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研究成果の概要（和文）：遺伝子治療は遺伝性疾患、癌、ウイルス感染症など多くの疾患に利用できる。遺伝性
疾患の多くを占める劣性遺では遺伝子の一カ所を正常化することにより細胞としての機能を回復するものが多く
ある。これを行う遺伝子治療は望ましい治療ではあるが遺伝子の修復を容易に行える手法が無く、その実施は困
難であると見なされてきた。最近開発されたCRISPR/cas9システムを使用すれば遺伝子の正常化が可能であり、
遺伝子治療の画期的な進展が期待される。しかし、これまでの方法では不必要な遺伝子改変が起こってしまうリ
スクを伴っていた。リスクのない遺伝子治療の基礎を研究してcas9を正常肝細胞に導入することが出来た。

研究成果の概要（英文）：Gene therapy can be used for many diseases such as hereditary diseases, 
cancer and viral infections. Many recessive diseases, which account for a large number of inherited 
diseases, restore the cell function by normalizing one site of the gene. Although gene therapyis a 
desirable therapy, it has been regarded as difficult to implement because there is no easy method 
for gene repair. Genes can be normalized by using the recently developed CRISPR / cas9 system, which
 is expected to make a breakthrough in gene therapy. However, the conventional methods have a risk 
of causing unnecessary gene modification. In this study, we attempted to perform a safe gene 
therapy. To perform this we established a method to express cas9 protein in normal hepatocytes. 

研究分野：肝臓病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は遺伝子治療を安全性に行うという肝炎からの改良を模索したものである。dsDNAを生体に導入すること
なく、しかもCas9の長期的な非特異切断も防いでいる点で従来の遺伝子治療とは異なっており、Cas9を用いた遺
伝子治療の応用を遺伝病のみならず癌やウイルス感染症、代謝性疾患などなど多方面に大きく広げるものとな
る。遺伝子治療のもう一つの重要な要因にdeliveryがある。本研究ではそれらのいずれかを応用することを視野
に入れつつ、自己の細胞から産生されるexcreted vesicle(EV)をdeliveryに用いることを考案した。

※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 
遺伝子治療のターゲットは遺伝性疾患、癌、ウイルス感染症など多岐にわたる。遺伝性疾患の多
くを占める劣性遺伝の形式を取るものでは 1 遺伝子の改変(正常 化)により細胞としての機能
を回復するものが多く存在する。遺伝子治療は望ましい治療ではあるが、これまで遺伝子の改変
が容易に行える手法が無かったことか ら、その実施は困難であると見なされてきた。最近開発
された CRISPR/cas9 システムを使用すれば遺伝子の knock in が可能であり、遺伝子治療の画期
的な進展が期 待される。しかし、2 本鎖 DNA の宿主遺伝子への挿入は不必要な遺伝子の挿入に
よる不必要な遺伝子改変が起こってしまうリスクを伴う。 
 
２．研究の目的 
遺伝性疾患の多くを占める劣性遺伝の形式を取るものでは、1遺伝子の改変(正常化)により細胞
としての機能を回復するものが多く存在する。これらの疾患に対しては、対症療法的な治療は行
われているものの、患者は一生治療を継続しなければならず、QOL の低下は甚だしく、副作用に
よる問題に苦しむ症例もある。また、一生の治療となることから、医療経済的負担も問題となる。
遺伝子治療は望ましい治療ではあるが、これまで遺伝子の改変が容易に行える手法が無かった
ことから、その実施は極めて困難であると見なされてきた。一方、癌では遺伝子の変化は多彩で
あるが、重要な標的遺伝子の一つを変化させることにより、癌の増殖性を大きく変化させること
ができる。さらにウイルス感染症では変異が起きにくい部位を標的にすることで高い抗ウイル
ス効果を得られる可能性がある。このように、安全な遺伝子治療の方法を開発すればその応用分
野は極めて広い。我々は以前から uPA/scid mouse にヒト肝細胞を移植したヒト肝細胞キメラマ
ウスを使用して研究を行ってきた。本研究では遺伝子治療における安全性を重視し、2本鎖 DNA
を体内に供給することなくヒト遺伝子の点突然変異を改変する方法を開発し、さらにそれを癌、
ウイルス感染症に応用する方法を開発することを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
遺伝子治療の重要な要素は導入する核酸と delivery の方法の 2つである。申請者は導入する
核酸をCas9 mRNA, guide RNA, oligo DNAとしてoligo DNA mediated homologous recombination
による遺伝子修復のシステムを構築し、2本鎖 DNA を用いないことを考案した。 
最近開発された CRISPR/Cas9 システムは細胞生物学において画期的な変革をもたらした。Cas9
を標的臓器で発現させれば病的遺伝子の破壊、正常な遺伝子の導入も可能である。我々は OTC 遺
伝子に micro-homology mediated end joining (MMEJ)を利用して copGFP 遺伝子を挿入する
lentivirus vector とウイルス粒子を作製し、感染、切断活性を確認している。しかし、このシ
ステムを治療に応用するには問題がある。それは、長期間このシステムを作動させると意図しな
い位置での切断、遺伝子の改変が起こる可能性があることである。この危険性を回避するために、
申請者は 2 本鎖 DNA を用いずに Cas9 mRNA を導入することによる安全性の高い遺伝子治療を発
想した。このシステムを使用すれば、Cas9 は細胞内から消失し、不必要な切断や DNA の挿入は
起こらなくなるため、遺伝性疾患に対する極めて安全性の高い画期的な治療となる。また、Cas9
の高い切断活性により、修飾を受けた遺伝子が再切断され、新たな indel による遺伝子異常を生
じる可能性も考えられた。このため、oligo DNA mediated homologous repair による遺伝子修
復をもたらす oligo DNA には Cas9 による再切断を防ぐような変異を導入することを考案してい
たが、最近この方法が妥当であることが報告された(Paquet D et al. Efficient introduction 
of specific homozygous and heterozygous mutations using CRISPR/Cas9. Nature. 2016 May 
5;533(7601):125-9)。 
遺伝子治療のもう一つの重要な要因に delivery がある。Cas9 mRNA を用いた遺伝子治療を安
全に行うには Cas9 mRNA あるいは Cas9 蛋白と guide RNA および donor oligo DNA を治療しよう
とする臓器に供給する必要がある。安全に RNA や蛋白を標的臓器に供給するシステムは多数考
案されている。本研究ではそれらのいずれかを応用することを視野に入れつつ、自己の細胞から
産生される excreted vesicle(EV)を delivery に用いることを考案した。 
ExosomeをはじめとするEVはその表面に存在するtetraspaninや integrin等の分子を介して
特定の標的臓器に到達し、生物学的活性を発揮することが知られている(Théry C et al. 
Indirect activation of naïve CD4þ T cells by dendritic cell-derived exosomes. Nat 
Immunol 2002;3:1156–62.)。本申請における delivery system の例として、申請者は腸管上皮か
ら産生される EVを使用して肝細胞に Cas9、guide RNA、oligo DNA を供給することとした。 
 
