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研究成果の概要（和文）：本研究は、ゲノム編集を用いた疾患モデルの細胞および動物を作製するプラットフォ
ーム技術の開発を目的としている。これまで開発してきた効率的に遺伝子を挿入するMMEJ修復を利用したPITCh
法を発展させ、ノックインを促進するためのDNA修復因子の集積技術(LoAD法）を開発した。この方法によるノッ
クインの正確性を検証するNGSデータ解析プログラム（マキアート）を開発し、ヒトの40遺伝子座についてヒト
培養細胞においてPITCh法による正確なノックイン効率およびNHEJによる変異導入効率を算出することに成功し
た。さらにArsB遺伝子のムコ多糖症疾患の原因SNPをノックインしたマウスを作製を行った。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop platform technology for generating 
disease model cultured cells and animals. Based on the PITCh (Precise integration of target 
chromosome) method for insertion of exogenous DNA into multiple target loci that we have reported, I
 developed  LoAD (Local accumulation of DSB molecules) system for enhancing accumulation of DSB 
molecules). I also developed a program of NGS data analysis (Machiato) for evaluating knock-in 
accuracy　and calculated the efficiency of accurate knock-in and NHEJ indel mutations on human 40 
gene loci. Furthermore, I made knock-in っcells and mice harboring disease SNPs of 
mucopolysaccharidosis.

研究分野：ゲノム生物学

キーワード： ゲノム編集　疾患モデル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、様々な生物において正確に遺伝子を改変することができるゲノム編集技術について複数の新しい技術
と解析法を開発し、正確な遺伝子組換えや疾患モデルを作製することに成功した。これらの技術によって、様々
な疾患のモデルを作製することが可能となり、疾患の発症メカニズムの解明、疾患の治療法の開発、再生医療に
おける新しい技術の提供が可能になることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ゲノム編集は、TALENや CRISPR-Cas9などの人工 DNA切断酵素を用いて、ゲノム上の特
定の領域に DNA二本鎖切断（DSB）を誘導し、内在性の修復機構を利用してゲノム情報を書き
換える画期的な新技術である。ゲノム編集技術の登場により、これまで遺伝子改変が不可能であ
った動物種や培養細胞でも、遺伝子のノックアウトやノックインが容易に実行可能となり、もは
やゲノム編集は遺伝子の機能解析に必須の技術となっている。原理上全ての生物に適用できる
技術であることから、ゲノム編集は基礎研究だけでなく、遺伝子治療や創薬スクリーニングなど
多岐にわたる分野での応用が見込まれている。 
 従来、ヒトの遺伝性疾患のモデル細胞としては、当該の遺伝病患者から単離・樹立した初代培
養細胞が利用されてきた。しかしながらこの方法では、得られる細胞サンプルが限られることや、
初代培養細胞の扱いの難しさが問題となり得る。更に、由来する患者によって遺伝的背景が異な
ることから、表現型のばらつきを避けることができず、また同一の遺伝的背景を有するコントロ
ール細胞が存在しないなど、多くの問題点が存在する。一方で、ゲノム編集技術を用いれば、患
者から樹立した細胞の疾患変異を修復することが可能であり、また予め確立された培養細胞株
に疾患変異を導入することもできる。特に後者の手法を用いれば、同一の遺伝的背景を有するコ
ントロール細胞から、あらゆる遺伝性疾患のモデル細胞を作製できるため、再現性の高い創薬ス
クリーニングならびに病態解析が可能となる。 
一方、ヒトの遺伝性疾患には、たった一箇所の一塩基多型(SNP)によって引き起こされるもの
から、染色体の広域欠失や逆位、重複、転座など様々な染色体異常によって引き起こされるもの
まで、多種多様な成因が存在している。現状のゲノム編集技術では、遺伝子の単純破壊や薬剤選
抜マーカーを含む遺伝子断片の挿入は十分に実現可能だが、これらのピンポイントな改変、ある
いは複雑な染色体編集は決して容易ではない。申請者は、ゲノム編集が開発途上にあった 2000
年代半ばより技術導入を進め、独自の人工ヌクレアーゼ作製システムや高活性型 Platinum 
TALEN、オールインワン CRISPR-Cas9 ベクターシステム(７つの sgRNA の同時発現が可能; 
Sakuma et al., 2014)を開発してきた。さらに、相同組換え(HR)とは異なる DSB修復機構であ
るマイクロホモロジー媒介末端結合 (MMEJ)を利用したノックイン法 [PITCh(Precice 
Integration into Target Chromosome)法]を考案し、従来法より簡便かつ効率的な世界初の遺伝
子ノックイン法として報告してきた。 
ゲノム編集の多岐にわたる応用展開の内の幾つかは、現状の技術でも十分に実用可能な状況
にある。しかしながら、単一遺伝子病や多因子遺伝疾患、染色体異常など、様々な成因が存在す
る遺伝性疾患の厳密なモデル細胞・動物の作製には、一塩基レベルの精緻な改変から大規模な染
色体編集操作まで、緻密かつ高度な編集技術を必要とするため、その技術基盤は未だ十分に整備
されていない。 
 
