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研究成果の概要（和文）：CRISPR/Casシステムの登場により、細胞のゲノムを簡便に編集することが可能となっ
た。しかし、研究開発当初の技術レベルでは、ゲノム編集を施した細胞に意図しないゲノム変異が加わることが
不可避であり、正確なゲノム編集を効率よく起こすことは難しかった。報告者は、DNA2本鎖切断を発生させず、
ニックから高効率かつ正確にゲノムを編集する方法（SNGD法）を見いだしつつあった。完全に新規のゲノム編集
法であるため、SNGDにより効率的にゲノム編集が達成される分子機構は完全に未知であった。本研究では、SNGD
法が通常の相同組み換えとは異なる非古典的な経路により達成されることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：CRISPR-Cas system enables fast and easy gene editing. However, the 
DNA-double strand break-dependent gene editing technique induces unintended gene mutations and it 
can not achieve precise gene editing. When this research project started, I was developing a new 
gene editing method using nicks instead of DNA-double strand breaks. Until now, I have established 
the SNGD (single-nicks in the genome and donor plasmid)-meditated gene editing as one of the most 
precise gene editing methods. In this research project, I revealed that non-canonical homologous 
recombination induces SNGD-meditated gene editing.

研究分野： DNA修復、ゲノム編集

キーワード： ゲノム編集　ニック　相同組換え
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研究成果の学術的意義や社会的意義
SNGD法によるゲノム編集は、DNA2本鎖切断を用いる従来法と比べ、効率は7倍程度、正確性は25倍以上である。
本法の開発により、正確で高効率なゲノム編集を実現した。本研究では、SNGD法において用いられる組換えの分
子機構の詳細を研究し、ニックが非古典的な相同組み換えを誘導することを示した。この研究により、未知の
DNA修復機構が存在することも明らかにした。本法を基盤として、ゲノム編集の正確性や効率をさらに高めるこ
とができれば、遺伝性疾患における責任遺伝子の修正など、医療応用を目指した研究・開発へと発展させること
ができると期待できる。
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１．研究開始当初の背景 
標的とするゲノム上に DNA2 本鎖切断（DSB）を発生させる CRISPR/Cas9 の発見により、ゲノ

ム編集の効率は飛躍的に上昇した。細胞外から導入した DNA 配列を鋳型として Cas9 による DSB
を修復させ、ゲノムの DNA 配列を改変する手法である。しかし、DSB はヌクレオチド挿入・欠
失を伴って修復されることが多いため、ゲノム編集自体が原因となる新たな変異が高頻度で発
生してしまう。この変異発生は、ゲノム編集の本来の標的部位であるオンターゲットのみなら
ず、標的配列と似たオフターゲットにも起こる現象である。つまり、ゲノム編集に伴う変異発
生はゲノム全体に影響を及ぼす恐れがある。研究開発当初の技術レベルでは、ゲノム編集を施
した細胞に意図しないゲノム変異が加わることが不可避であった。 

研究開始当初、申請者は DSB を発生させず、ニックのみから高効率にゲノム編集する方法を
見いだしつつあった。このような手法により、ゲノム編集過程での意図しない変異が非常に発
生しにくいゲノム編集を達成できると推測された。完全に新規のゲノム編集法であるため、ニ
ックにより効率的にゲノム編集が達成される分子機構は未知であった。 

通常 DNA に入ったニックは容易に修復できるため、HR 等の組換えが働く余地はない。一方、
Cas9(D10A)を用いてニックを入れた場合、ニックが生じる部位では、DNA2 重らせん構造がほど
かれた上、RNA と DNA がハイブリダイズしている。このような特殊な構造であるがゆえに、組
換えが機能しうるのではないかと考えた。ところで、転写の時にも DNA2 重らせん構造がほどか
れた上、RNA と DNA がハイブリダイズしている「R-loop 構造」が形成されている。最近、R-loop
の解消の異常によりゲノム不安定性が誘導されることが注目されている。また、R-loop の解消
には、遺伝性乳癌の責任遺伝子であり HR を促進する BRCA2 と BRCA1 が関与していると報告され
ている。このような知見は、Cas9(D10A)により発生したニックに HR 類似の組換えが関与しうる
ことを示唆する一方、R-loop が引き起こすゲノム不安定性の研究に CRISPR/Cas9 が利用できる
可能性も示唆している。R-loop が解消されない部位におけるゲノム変異を解析しようとしても、
特定の部位において R-loop が残留するというわけではなく、解析は難しい。一方、CRISPR/Cas
を用いた場合には、gRNA によって特定の部位に R-loop 様構造を作り出すことができるため、
DNA シークエンスレベルでの解析を容易することが可能だと予想される。 
 
２．研究の目的 

本研究課題では、ニックによるゲノム編集機構、言い換えると、ニック依存的に起こる DNA
組換え機構について、ニック発生部位の組み合わせやドナープラスミドの条件を検討し、どの
ようなときにニックから組換えが起こるのかを見極めることを目的とした。また、相同組換え
修復に必要とされる分子の関与を検証することで、この新たな DNA 修復の分子機構を明らか
にすることを目標とした。 
 
３．研究の方法 
 EGFP 配 列 を 1 塩 基 置 換 し た 
(c.321C>G)レポーターをゲノムに組み
込んだ細胞株（他の研究課題において作
成した細胞株）においてゲノム編集によ
りレポーター遺伝子の塩基置換を行い、
野生型EGFPを回復させるアッセイ法（図
1）を用いて以下実験を行った。 
(1) ニックから組換えが起こる分子機
構（DNA レベル） 

