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研究成果の概要（和文）：ゲノム編集によるノックインは広汎な生命科学分野への応用が見込まれる有望な遺伝
子工学技術であるが、正確性、特異性、安全性などに課題が残されている。本研究では、Cas9 nickaseを通常と
違う使い方で用いるtandem paired nicking法（TPN法）によるノックインの研究を行った。さまざまな検討の結
果、TPN法は従来法に匹敵するノックイン効率を維持しつつ編集局所のランダムな望まぬ挿入・欠失を飛躍的に
減少させうることがわかった。また、同法によるノックインが「ゲノムの守護神」たるp53シグナル経路を攪乱
せず、p53活性によるノックイン効率への干渉も受けないことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Targeted knock-in assisted by genome editing is a promising technology for 
genome engineering which will be applicable to a broad range of research fields in life science. 
However, the precision, specificity, and safety of this technology need to be improved to expedite 
its practical applications. In the present study, we characterized a methodology for targeted 
knock-in, namely tandem paired nicking (TPN), which leverages Cas9 nickases in a manner distinct 
from their regular use. By empirically addressing the properties of TPN, we found that TPN achieves 
the efficiency of targeted knock-in largely equivalent to those achieved by the conventional Cas9 
nuclease-based approach, while drastically decreasing the incidence of random undesired insertions 
and deletions occurring at the targeted genomic loci. Moreover, TPN-based targeted knock-in neither 
activated the p53 signaling pathway as known as “the guardian of the genome,” nor was restricted 
by the function of wild-type p53.

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
本研究の結果、TPN法の利用によってノックインに伴う標的ゲノム部位の予期せぬランダム変異を抑えうること
がわかった。また、TPN法では標的外部位（オフターゲット部位）のランダム変異が少ないことも示唆されてお
り、ゲノム編集細胞のがん化などの危険性を抑制しうるものと期待される。さらに、DNA損傷反応を制御するp53
シグナル経路がTPN法によって攪乱されないことは、同法の安全性を裏付けるものと考えられる。従来法に比肩
するノックイン効率が保持されていることも鑑み、TPN法は今後の技術的な洗練を経たのち、将来的には臨床医
学、畜産学、植物科学などに応用可能な有用なノックイン法になりうるものと期待される。

※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 
(1) ゲノム編集は、特定の狙ったゲノム部位の塩基配列を変更する画期的な遺伝子工学技術で
ある。畜産学、植物科学を含む生命科学の広い研究分野に大いなる発展をもたらしつつあり、
近い将来には臨床医学などの分野への応用も期待されている。ゲノム編集技術は、配列改変様
式によっていくつかのサブカテゴリーに分類される。「ノックアウト」と「ノックイン」はその
中で特によく研究され、すでに様々な研究分野で活用されている主要なサブカテゴリーの技術
である。 
 
(2) ゲノム編集によるノックアウトでは、Cas9 nuclease（または 2 個の対になる Cas9 nickase）
を用いてゲノム中の狙った部位に DNA 二重鎖切断を導入し、細胞が持つ DNA 修復機構のひ
とつ「非相同末端結合」による DNA 修復を誘発する。この方法で修復される DNA 二重鎖切
断の局所には、大小のランダムな挿入・欠失が導入される。挿入・欠失が遺伝子のコード配列
中に起きた場合、フレームシフトが発生し、機能的な遺伝子破壊（つまりノックアウト）が遂
行される。 
 
(3) 一方、ノックインは、ランダムな挿入・欠失ではなく、設計通りの配列改変をゲノム中の
狙った部位へ導入する手法である。通常、ノックインは、標的ゲノム部位に二重鎖切断を導入
する Cas9 nuclease を同領域と相同性を持つドナーDNA とともに細胞へ共導入することによ
って遂行される。ゲノム DNA に二重鎖切断が導入されると、細胞が持つ DNA 修復機構のひ
とつ「相同組換え」が起動され、ドナーDNA と切断ゲノム部位の組換えが誘発される。その
結果、ドナーDNA 中にあらかじめ組み込まれていた目的配列がゲノム中に導入される。配列
変更の内容をあらかじめ設計可能なことから、ノックインはノックアウトに比べて計画的で安
全な遺伝子改変を可能にするものと考えられ、将来的にはノックアウトより広汎な用途への応
用が期待される。 
 