２．研究の目的 
ゲノム編集による正確な遺伝子改変には、これまで相同組換え（HR）に依存した方法が主に
用いられてきた。この方法では、挿入したい配列の外側に長鎖（500 bp以上）のホモロージー
アームを付加したドナーベクターを、人工 DNA切断酵素と共に導入することで、HRによるド
ナーの組込みを促進する。しかし HR の効率は細胞種や動物種に大きく依存し、十分な挿入効
率が得られないことも多かった。また、最近利用が広がっているオリゴヌクレオチド(ssODN)を
用いたゲノム編集法は、培養細胞では効率が低く実用レベルには至っていない。一方、申請者ら
の開発したマイクロホモロジー配列(~40bp)を用 いる PITCh 法によってレポーター遺伝子等
のノックインの効率は大きく改善され、精密なノックインを必要とする疾患モデル作製への適
用が可能な段階となってきた。そこで本研究では、1)PITCh法を用いた ssODNを用いない SNP
改変細胞作製法の確立、2)MMEJ 関連因子群の過剰発現および集積による培養細胞での多重遺
伝子改変の効率化、3)PITCh法によるノックイン遺伝子座での NGS解析法の確立、4)ムコ多糖
症のモデル細胞およびモデル動物の作製、を実施する。MMEJ 関連因子の集積には、改変型
sgRNAを介して種々の因子を sgRNA-Cas9複合体に結合させる SAMシステム(Konermann et 
al., 2015)を利用する。これらの研究開発によって、あらゆる遺伝性疾患を再現可能にするゲノ
ム編集プラットフォームを確立する 
本研究の独創性は、申請者らが開発した遺伝子ノックイン法(PITCh 法)とオールインワン

CRISPR-Cas9ベクターを組み合わせた新技術を開発することによって、細胞種を選ばない精密
かつ効率的な遺伝子改変を実現することにある。ゲノム編集技術を利用した遺伝子ノックアウ
トは様々な細胞株や生物種で成功しているものの、導入される変異が主に数塩基程度の欠失で
あるため正確な改変が困難なのが現状である。この問題を解決するためには、効率的な遺伝子ノ
ックインを駆使し、正確に改変することが必要であるが、これまでのノックイン法は HR に依
存しており細胞種や生物種によって成否が分かれていた。本研究は、すべての細胞で活性のみら
れる MMEJ を介した簡便な PITCh 法によって、正確に一塩基レベルから染色体レベルの改変
を可能にしようとする技術開発である。さらに、ゲノム編集によって作製された細胞の質的評価



法を確立する。これらの方法が確立すれば、様々な病態モデルの作製が可能となり、遺伝性疾患
の発症メカニズムの理解や創薬スクリーニングに必要なモデル細胞作製ための強力なツールと
なると考えられる。 
 
３．研究の方法 
１）培養細胞での SNP ノックイン技術の開発 
 ゲノム編集を利用した遺伝子ノックイン技術は、ゲノム編集ツールとドナーベクターや一本
鎖オリゴヌクレオチド(ssODN)との共導入によって行われるが、効率的な改変技術はこれまで開
発されていない。本研究では、PITCh 法を基盤技術として、単一遺伝子座で SNP のみを改変する
システムを確立する。具体的には、HPRT-1 遺伝子の疾患原因 SNP を標的として、SNP の近傍を切
断し、PITCh 法を用いて薬剤耐性遺伝子を挿入した細胞株を作製し、クローン化する。この時、
PITCh ドナーベクターのマイクロホモロジー(MH)配列中に SNP が含まれるように設計し、ノック
インによって SNP を改変しておく。さらに、薬剤耐性遺伝子の両側を CRISPR-Cas9 によって切断
することによって切り出す。切断末端が MMEJ で元の配列に戻るようベクターを設計しておくこ
とによって、SNP の改変によってもフットプリントが残らない細胞の取得が可能となる。薬剤耐
性遺伝子が除外できない細胞が多い場合は、あらかじめ薬剤耐性遺伝子と同時にノックインし
ておいたネガティブ選別マーカーを利用し、SNP のみの変異を有する細胞を選別する。  
２）MMEJ 関連因子群の過剰発現および集積による培養細胞での改変の効率化 
 本研究の基盤となる PITCh 法およびレポーター遺伝子の正確な切り出し修復法は、MMEJ 経路
を利用した技術である。そのため、利用する細胞における MMEJ 活性が、SNP 改変や広域欠失の
成否を分けると予想される。そこで、MMEJ 経路に関わる因子群 (LIG3、RARP1、NBS1、EXOI、CtIP)
の過剰発現およびこれらの因子を標的配列へ集積することによって、PITCh 法の効率上昇(MMEJ
の効率を上昇)を図る。MMEJ 関連因子の集積には、改変型 sgRNA(MS2 配列を付加)と MS2 結合タ
ンパク質に MMEJ 関連因子を融合した複合体を用いたシステム(SAM システム)を導入する。改変
型 sgRNA-Cas9-MMEJ 因子複合体によって、SNP および変異導入を実用的なレベルまで引き上げ
る。 
３）PITCh 法によるノックイン遺伝子座での NGS 解析法の確立 
PITCh 法および集積技術による効率化によってノックインあるいは indel 変異がどのように
入るかをヒト細胞において 40 遺伝子座について調べる。ノックインアリルを PCR によって増幅
し、PCR 産物を NGS によってアンプリコンシークエンスを行う。このデータを既存の変異タイプ
解析プログラム CRISpresso によって解析し、さらに新しいプログラムを開発することによって
正確にノックインされたアレル、変異導入されたアレルに分類する。これらのデータを用いて
sgRNA によるノックインの指向性などを調べる。 
４）ムコ多糖症のモデル細胞およびモデル動物の作製 
ムコ多糖症Ⅵ型のモデル細胞を作製する目的で、既存の ArsB遺伝子変異タンパク質の発現に
よるスルファーターゼ活性の測定を行った。さらに、この変異タイプの cDNA を内在 ArsB 遺
伝子座へ挿入する目的で効率的な大規模欠失導入細胞の作製法を検討した。また、ムコ多糖症モ
デルマウスを作製するため、CRISPR-Cas9と ssODNを利用してヒト変異を有するモデルマウ
スの作製を試みた。 
 
