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研究成果の概要（和文）：　CRISPR/Cas9によるゲノム編集は、標的配列特異的なgRNAがヌクレアーゼである
Cas9を誘導し、標的DNAが切断されることで達成される。切断されたDNAの修復反応には、HDRとNHEJがある。こ
のうち、組換えを介して鋳型DNAの配列通りに編集が起きるHDRは、正確なゲノム編集に特に有益であるが、その
頻度はNHEJに比べて低い場合が多い。
　本研究で我々は、Cas9やgRNAの改変によって、Cas9-gRNA複合体がDNAに結合する様式を変化させることで、
HDR誘導活性が亢進することを明らかにした。この傾向は、HEK293T細胞、HeLa細胞、ヒトiPS細胞の全てで観察
することができた。

研究成果の概要（英文）： CRISPR/Cas9-mediated genome editing is accomplished by cleavage of target 
DNA sequences by Cas9 guided by sequence-specific gRNA molecules. The two repair pathways, HDR and 
NHEJ, are activated by Cas9 at the target sites. NHEJ often induces random insertions or deletions 
at the target sites. In contrast, the DNA sequences are precisely repaired based on the sequences of
 template DNA that is homologous to the cleaved DNA in HDR. Therefore, HDR is particularly useful 
for precise genome editing, because the target DNA sequences are replaced by those of donor DNA 
molecules that we can introduce into the cell via DNA recombination. However, in general, HDR is 
much more infrequent than NHEJ.
 In this study, we reveled that modification of the interaction between the Cas9-gRNA complex and 
DNA can enhance HDR. This trend was observed in all three cell types we tested, that is, in HEK293T 
cells, HeLa cells, and human iPS cells.

研究分野：分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 細胞の持つ遺伝情報を書き換えるゲノム編集技術は、医療や農業への応用が期待されるが、その実現には、正
確に遺伝情報の編集を行う必要がある。CRISPR/Cas9と呼ばれるゲノム編集に用いられるツールは、本来細菌や
古細菌の免疫機構であり、必ずしも哺乳類細胞のゲノム編集のために最適化されていない。本研究では、
CRISPR/Cas9の標的DNAへの結合の仕方を調整することで、編集の正確さを高められることを見出した。今後のゲ
ノム編集技術の応用につなが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、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景	
	 ウイルスなどの外来 DNA を切断・駆逐するための細菌／古細菌の免疫機構である CRISPR/Cas9
は、ゲノム編集技術として爆発的な発展を遂げている。CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集では、
配列特異的な guide	RNA	(gRNA)が標的ゲノム領域にヌクレアーゼである Cas9 を誘導し、DNA を
切断する（図 1）。この DNA 切断により惹起される細胞内在性 DNA 修復機構である homology-
directed	repair	(HDR)と non-homologous	end	joining	(NHEJ)により、実際にゲノムが編集さ
れる。HDR は鋳型 DNA との組換えにより正確な編集をもたらすが、NHEJ は頻繁にランダムな塩基
の挿入や欠失を伴いながら切断された DNA の両端
を結合し、正確性と予測性を欠く（図 1）。	
	 一般に CRISPR/Cas9 は、HDR よりも NHEJ をはる
かに強く誘導し、ランダムな塩基の挿入や欠失に
よる遺伝子破壊技術としては確立されたが、HDRを
介した正確な編集の効率の低さが医療応用への大
きな障壁となっていた。正確な HDR を誘導できれ
ば、疾患原因遺伝子の修復など、ゲノム編集技術
の医療応用の可能性ははるかに広汎なものにな
る。しかしながら、NHEJ を伴わずに HDR だけを高
効率に誘導できる技術は存在しなかった。	
	 	
２．研究の目的	
	 本研究では、Cas9 と RAD51 をはじめとする HDR 因子の融合、および Cas9 と DNA の結合様式の
改変という２つの異なるアプローチを発展・複合させ、HDR を特異的に誘導する CRISPR/Cas9 に
よるゲノム編集技術の確立を目指した。確立した技術により、ヒト iPS 細胞における HDR による
ゲノム編集効率を向上させ、医療応用への可能性の開拓も目指した。	
 