(4) しかし、哺乳類細胞では DNA ドナーの存在下であっても DNA 二重鎖切断が相同組換え
ではなく非相同末端結合によって修復されることの方が多く、その結果、DNA 修復局所に大
小のランダムな DNA 挿入・欠失が発生する。また、Cas9 nuclease は必ずしも標的ゲノム部
位だけを切断するわけではなく、ある程度の相同性を持つゲノム内の他の部位（オフターゲッ
ト部位）も切断しうる。そのオフターゲット部位の切断が非相同末端結合で修復される際にも
ランダムな挿入・欠失が発生する。そして標的ゲノム部位やオフターゲット部位に起きた挿入・
欠失はゲノム機能の異常を引き起こし、細胞がん化などのリスクを高める。さらに、 DNA 二
重鎖切断は「ゲノムの守護神」たる p53 シグナル経路を活性化し、細胞周期の G1 期停止を引
き起こす。その結果、相同組換えが抑制されてノックイン効率が低下するというジレンマが発
生する 1,2)。以上のような課題を克服しない限り、現行のノックイン技術の広汎な実用化を推進
することは難しいと考えられている。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 以上のことから、ノックイン技術の実用化と医療・産業への応用を加速するためには、今
後、ノックインに伴う標的ゲノム部位や他の部位へのランダムな挿入・欠失を抑制する必要が
あると考えられる。また、ノックイン操作による「ゲノムの守護神」p53 シグナル経路の攪乱
を抑え、両者間の相互干渉を断ち切ることも重要と考えられる。 
 
(2) そこで研究代表者らは、これまで、ノックイン
法の正確性と特異性の向上を目標として研究を行っ
てきた。特に、Cas9 nuclease の変異体である Cas9 
nickase が DNA 二重鎖のうち一本を切断する（つま
りニックを導入する）だけで二重鎖切断は導入しない
ことに注目し、その有効利用の道を探ってきた。その
結果、Cas9 nickase を従来と違う用法で使うことに
よって一定の効率でノックインを起こしうることを
見出した。この方法では、ドナーDNA と標的ゲノム
領域へ同所性のニックを 2 ヶ所ずつ導入するように
Cas9 nickase を設計し、ドナーDNA とともに細胞へ
導入する。すると相同性に基づくDNA組換えが起き、
両ニックの間に挟まれるドナーDNA 上の配列がゲノ
ムへ導入される（図１）。なお、この方法は、ニック
の導入様式になぞらえて Tandem paired nicking 法
（TPN 法）などと呼ばれ、他の研究者らによっても 
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図１ TPN 法の模式図。ゲノム DNA と
ドナーDNA に 2 個ずつニックを導
入し、ノックインを誘導する。 



論文報告されている 3,4)。 
 
(3) 本研究では、TPN 法によって誘導されるノックインの効率を複数の細胞株、複数のアッ
セイ系で定量し、Cas9 nuclease を用いた従来法と比較する。また、ノックインに伴って発生
する編集局所のランダムな挿入・欠失の頻度を、TPN 法と Cas9 nuclease を用いた従来法との
間で比較する。さらに、TPN 法によって p53 活性の上昇が誘起されるか否か、野生型 p53 の
存在が TPN 法によるノックインを阻害するか否かを検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) ノックイン効率の測定には、PIGA 遺伝子および CD55 遺伝子に対する変異ノックインま
たは変異修正のアッセイ系を用いた。 
変異ノックインのアッセイを行うにあたっては、まずそれぞれの遺伝子のコード領域の一部

