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研究成果の概要（和文）：新たな塩基編集技術として、DNAグリコシラーゼを母体として細胞内でゲノム不安定
性をもたらさずに発現可能であり、かつ標的化された領域に限定してチミンを脱塩基できる人工酵素の作成に成
功した。これによってチミンから別の塩基への変換が可能になった。さらに脱塩基後の修復に関わる因子を加え
ることで効率を上昇させた。そして汎用性を高めるべくCRISPRの亜種との組み合わせでの動作も見出すことがで
きた。

研究成果の概要（英文）：As a new base-editing technology, we have succeeded in creating an 
artificial enzyme that can be expressed in cells without causing genomic instability using DNA 
glycosylase as a matrix, and can debase thymine only in targeted regions. This enabled the 
conversion of thymine to other bases. Furthermore, they increased the efficiency by adding factors 
involved in post-debase repair. In order to increase the versatility of the enzyme, they were able 
to find a way to make it work in combination with CRISPR variants.

Translated with www.DeepL.com/Translator (free version)

研究分野： 合成生物学

キーワード： ゲノム編集　CRISPR　塩基編集

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生物のゲノムを書き換えることができる新たなゲノム編集技術として、これまで困難であったTの一文字の書き
換えに関わる酵素について、自然界では異なる文字を認識する酵素を改変することによって新たに生み出すこと
に成功した。これによってより自由度の高いゲノム情報の書き換えが可能になり、遺伝子治療法や、微生物・農
水産物の育種技術として応用可能性が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ゲノム編集技術は生きた細胞内において、望みの標的 DNA 部位を高効率に改変できる技術

であり、近年著しい進歩を遂げて生命科学のアプローチを大きく変えようとしている。これ

までに広く使われるようになったゲノム編集技術は、標的特異的なヌクレアーゼ活性を基

本としており、標的 DNA 領域に 2 本鎖切断を引き起こしてその修復過程に何らかの変異を

期待するものであった。この手法においては、切断後に宿主細胞の非相同末端修復(NHEJ)

によってランダムな配列の付加あるいは欠損(indel)が起こり、結果として当該領域の遺伝

子機能破壊が期待される。より精密な編集を行うには、相同組み換え反応を誘導するための

ドナーDNA 断片を併せて導入する必要があり、効率面やデリバリーの問題から導入可能対

象が限られ、また操作難易度が高くなる。また DNA 切断そのものが細胞毒性を発揮する場

合もあり、より自然のプロセスに近い手法が好ましいと考えられる。 

研究代表はこれまでに 2016 年にゲノム情報を DNA を切らずに書き換えることができる

技術「Target-AID」の開発に成功した。これは脱アミノ化酵素であるシチジンデアミナー

ゼによって標的配列 DNA のシチジンを変換する新規のゲノム編集技術である（図）。これ

によって新たな DNA 断片を挿入することなくゲノムの標的部位に直接点変異を導入する

ことが可能になった。この手法はヌクレアーゼ型よりも細胞毒性が少なく、基礎研究から医

療応用、植物育種に至る幅広い生命科学分野における革新的なツールとなることが期待さ

れる。ただし、現在のところシチジンの変換しかできないため、改変できる DNA 配列情報

には制約があった。 



 

２．研究の目的 

本研究の目的は、標的とする任意の DNA 配列を切らずに直接書き換えることが出来るゲノ

ム編集技術として、これまでに達成できた、シチジン脱アミノ化反応を用いる「切らないゲ

ノム編集 C 型」に加えて、より難易度の高い「切らないゲノム編集 A・T 型」を実現すべ

く、DNA アデニン・チミン変換型ゲノム編集人工酵素等を構造的アプローチと進化工学を

駆使して創出し、新たなゲノム編集技術として確立することが本研究計画の目的である。こ

れによってすべての DNA 塩基の自在な書き換えを実現し、生命科学全般の基盤となる革新

的なツールを提供する。 

 

３．研究の方法 

まず脱アミノ化とは異なる反応機構の採用について検討を行った。実際にはウラシル DNA

グリコシラーゼを母体として、立体構造を元に基質塩基の特異性の変換および二本鎖 DNA

への親和性を減じると予想される複数の組み合わせ変異導入を行った。 

さらなる活性の向上のため、本体酵素の進化工学的アプローチを行うべく、立体構造から

予測される基質塩基および DNA に相互作用するアミノ酸部位を複数選び出し、その相互作

用を強化すべく種々のアミノ酸置換を生じるような変異を導入するコンストラクトを作成

し、それら変異の組み合わせについてスクリーニングを行った。酵母の Can1 遺伝子のネガ

ティブスクリーニングの系を利用し、より高頻度に変異を誘発できるクローンを選抜し、シ

ーケンス解析によって複数のアミノ酸置換を同定した。 

 しかしながら、得られた置換体について再び形質転換して効率を検証したところ、有意

に変異率を上昇させるものは見出されなかった。そこで改めて、現在母体として用いている

酵母由来の脱塩基酵素と他の生物由来のオルソログの配列と構造を比較して、不要と思わ

れる N 末端のドメインの除去など、活性を阻害している可能性のある要素の検証をすべく

設計を行った。 

 また母体となる Cas9 について見直すこととし、その複合体形態を様々に変化させること

や、由来の異なる CRISPR についても好ましいものを探索し、実験検討を行った。 

 