３．研究の方法 
（１）HDR 因子との融合や、DNA への結合様式の改変による CRISPR/Cas9 システムの改良 
	 これまでに得た知見をもとに以下①〜⑦のアプローチで Cas9 の HDR 誘導活性亢進と NHEJ 誘
導活性抑制を試みた。HEK293T 細胞において、疾患に関わる３種類の点変異（RBM20	R636S,	GRN	
R493X,	ATP7B	R778L）の導入効率と、約 4.2	kbp の EGFP と Puromycin 耐性遺伝子の発現カセッ
トのノックイン効率の定量によって、HDR と NHEJ の誘導活性を評価した。	
	
	 ①RAD51 と Cas9 の融合	
	 HDR における DNA 組換え因子である RAD51 と Cas9 を融合させ、HDR 誘導活性亢進を試みた。
また、RAD51 は実際にはオリゴマーとして機能するため、複数の RAD51 をタンデムに Cas9 に融
合する実験も行った。	
	
	 ②RAD51 以外の HDR 因子と Cas9 の融合	
	 HDR を制御する RAD51 以外の HDR 因子（MRE11 や i53 など）を Cas9 に融合させた。	
	
	 ③gRNA の 5’末端への過剰なヌクレオチドの付加	
	 グアニンを gRNA の 5’末端に付加し、Cas9-gRNA 複合体と DNA との結合を変化させた。また、
アデニン／ウラシル／シトシンの付加も実施し、グアニン付加の効果と比較した。	
	
	 ④Cas9 への変異導入による DNA 結合様式の改変	
	 DNA との相互作用を担うアミノ酸に変異が導入された、Cas9 改変体である eSpCas9 や Cas9-
HF1、HypaCas9 の HDR 誘導活性と NHEJ 誘導活性を詳細に比較した。さらにこれらの改変体に
Y450A、K810A などの変異を追加して、ゲノム編集活性を検討した。	
	
	 ⑤eSpCas9 や Cas9-HF1 と RAD51 の融合	
	 eSpCas9 や Cas9-HF1 などの Cas9 改変体に RAD51 を融合した。	
	
	 ⑥eSpCas9 や Cas9-HF1 とヌクレオチドを付加した gRNA の組合せ	
	 eSpCas9 や Cas9-HF1 などの Cas9 改変体とグアニンを付加した gRNA を組み合わせて、ゲノム
編集活性を検討した。	
	
	 ⑦Cas9	nickase への応用	
	 Cas9 の持つ２箇所の DNA 切断部位の一方を不活化した Cas9	nickase は、DNA 二重鎖の片方だ
けを切断し、この nickase が野生型の Cas9 よりも HDR 誘導に有効な可能性があった。したがっ
て、①〜⑥までのアプローチを Cas9	nickase でも検討した。	
	
（２）改良した CRISPR/Cas9 システムの HeLa 細胞およびヒト iPS 細胞を用いた評価	
	 HEK293T 細胞を用いて改良した CRISPR/Cas9 システムの細胞種に対する一般性を、HeLa 細胞

図 1.	HDR と NHEJ によるゲノム編集	



とヒト iPS 細胞において評価した。HeLa 細胞では、HEK293T 細胞でも検討した疾患に関わる３種
類の点変異の導入効率、ヒト iPS 細胞では約 4.2	kbp の EGFP と Puromycin 耐性遺伝子の発現カ
セットのノックイン効率をそれぞれ定量した。	
	