(1)-① gRNA の組み合わせ： 
EGFP 遺伝子を標的とした様々

な gRNA を作製し、それらを様々な
組み合わせで用いてゲノム編集効
率を測定した。これにより、標的
がセンス鎖である場合とアンチセ
ンス鎖である場合の違いや塩基置
換したい部位からどの程度離れた
部位にニックがある場合に組換え
が起こりやすいのかなどの疑問点
を明らかにした。 

(1)-② ドナープラスミドの長さの要求性の解析： 
いわゆるホモロジーアームがどの程度必要なのか検証した。 

(1)-③ 組換えの実際： 
Silent mutation を 17 カ所入れたドナープラスミドを用いてゲノム編集を試みた後、

EGFP 陽性細胞をセルソーターにより回収し、レポーター遺伝子の DNA シークエンスを行
った。様々な位置に設定した silent mutation が取り込まれるパターンと CasD10A によ
るニックの位置との関連を分析し、invasion の仕組みを解析した。 

(2) ニックから組換えが起こる分子機構（蛋白レベル） 

図１ 



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 

ニックから組換えを起こす分子機構を明らかにするため、CtIP、BRCA2、RAD51 といっ
た相同組換え修復のコアファクターを siRNA によりノックダウンした上で、レポーター
細胞においてゲノム編集を実施し、その効率を測定した。 
 

４．研究成果 
(1) ニックから組換えが起こる分子機構（DNA レベル） 

(1)-① gRNA の組み合わせ： 
標的となる塩基に対して、上流のセンス鎖、アンチセンス鎖それぞれを標的とする

gRNA、下流のセンス鎖（2カ所）、アンチセンス鎖（2カ所）それぞれを標的とする gRNA
を作成した。Cas9D10A を細胞に発現させることでレポーター遺伝子にニックを発生させ
た。gRNA を 2 種類組み合わせることにより、2 つのニックから作られうるすべてのパタ
ーンの DNA 損傷を発生させることが可能となった。ドナープラスミドとしては、上述の
様に設計した gRNA のターゲットシーケンスに、様々なパターンでサイレント変異を挿入
したものを多種用意した。これにより、2 つの gRNA によりドナープラスミド上に、2 箇
所ニックが発生する、1 箇所のみニックが発生する、ニックが全く発生しないというす
べてのパターンを網羅できるようにした。これらの材料を用いて、ゲノム編集の効率を
測定した。その結果、これまでの常識と異なり、DNA2 本鎖切断を発生させない場合（セ
ンス鎖に 2 か所のニック、あるいは、アンチセンス鎖に 2 か所のニック）であっても、
かなり自由度が高く、効率の高いゲノム編集が達成できることが示された。 

 
(1)-② ドナープラスミドの長さの要求性の解析 

上記の実験をさらに発展させた SNGD 法（ゲノムとドナープラスミドに 1 カ所ずつニ
ックを発生させる方法：本研究とは異なる研究において確立した手法）において、ゲノ
ム編集を行う場合に必要とされるドナープラスミド上のホモロジーアーム長を明らかに
するため、様々なホモロジー長を持つドナープラスミドを設計し、ゲノム編集実験を行
った。その結果、ホモロジー長が長いほどに高効率にゲノム編集が行われることが明ら
かとなった。また、このとき、上流方向にも下流方向にも長いことが必要であることも
明らかとなった（図 2）。 

図 2: (A) 設計したホモロジーアーム (B)各ホモロジーアームを用いた際に得られたゲノム編
集効率 

 
 

(1)-③ 組換えの実際： 
Silent mutation を 17 カ所入れたドナープラスミドを用いてゲノム編集を試みた後、

EGFP 陽性細胞をセルソーターにより回収し、レポーター遺伝子の DNA シークエンスを行
った。様々な位置に設定した silent mutation が取り込まれるパターンと CasD10A によ
るニックの位置との関連を分析した。その結果、SNGD 法では、標的としたヌクレオチド
から百 bp 以上取り込まれる割合とごく短い取り込みが行われる場合とが同程度である
ことが示された。長く取り込まれる場合に関しては、相同組換え様の修復（ドナーのホ
モロジーアームを DNA 合成により取り込む）ことが示唆された。 

 
(2) ニックから組換えが起こる分子機構（蛋白レベル） 
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CtIP、BRCA2、RAD51 をノックダウンしたレポーター細胞において、DSB 法、シングル
ニック法（SN：ゲノムにのみニックを入れる手法）、SNGD 法によるゲノム編集を実施し、
コントロール細胞とのゲノム編集効率を比較した（図 3）。DSB 法では、放射線等による
DSB の修復と同様に、CtIP、BRCA2、RAD51 の全てに依存することが示された。一方、SN
法では、CtIP は不要であり、BRCA2、RAD51 には依存することが示された。つまり、Cas9
ニッカーゼが作り出すゲノム上のニックでは DNA end resection なしに３′end の 1 本
鎖 DNA が露出し、また、これがドナープラスミドに侵入する際には、相同組換えと同様
の分子機構が機能することが示された。最後に SNGD 法では、CtIP、BRCA2、RAD51 の全
てに依存しないことが示された。ドナープラスミドにニックが入ることにより、相同組
換えの侵入の過程が不要になったためであると考えられる。この過程が不要となったこ
とが、ゲノム編集効率を高めることにもつながっていると考えられる。 

図 3: CtIP、BRCA2、RAD51 をノックダウンしたレポーター細胞におけるゲノム編集効率 
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