４．研究成果 

新たな塩基編集技術としての幅広い可能性を検証すべく、脱アミノ化とは異なる反応機

構の採用について検討を行った。実際にはウラシル DNA グリコシラーゼを母体として、立

体構造を元に基質塩基の特異性の変換および二本鎖 DNA への親和性を減じると予想され

る複数の組み合わせ変異導入を行い、細胞内でゲノム不安定性をもたらさずに発現可能で

あり、かつ標的化された領域に限定してチミンを脱塩基できる人工酵素の作成に成功した。

これによってチミンから別の塩基への変換が可能になることが大いに期待される。ただし

当初の形状では効率が低かったので、さらなる改良を検討した。まず母体酵素の由来を幅広

い種について試験したところ、大腸菌由来のものがより活性が高い可能性が示唆された。ま

た修復系への干渉も重要であると考え、脱塩基後の修復に関わる AP エンドヌクレアーゼの

変異体を作成、拮抗的な阻害を目論んだところ有意な変異率の上昇をみることができた。 

 またさらにチミンから別の塩基への変換が可能になる脱塩基酵素について、その効率の

向上を目指した進化工学的アプローチに着手した。具体的には、立体構造から予測される基

質塩基および DNA に相互作用するアミノ酸部位を複数選び出し、その相互作用を強化すべ



く種々のアミノ酸置換を生じるような変異を導入するコンストラクトを作成し、それら変

異の組み合わせについてスクリーニングを行った。酵母の Can1 遺伝子のネガティブスク

リーニングの系を利用し、より高頻度に変異を誘発できるクローンを選抜し、シーケンス解

析によって複数のアミノ酸置換を同定した。しかしながら、得られた置換体について再び形

質転換して効率を検証したところ、有意に変異率を上昇させるものは見出されなかった。そ

こで改めて、現在母体として用いている酵母由来の脱塩基酵素と他の生物由来のオルソロ

グの配列と構造を比較して、不要と思われる N 末端のドメインの除去など、活性を阻害し

ている可能性のある要素の検証をすべく設計を行ったが、これらについても優位なものは

得られなかった。さらに主に DNA 修復に関わる複数の候補タンパク質を選び出し、その組

み合わせについてスクリーニングを行った。検証手法としてはこれまでに確立した出芽酵

母の Can1 遺伝子のネガティブスクリーニングの系を利用し、複数の標的配列について編

集効率の変動を解析した。しかしながら結果としては有意に変異率を上昇させるものは見

出されなかった。そこで母体となる Cas9 について見直すこととし、その複合体形態を様々

に変化させることや、由来の異なる CRISPR についても好ましいものを探索し、実験検討

を行うべく、コンストラクトを作成して試験した。その結果、Cas12a を用いた複合体のい

おいて有意な変異導入活性を見出すことができた。 

当初に定めていた計画の一つ、DNA シトシン以外の塩基に作用することができる人工酵

素の候補として、DNA チミンを実際の細胞内で脱塩基化することによって標的特異的に変

異導入できる人工酵素複合体を獲得することができた。またその効率を高める種々の改良

についても着手してポジティブな結果を得ることができた。 

新たな塩基編集技術の可能性として、ウラシル DNA グリコシラーゼを母体として、細胞内

でゲノム不安定性をもたらさずに発現可能であり、かつ標的化された領域に限定してチミ

ンを脱塩基できる人工酵素の作成に成功した。これによってチミンから別の塩基への変換

が可能になった。ただし当初の形状では効率が低かったので、さらなる改良を検討し、まず

母体酵素の由来を幅広い種について試験したところ、大腸菌由来のものがより活性が高い

可能性が示唆された。また修復系への干渉も重要であると考え、脱塩基後の修復に関わる

AP エンドヌクレアーゼの変異体を作成、拮抗的な阻害を目論んだところ有意な変異率の上

昇をみることができた。 

 これらにより、当初に定めていた計画の一つ、DNA シトシン以外の塩基に作用すること

ができる人工酵素の候補として、DNA チミンを実際の細胞内で脱塩基化することによって

標的特異的に変異導入できる人工酵素複合体を獲得することができた。さらにその効率の

向上を目指した進化工学的アプローチにより複数の変異候補を取得した。 

また効率や変換パターンに影響を与えうる補助因子について、主に DNA 修復に関わる複

数の候補タンパク質を選び出し、その組み合わせについてスクリーニングを行ったが、有意

なものは見出せなかった。最後に、獲得した DNA 脱塩基酵素のシリーズについて、その機

能性を拡張するべく、Cas9 に代えて Cas12a の一種において、有意な変異導入を確認する

ことができた。 
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