４．研究成果	
（１）Cas9-gRNA 複合体と DNA の結合様式の改変が HDR 誘導活性を亢進する	
	 ①RAD51 と Cas9 の融合による HDR 誘導活性の亢進は限定的	
	 RAD51 と Cas9 を N 末端で融合させ、３種類の点変異の導入効率をデジタル PCR で検討したと
ころ、RBM20	R636S 点変異導入には若干の HDR 誘導効率の上昇が認められたが、GRN	R493X およ
び ATP7B	R778L 点変異導入効率は変化しなかった。また、RAD51 と Cas9	nickase の融合も行い、
同様に３種類の点変異の導入効率を検討したところ、ATP7B	R778L 点変異導入では顕著な HDR 誘
導効率の亢進が認められたが、その他２種類の点変異導入では効果が認められなかった。全く同
じ考え方で、RAD51 と Cas9 および Cas9	nicakse との融合が HDR 誘導活性に有効であるという論
文が、本研究の遂行中に他のグループから発表されたが（Rees,	Nature	Commun	10:2212	2019）、
本研究結果からはその主張を全面的には支持できなかった。一部の標的のみで RAD51 融合の効
果が認められ、またそれが Cas9 と Cas9	 nickase で異なったことから、その効果は標的 DNA の
配列などに依存すると予想される。RAD51 融合 Cas9 および Cas9	nicakse の効果が認められる標
的とそうでない標的とで、どのような差があるのかを解明することが今後の課題である。	
	 また、タンデムな２、３分子の RAD51 の融合、さらには SunTag システムを用いた RAD51 のオ
リゴマー化も試みたが、いずれも HDR 誘導活性の亢進は全く認められなかった。eSpCas9 と Cas9-
HF1 にも RAD51 の融合を行ったが、顕著な効果は認められなかった。	
	 	
	 ②RAD51 以外の HDR 因子と Cas9 の融合は効果的ではなかった	
	 MRE11 と i53 を Cas9 に融合し、３種類の点変異の導入効率を検討したが、残念ながら HDR 誘
導活性の亢進は認められなかった。その他の HDR 因子の融合も計画したが、分子量が大きいもの
が多く、分子全体の融合は困難であった。今後は、HDR 因子の活性に重要な部分を同定し、その
部分だけを融合して、ゲノム編集活性への効果を検討していく。	
	
	 ③gRNA の 5’末端への過剰なヌクレオチドの付加は、HDR 誘導活性亢進に効果を示した	
	 ３種類の点変異導入において、過剰なヌクレオチドの gRNA への 5’末端への付加は効果的な
場合が多く認められた。グアニンを１から３個追加した場合に、その効果の段階的な変化も見ら
れた。標的 DNA の配列によって、過剰なヌクレオチドが Cas9-gRNA 複合体の DNA への結合様式
に与える影響が異なるためと考えられる。グアニンだけでなく、アデニン、ウラシル、シトシン
の付加も行ったが、グアニンを付加した場合と大きな差異は認められなかった。プラスミドから
の転写を促す場合、5’末端のグアニンは U6 プロモーターからの転写を促進することが知られ
ているため、グアニンの付加が最も実用的であると結論づけた。	
	 さらに本研究では、gRNA の 5’末端のヌクレオチドを１から３個取り除き、通常よりも短くし
た gRNA の活性も検討した。興味深いことに、ヌクレオチドを追加した場合と同様に、除去した
場合でも HDR 誘導活性が向上し、NHEJ 誘導活性が抑制される例が多く観察された。また、短く
するにつれて、やはり段階的な活性の変化が認められた。これらの結果から、通常に使用されて
いる gRNA が HDR 誘導のために必ずしも最適ということはなく、gRNA の長さを変化させることに
よっても活性を高めることができる、ということが明らかとなった。	
	
	 ④Cas9 改変体は HDR 誘導活性の亢進に有効であった	
	 まず、eSpCas9、Cas9-HF1 という２種類
の Cas9 改変体の持つ HDR 誘導活性を、３
種類の変異導入効率によって評価したと
ころ、多くの gRNA との組み合わせで HDR
頻度が上昇し、NHEJ 頻度が低下した。本
研究を遂行している間に、新しい Cas9 改
変体として HypaCas9 が報告されたため、
HypaCas9 についても HDR誘導活性を評価
し、同様に HDR 頻度の上昇と NHEJ 頻度の
低下が観察できた（図２）。これらの結果
から、DNA との結合様式を変化させた
Cas9 改変体が HDR 誘導活性の亢進に有効
であることが明らかになった。そこで、DNA との結合様式を変化させるその他の変異をこれらの
Cas9 改変体に追加し、その活性も評価した。その結果、DNA との結合様式の変化に伴って段階的
に HDR 誘導活性向上が認められたが、変化させすぎると全てのゲノム編集活性が失われた。これ
は、DNA と相互作用するアミノ酸の変異を蓄積しすぎたために、Cas9 が DNA と結合できなくなっ
たためと推測される。つまり、HDR 誘導活性を亢進させるための Cas9-gRNA 複合体と DNA との結
合には至適な状態があり、適切な変異を導入した Cas9 改変体によるゲノム編集が理想であるこ
とが明らかとなった。しかし、標的遺伝子や gRNA 配列によってもその至適な改変体が異なって
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図２.	Cas9 改変体の点変異導入活性	