に対して相同性を持つ 2 個の相同腕を作製し、それらの腕がネオマイシン耐性遺伝子発現カセ
ットを挟むようにドナーDNA（プラスミド）内に配置した。また、相同腕の一方に標的遺伝子
に対する不活化変異を組み込んだ。このドナーDNA を Cas9 nuclease または Cas9 nickase を
発現するプラスミドとともに細胞株に導入することによってノックインを誘発した後、細胞を
G418 で選択し、G418 耐性の細胞集団からゲノム DNA を回収した。得られたゲノム DNA を
鋳型にしてノックイン標的遺伝子座の PCR 増幅を行い、制限酵素断片長解析によってノック
イン効率を定量した。このアッセイの対象細胞株には、ヒト大腸がん細胞株 HCT116、DLD-1
や、ヒト不死化非がん上皮細胞株 MCF10A、BEAS2B、さらにヒト多能性幹細胞（iPSC）な
どを使用した。 
一方、変異修正のアッセイ系には PIGA 遺伝子を利用した。PIGA は GPI アンカーの生合成

に必須の分子であり、PIGA 遺伝子が不活化変異を獲得すると、細胞膜表面から GPI アンカー
が失われる。逆に PIGA 遺伝子変異を修正すると、失われていた GPI アンカーが細胞膜表面に
出現する 5,6)。このような PIGA 遺伝子の特性を利用し、本アッセイの準備段階として、まず
HCT116 細胞株に PIGA遺伝子の不活化変異を（薬剤耐性遺伝子を使用せずに）ノックインし、
細胞クローンを単離した。次に、同クローン（HCT116-mutPIGA）に野生型 PIGA 配列を相
同領域としたドナーDNA（プラスミド；薬剤耐性遺伝子を持たない）と Cas9 nuclease または
Cas9 nickaseを発現するプラスミドを導入し、ノックインによるPIGA遺伝子修正を誘発した。
続いて、細胞を約 2週間維持培養した後、GPIアンカーに特異的に結合する蛍光試薬（FLAER）
で染色した。最後に、フローサイトメトリーによって FLAER 陽性細胞の割合を決定し、その
数値からノックインによる変異修正の効率を決定した。 
 
(2) ノックイン実施時の編集局所におけるランダムな挿入・欠失の発生率の検討は、HCT116
細胞株および DLD-1 細胞株に PIGA 遺伝子の変異をノックインした後、同遺伝子座を次世代
シーケンスで解析することによって行った。具体的には、まず変異 PIGA 遺伝子を相同領域と
するドナーDNA（プラスミド）を作製し、Cas9 nuclease または Cas9 nickase を発現するプ
ラスミドとともに細胞に導入し、ノックインを誘発した。続いて、当該細胞からゲノム DNA
を抽出し、PIGA 遺伝子座を PCR で増幅し、MiSeq シーケンサーを用いて、PCR 産物のペア
エンド・シーケンスによるディープシーケンス解析を行った。得られたデータをオンラインソ
フトウェア（CRISPResso）7)を用いて解析し、ランダムな挿入・欠失の発生頻度および大きさ・
範囲を決定した。 
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図２ TPN 法のノックインを蛍光シグナルによって検出するレポータ
ーコンストラクト rNCO。ノックインが起きると標的配列中の
EGFP 不活化変異が修正され、細胞は GFP 陽性となる。 
標的配列： 不活化変異を有する EGFP 遺伝子 
ドナーDNA： EGFP 遺伝子（野生型）の部分断片 



(3) ノックイン操作による p53 シグナル経路活性化の解析は、p21 遺伝子発現量のリアルタイ
ム RT-PCR 解析と p21 タンパク質の免疫染色によって行った。まず野生型 p53 遺伝子を持つ
非がん乳腺上皮細胞株 MCF10A に PIGA 遺伝子に対するドナーDNA とともに Cas9 nuclease
または Cas9 nickase を発現するプラスミドを導入した後、一部の細胞から RNA を抽出し、p21
遺伝子および GAPDH 遺伝子（対照）の発現量に関するリアルタイム RT-PCR 解析を行った。
また、残った細胞に対して抗 p21 抗体による蛍光免疫染色を行い、Cas9（GFP によって標識）
が導入された細胞の中で p21 陽性の細胞（Alexa Fluor 594 で標識）が占める割合を算出した。
以上の実験によって、mRNA レベルおよびタンパク質レベルでの p21 発現量の評価、すなわ
ち p53 シグナル経路の活性の評価を行った。 
 
