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研究成果の概要（和文）：本研究ではCRISPR-Cas9によるゲノム編集を体細胞性に応用し、癌における遺伝子異
常を根本的に修復する新たな癌治療法開発として、CRISPR-Cas9法による変異特異的遺伝子ノックアウトおよび
遺伝子変異部位修復により、異常活性化癌遺伝子の特異的破壊、正常遺伝子との入れ替えを行い、癌における遺
伝子異常を根本的に修復する、これまでに無い極めて画期的な癌治療の実現を試みた。膵癌では90%でKRAS遺伝
子の特定のコドンに機能亢進性変異を有しており、それを標的として膵癌細胞の増殖が抑制されるか検証し、結
果、in vitroで変異配列特異的に種々の程度の増殖抑制効果を認めた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to develop a novel cancer cell-specific therapeutic 
procedure by means of targeting cancer cell-specific mutations via CRISPR-Cas9 method. 
Mutation-specific CRISP-Cas9 was supposed to destruct activated oncogenes or replace defective tumor
 suppressor genes with functional normal genes. Most of pancreatic cancer cells harbor mutant KRAS 
genes in specific codons, so that we designed CRISPR-Cas9 vectors to target the mutated codons in 
the KRAS gene and found that they were effective for inhibiting proliferations of those cells in 
mutation specific manner.

研究分野：人体病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌は3人に2人が罹患する疾患であり、依然として多くの場合不治であり、特に膵臓癌は予後が極めて不良で、5
年生存率は10%未満であり、年間4万人近くが亡くなっている。膵臓癌は90%以上がKRASの機能亢進性変異を持
ち、異常RASの機能を押さえなければ膵臓癌の根本的な治療にはならないことを示唆しているが、本研究成果は
KRAS変異特異的ゲノム編集により膵臓癌細胞の増殖をコントロールできる可能性を示した。アデノウィルスで一
過性体細胞性ゲノム編集を高効率に起こすことで臨床的な応用への可能性を拓き、これまでにない癌治療を実現
できる可能性を示した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
癌は遺伝子異常によっておこるが、異常遺伝子を根本的に修復することは極めて困難であり，
もっぱら異常な遺伝子の機能を抑える、あるいは、機能喪失した遺伝子の機能を代償すること
が癌治療の戦略とされて来た。この状況を変えうる技術が 2013年に発表された CRISPR-Cas9
を応用したゲノム編集技術である。CRISPR-Cas9 は標的とする遺伝子配列と相同のガイド
RNAに Cas9が誘導され，ゲノム DNA上の標的配列部分を 2重鎖切断する。切断された部位
は non-homologous end joining (NHEJ)または homologous recombination (HR)により修復さ
れるが，NHEJでは多くの場合、修復時の欠失挿入のためフレームシフト変異が生じて遺伝子
機能が失われる。HRの際は標的部位の 5’, 3’と同様の配列を持つ断片と入れ替えられる。ガイ
ド RNA 配列は PAM 配列の 5’側に隣接する任意のゲノム領域を設定することができて自由度
が高く、また、PAMを含む配列特異性が高いので off-target効果が少ない。Cas9発現配列を
含め核酸ベースで全てデザインおよび導入できるので極めて簡便である。癌では oncogene の
機能亢進性変異あるいは tumor suppressor geneの機能喪失性変異がドライバーとなっている
が、機能亢進性変異をもつ oncogeneを標的として CRISPR-Cas9による NHEJを起こさせる
ことにより異常な oncogene の機能を不活化することができ、また、機能喪失性変異をもつ
tumor suppressor geneに対しては変異部位を野生型の配列と HRにより入れ替えることが出
来る。Oncogeneの変異部位を野生型配列と入れ替えることも可能と考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では CRISPR-Cas9によるゲノム編集を応用し、癌における遺伝子異常を破壊するある
いは根本的に修復する新たな癌治療法を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1.変異特異的あるいは変異近傍配列標的 CRISPR-Cas9ベクターの構築 
単一ベクターにガイドRNAとCas9発現配列を組込むベクター (pCAS-Guide, Origene)を使
用し、変異遺伝子配列に相当する、あるいは、変異近傍の野生型配列を標的とするガイド RNA
をデザインして、U6プロモーター下に挿入する。HR用に野生型エクソンを含むゲノム配列を
哺乳細胞での発現機能のないベクターにクローニングする。 
 
2. CRISPR-Cas9ベクターのトランスフェクション 
構築した CRISPR-Cas9 ベクターを癌細胞株にリポフェクション法 (Life Technologies)でト
ランスフェクションする。変異特異的ベクターはそれのみあるいはセレクションマーカー入り
HR用ベクターを、変異近傍野生型標的ベクターは HR用プラスミドとともにコトランスフェ
クションする。 
 
3.CRISPR-Cas9導入細胞の増殖アッセイ 
 CRISPR-Cas9によるゲノム編集細胞についてMTT法増殖アッセイを行う。 
 
4. アデノウィルスベクター構築 
高効率のゲノム編集を実現するため変異特異的ガイド RNA を有した CRISPR-Cas9 アデノウ
ィルスベクターを構築する。 
 
４．研究成果 
(1) 変異特異的あるいは変異近傍配列標的 CRISPR-Cas9ベクターの構築 
単一ベクター内にガイド RNAと Cas9発現配列を組み込む pCAS-Guideベクターを使用し、
変異遺伝子配列に相当する、あるいは、変異近傍の野生型配列を標的とするガイド RNA をデ
ザインして U6プロモーター下に挿入した。標的配列は KRAS遺伝子コドン 12部分の配列と
し、KRAS codon 12は PAM配列を一部含む形になっているため、PAM配列を含む変異特異
的ガイド RNAの構築が可能であった。 
 
(2) CRISPR-Cas9ベクターのトランスフェクションと増殖アッセイ 
上記で構築した KRAS コドン 12 各種変異標的ベクターをリポフェクション法で膵癌細胞に
トランスフェクションした。膵癌細胞は KRASコドン 12部分の変異配列を確認し、標的とな
る変異配列とミスマッチとなる配列のものを用いてゲノム編集効果を比較できるようにした。
結果、配列特異的に種々の程度で増殖効率抑制効果が認められた。本結果は変異特異的ゲノム
編集により癌細胞の増殖をコントロールできる可能性を示すものと考えられた。 
 
(3) アデノウィルスベクター構築 
高効率で、かつ、導入量の調整がしやすく、また、一過性発現でホストのゲノムへのインテグ
レーションを起こさないアデノウィルスベクターによるゲノム編集治療実験を行うべく、当初
計画に沿って、構築した KRAS遺伝子変異特異的 pCas-Guideプラスミドベクターから KRAS
遺伝子コドン 12の種々の変異パターンに対応したガイド RNA発現システム及び Cas9コーデ
ング領域を切り出し、アデノウィルスコスミドベクターにインフュージョン法によりクローニ



ングして、サンガーシーケンスにより正しくクローニングされていることを確認することで、
アデノウィルスの骨格となる、KRAS 遺伝子コドン 12 の種々の変異パターンに対応したガイ
ド RNA発現システム及び Cas9コーデング領域をもつコスミドベクターを構築し、293細胞を
使用してアデノウィルスに組み替え、mutant KRAS specific CRISPR-Cas9 adenovirus vector
を構築した。 
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