４．研究成果 
(1)初代培養肝細胞における cas9 の発現の方法の比較 



遺伝子改変を行うためにはま
ず正常肝細胞で cas9 を発現させ
る必要がある。我々が使用してい
るヒト肝細胞キメラマウスから
灌流により得た初代培養肝細胞
に cas9 を発現させることを試み
た ( 図 1) 。 Plasmid の
transfection(図１、左)、mRNA の
transfection(図１、中央)、およ
び cas9 を 発 現 す る
lentivirus(図１、右)による cas9
の発現を比較すると、mRNA の導入
では殆ど発現が確認されず、
plasmid 導入による発現では 48
時間後には良好な発現が確認さ
れたが、6 日目には原博した。一
方 lentivirus による発現では 6
日後にも良好な発現が確認された。 
 
(2)cas9 発現 lentivirus 感染による長期間の持続発現 
 実際の成熟肝細胞内でのゲノム
編集が肝細胞が分裂増殖している
ときに起きることを考えると、
cas9 はマウス内で肝細胞の分裂増
殖が活発に起きる時期に発現して
いる必要がある。このため、さらに
感染後 12 日目の細胞を用いて
cas9 の発現の解析を行った。図 2
に示すように lentivirus による
cas9 の発現は 12 日までも明確に
認められた。ただし、このときは細
胞の状態が余り良くなかった(初
代培養肝細胞培養の限界近い培養
期間)ため、cas9 の band の下の
extra band が増加していた。いず
れにせよ、cas9 は 12 日目でも発現
していることは確認することが出
来た。 
 
(3)cas9 発現細胞のマウスへの移
植 
 Plasmidおよびlentivirusでcas9を発現させた初代培養肝細胞をuPA/scid mouseに移植し、
9 週後に sacrifice して初代培養肝細胞を作製し、その細胞内での cas9 の発現と blasticidin
耐性に関する検討を行っ
た 。 Plasmid お よ び
lentivirus で cas9 を発
現させた初代培養肝細胞
それぞれおよそ 105を生
後 5 週目のマウス各 1
頭に経脾的に投与した。
マウスの生育は特に問題
なく、アルブミンも上昇
しヒト肝細胞の生着は良
好であることが確認され
た。9 週目に sacrifice
し、肝臓を collagenase
で灌流、初代培養肝細胞
とした。生着した肝細胞
か ら 蛋 白 を 抽 出 し
Western Blot に よ り
cas9 の発現を解析した。
図 3 に 示 す よ う に
plasmid を transfection



した細胞からは
cas9 はわずかにし
か観察されなかっ
た 。 し か し 、
lentivirus の感染
により cas9 を発現
させた肝細胞では
cas9 の明瞭な発現
が認められた。 
 
(4)cas9 発現細胞の
抗生物質による濃
縮と選択された細
胞の解析 
 上記のようにし
て作製された初代
培養肝細胞に対し
て、あらかじめ設定
した肝細胞を死滅
させない最大量の
blasticidin を培養
上清に添加し、cas9

発現細胞の選択を行った。最終的に得られた初代培養肝細胞は灌流で得られた細胞の 1/10 程度
であった。灌流から初代培養肝細胞の作製過程でのロスも勘案し、lentivirus の感染による cas9
の導入効率は 10%は上回ることが想定された。この結果は成熟肝細胞における遺伝子編集の可能
性を示唆する重要な所見であると 
考えられた。図４に示すように、抗生物質処理後には cas9 発現細胞が濃縮されていることが示
された。以上の成果を元に、今後 single strand DNA、guide RNA の導入を試みてゆく。なお、
delivery の方法をしての exosome はヒトの腸管手術例からの作製を倫理委員会の承認を得て試
みている。 
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