４．研究成果 
１）培養細胞での SNP ノックイン技術の開発 
 iPS 細胞において HPRT 遺伝子座へ薬剤耐性遺伝子をノックインした細胞株を樹立し、この細
胞から薬剤耐性遺伝子を切り出すことによって SNP を導入する方法を京都大学のウォルツェン
博士らと開発することに成功した。この方法はゲノム編集によって SNP を導入した細胞とコン
トロール細胞を同時に作製することができる技術として評価された。これらの成果をまとめ論
文として発表した。 
２）MMEJ 関連因子群の過剰発現および集積による培養細胞での改変の効率化 
 MMEJ での遺伝子ノックインを促進する因子をスクリーニングし、DNA 修復に関する因子とし
て ExoI および CtIP を同定した。これらの因子を集積する技術 LoAD 法を開発し、LoAD 法によっ
て CtIP を集積することによって、３つの標的遺伝子座へ同時に異なる蛍光遺伝子を導入した。
遺伝子産物特異的な蛍光の局在を観察することに成功した。導入された蛍光遺伝子が１種類、２
種類および３種類ノックインされた様々なタイプの細胞株を同時に樹立できることが示された。
この結果から、MMEJ を介した方法によって複数の遺伝子座を同時に改変出来る可能性が示唆さ
れた。 
３）PITCh 法によるノックイン遺伝子座での NGS 解析法の確立 
MMEJ を介した遺伝子ノックイン（PITCh 法)の NGS データを解析するコンピュータプログラム
（マキアート）を開発した。ヒトの 40 遺伝子座について Hek293 細胞において PITCh 法による
遺伝子ノックイン実験を行い、ノックイン細胞のゲノム DNA を用いて NGS データを取得した。得
られた NGS データを用いたマキアートを用いて解析することによって、正確なノックイン効率
および NHEJ による変異導入効率を算出することに成功した。また、正確なノックイン効率の影
響を与える複数の因子について明らかにした。 
４）ムコ多糖症のモデル細胞およびモデル動物の作製 



疾患モデル細胞作出のための PITCh 法を介した方法の確立を試みた。ムコ多糖症６型に見ら
れる疾患変異（ArsB 遺伝子での SNP）を再現する一塩基多型を絞り込み、ヒト培養細胞での導入
研究を行った。複数の疾患変異を導入した遺伝子を導入するシステムを確立するため、ムコ多糖
症の原因遺伝子である内在性遺伝子を破壊するとともに変異遺伝子のノックインを試みた。対
象とするムコ多糖症Ⅵ型の原因遺伝子 ArsB 遺伝子のコード領域のエキソンにおいて複数のガイ
ド RNA を設計し、CRISPR-Cas システムでの ArsB 遺伝子の断片化とマイクロホモロジー媒介末
端結合(MMEJ)による PITCh 法および相同組換え(HR)での遺伝子ノックインを試みた。PCR による
連結部分の増幅長と塩基配列の解析から、欠失長の異なるアレルと正確な大規模欠失と遺伝子
挿入の起こったアレルをもつ細胞をクローン化することに成功した。さらに他のムコ多糖症の
原因遺伝子について、同様の遺伝子置換が可能であることを確認した。また、ArsB 遺伝子のム
コ多糖症疾患の原因 SNP をノックインしたマウスを作製するため、CRISPR-Cas9 と ssODN を利用
したマウス胚での遺伝子改変を試みた。その結果、インデル変異を有する個体と目的の SNP を有
する個体が作製された。しかしながらモザイク胚であったため、さらに効率的な変異体作製を継
続して実施している。 
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