いたため、標的配列がもたらす
ゲノム編集結果への影響の解
明が今後の課題である。一方、
これら Cas9 改変体と同一の変
異を持つ Cas9	 nikcase の活性
も検討したが、顕著な HDR 誘導
活性の亢進は認められなかっ
た。	
	 また、約 4.2	 kbp の EGFP と
Puromycin 耐性遺伝子の発現カ
セットのノックイン効率の定
量も行ったところ、点変異導入
の場合と同様に Cas9 改変体で
高い HDR 誘導活性が認められ
た。長い DNA 断片のノックイン
においても、Cas9 改変体が有効
であることが示された（図３）。	
	
	 ⑤Cas9 改変体と過剰なヌクレオチドを付加した gRNA を組み合わせると活性が失われる	

	 eSpCas9 および Cas9-HF1 と、過剰なヌクレオチドを付加した gRNA を組み合わせて、３種類の

点変異導入を試みたところ、ゲノム編集活性がほぼ失われることが明らかとなった。これは、

Cas9 と gRNA の双方から DNA 結合様式を改変することによって、その加算された影響が大きす

ぎ、Cas9-gRNA 複合体が DNA に結合できなくなったためと推測された。これは、④で得られた HDR

誘導活性亢進のために、Cas9-gRNA 複合体と DNA に至適な結合様式が存在するという結論と合致

する。	

	

（２）HeLa 細胞およびヒト iPS 細胞でも Cas9 改変体が高い HDR 誘導活性を示した	

	 ①HeLa 細胞における３種類の点変異導入でも Cas9 改変体が高い HDR 誘導活性を示した	

	 HeLa 細胞において Cas9 は、HEK293T 細胞と比較して圧倒的に低い HDR 誘導活性を示した。し

かしそれでも、HeLa 細胞における点変異導入において Cas9 改変体が、通常の Cas9 よりも高い

HDR 誘導活性を示した。この結果から、Cas9 改変体による HDR 誘導活性の向上は細胞種にかかわ

らず、一般的なものであることが示唆された。	

	

	 ②ヒト iPS 細胞における DNA 断片のノックインでも Cas9 改変体が高い HDR 誘導活性を示した	

	 HEK293T 細胞の場合と同様に、ヒト iPS 細胞でも約 4.2	 kbp の EGFP と Puromycin 耐性遺伝子

の発現カセットのノックイン効率の定量を行った。HEK293T 細胞で最も高い効率を示した

HypaCas9 と通常の Cas9 を比較したところ、ヒト iPS 細胞でも HypaCas9 を用いた場合の方が、

HDR によるノックイン効率が高かった。	

	

（３）Cas9-gRNA 複合体と DNA の結合様式の改変が HDR 誘導を亢進する	

	 本研究から、DNA との相互作用に関与するアミノ酸に変異を加えた Cas9 改変体や、長さを調

節したgRNAを用いることによって、一塩基置換の導入や長いDNA断片をノックインする際のHDR

誘導活性を、通常の Cas9-gRNA 複合体よりも高めることが可能であることが示された。さらに、

その改変には至適な強度があり、過剰な改変はむしろゲノム編集活性そのものを失ってしまう

ことも示された。	

	 近年、DNA を切断せずに塩基のみを置換してゲノムを編集する塩基置換技術なども発展してい

るが、これらの新たな技術においても DNA と Cas9-gRNA 複合体の結合様式が重要な役割を果た

している可能性がある。本研究の成果を、NHEJ によるランダムな欠失や挿入を伴わずに、HDR に

よる組換えだけを誘導できる技術の開発につなげていく。	
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