に局在していた。また、サ
ンガーシークエンス及びウェスタンブ
ロットにより、tdTomato 配列のゲノムへ
の正確な挿入、及び予想された分子量で
の融合タンパク質の発現が確認された。
同一心筋細胞の経時的観察により、培養
開始後分裂をしていない心筋細胞にお
いて HDR が生じており、定量的解析によ
り、最大で 20-25%の Cas9 恒常発現心筋
細胞においてHDRが起こることが明らか
となった。 
 
HDR には細胞周期 S 期進入が必要とされ、新生仔培養心筋細胞の一部は生直後には分裂能を

有しており、主にこれらの細胞において HDR が起きた可能性が考えられた。そこで、我々は AAV6
による遺伝子導入の6時間前からEdUを添加し、以後4日間連続してEdUラベルをすることで、
S期に進入した心筋細胞と HDR との相関を検証した。4日間の培養後、一度でも S期に進入した
非心筋細胞（主に心臓繊維芽細胞）は約 25%であったのに対し、S 期に侵入した心筋細胞は約
5%に留まった。定量解析の結果、HDR を起こした tdTomato 陽性の培養心筋細胞のうち、EdU 陽
性心筋細胞は 5%に
留まり、残り 95%
の tdTomato陽性心
筋細胞では、S期に
入ることなく HDR
が起きたと考えら
れた（右図） 
 
 
 
 
 



 これらの結果を踏まえ、我々は HDR による心筋症病的変異の修復を試みることとした。トロ
ポニン Tの 210 番目のリジンの欠損変異（ΔK210）は家族性拡張型心筋症において同定され、
同変異をホモ接合性にノックインしたマウスは進行性の心臓の拡大、心収縮能低下を来たし、
拡張型心筋症モデルマウスとして報告されている。我々は、AAV を用いた HDR により、心筋細
胞においてΔK210 変異を修復することを試みた。ΔK210 変異は、トロポニン T をコードする
Tnnt2 遺伝子のエクソン 13に存在するため、同部位から 40 bp 下流のエクソン配列、及び 96 bp
下流のイントロン配列を対象にガイド RNA を設計した。
両ガイド RNA は対象ゲノムを効率よく切断したが、エ
クソンに設計したガイド RNA#1 はエクソン部位のゲノ
ム切断を経てトロポニン T タンパク質の発現を低下さ
せたのに対し、イントロンに設計したガイド RNA#2 で
は、効率的にゲノムを切断するものの、タンパク質発
現には明らかな影響を及ぼさなかった（右図）。そこで、
NHEJ によるタンパク質への影響を考慮し、イントロン
特異的に設計したガイド RNA#2、及びその対象 PAM 配
列に Cas9 切断耐性となる変異を組み込んだ修復テン
プレートを設計し、AAV6 を構築した。Cas9 ノックイン
マウスと Tnnt2ΔK210 マウスを交配したダブルノック
インマウスを樹立し、単離した培養心筋細胞に対して
AAV6 を導入した。心筋細胞から抽出したゲノムから変
異部位周辺配列をクローニングし、サンガーシークエ
ンスにより解析したところ、解析を行った 200 クロー
ン中 12.5%において HDR によりΔK210 変異が修復され
ていた（右図）。42.5%において NHEJ を認めたが、エク
ソン 13まで NHEJが及んでいたものは 3.5%にとどまっ
た。これらの結果から、DNA 合成を行っていない非分
裂心筋細胞において HDR を介したゲノム修復が可能で
あることが示されたが、その分子メカニズムは依然不
明であり、今後の更なる検討が必要である。 
 
(3) CRISPR による心筋ゲノム修復基盤技術の安全性評価方法の開発 
CRISPR を用いたゲノム修復技術では、一旦ターゲットゲノム DNA を切断する過程を経る。そ

の後相同組み換え機構を用いて目的とする修復配列への組み換えを目指すが、その効率が不十
分である場合、ミスセンスやフレームシフト変異を誘導する可能性がある。また、CRISPR シス
テムは PAM 配列及び約 20塩基の核酸相同性をもとにターゲット配列を認識するため、本来のタ
ーゲット DNA 配列以外のゲノム領域を認識し切断する可能性がある。そこで、上述のトロポニ
ン T遺伝子を対象に、ガイド RNA の設計時にオフターゲット対象となり得るゲノム DNA 配列を
予測し、高速シークエンサーを用いたターゲットリシークエンスによるオフターゲット評価の
ための条件検証を行った。 
 
(4) 効率的な治療コンポーネントの組織送達法の確立 
CRISPR を用いたゲノム修復技術を組織において有効に作用させるためには、効率的な組織送

達方法の確立が不可欠である。我々は心筋細胞への mRNA によるレポーター遺伝子の導入が高効
率であることを確認した。この方法を用いて、野生型マウス培養心筋細胞に Cas9 をコードする
mRNA と、前述のガイド RNA・修復テンプレートをコードする AAV6 を導入したところ、3.2%の心
筋細胞において HDR が観察された。Cas9 ノックインマウスを用いた場合（20～25%）に比べ効
率は悪く、導入効率の改善が課題である。 
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