(4) 図２に示すプラスミド rNCO は、その内部でノックイン（相同性に基づく DNA 組換え）
が起きると、野生型 EGFP 遺伝子が再構成され、細胞が GFP 陽性となるレポーター・コンス
トラクトである。ゲノム内に rNCO を安定導入した細胞集団に対してノックイン操作を施した
後、GFP シグナル陽性率をフローサイトメトリーで決定することによって、コンストラクト内
部でのノックインの発生頻度を定量できる。 
野生型 p53 活性によるノックイン阻害の評価は、rNCO を安定導入した MCF10A 由来の細

胞クローン（MCF10A-rNCO）を用いて行った。具体的には、MCF10A-rNCO に Cas9 nuclease
または Cas9 nickase を発現するプラスミドを導入してノックインを誘導した後、フローサイ
トメトリーで GFP 陽性細胞の割合を測定するアッセイ系において、Cas9 プラスミドと同時に
p53 遺伝子に対する shRNA 発現プラスミド（p53 遺伝子の発現を RNA 干渉法によって抑制す
るプラスミド）を導入し、p53 遺伝子抑制がノックイン効率に及ぼす影響を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) TPN 法によるノックインは、Cas9 nuclease を用いる従来のノックイン法と概ね同等、も
しくは実験条件によってはやや上回るレベルのノックイン効率を達成した。この結果は PIGA
遺伝子、CD55 遺伝子の別を問わず、ドナーDNA 中におけるネオマイシン耐性遺伝子使用の有
無を問わず、またノックイン対象細胞株ががん細胞由来か非がん上皮細胞由来かを問わず共通
していた。 
 
(2) 次世代シーケンサーを用いたディープシーケンス解析の結果、ノックイン局所における望
まぬランダムなゲノム変異（挿入・欠失）は、TPN 法の適用によって Cas9 nuclease を用いた
従来法の 6%未満に抑制されることがわかった。TPN 法の利用がノックインの正確性を飛躍的
に向上させることを示す結果となった。 
 
(3) p53 シグナル経路の下流分子 p21 を対象としたリアルタイム RT-PCR および免疫細胞染
色の結果、従来法と異なり、TPN 法によるノックインは p21 遺伝子発現量や p21 タンパク質
陽性細胞の増加を誘導しなかった。この結果は、TPN 法が p53 下流の DNA 損傷反応を誘発し
ないことを示しており、同法が DNA 二重鎖切断を介さずにノックインを誘導することに合致
すると考えられた。 
 
(4) MCF10A-rNCOコンストラクト内部でのノックイン効率をGFPシグナルによって定量す
るアッセイの結果、RNA 干渉法による p53 遺伝子の抑制は TPN 法によるノックイン効率の有
意な上昇を誘導しなかった。このことから、Cas9 nuclease を用いる従来法とは対照的に、TPN
法では野生型 p53 活性によるノックインの阻害が起きないことがわかった。上記の(3)と合わせ、
TPN 法はノックインの際に「ゲノムの守護神」たる p53 シグナル経路を攪乱しないものと考
えられ、TPN 法によって安全性の高いノックインが行われることを裏付ける結果となった。 
 
(5) 以上より、TPN 法によるノックインは Cas9 nuclease を用いた従来法と概ね同程度のノ
ックイン効率を達成し、しかも従来法よりも遙かに高い正確性と安全性を両立することが分か
った。また、他グループからの報告により、Cas9 nickase を利用したゲノム編集ではゲノム上
の標的外部位（オフターゲット部位）におけるランダムなゲノム変異が顕著に抑制されること
が分かっている。TPN 法は Cas9 nickase を利用してノックインを遂行することから、同法に
よってオフターゲット変異が抑制された特異性の高いノックインが実現されるものと期待され
る。このような技術的特性から、TPN 法によるノックインは、将来臨床医学や農学分野などへ
の応用を期待しうる有望な方法であると考えられた。以上の研究成果を論文にまとめ、学術雑
誌で発表した 8)。 
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