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研究成果の概要（和文）：　本研究は、CRISPR-Cas12a（Cpf1）を用いて同一染色体上の2ヶ所を切断することに
より、高精度かつ高正確性をもつ欠失変異導入法を確立することを目的とした。代表者は、Cas12aでのダブルカ
ットをアンプリコンシーケンスによって解析することで、２つのガイドRNAが欠失するフラグメントの内側に結
合する配置の場合において、正確な欠失が生じる割合が高まる傾向があることを見出した。さらに、より簡便か
つ定量的に欠失導入を検出するため、デジタルPCRによる解析系を樹立し、hHPRT1やジストロフィン遺伝子にお
いて導入された欠失を定量的に検出することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to establish a precise deletion mutagenesis 
method by using CRISPR-Cas12a (Cpf1) to cleave two locations on a same chromosome. By amplicon 
sequencing to double cuts with Cas12a, I found that the percentage of precise deletions tended to be
 higher when the two guide RNAs were arranged to join inside a fragment to be deleted. Furthermore, 
in order to more easily and quantitatively detect the deletions, I established a digital PCR-based 
analysis system and succeeded in quantitatively detecting the deletions in hHPRT1 and dystrophin 
genes.

研究分野： 遺伝子工学

キーワード： CRISPR/Cpf1　CRISPR-Cas12a　欠失変異

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究によって、ゲノム編集ツールの一つであるCas12aを利用して、ヒトゲノムに正確な欠失を導入すること
が可能であることが示唆された。高精度なゲノムへの欠失導入は、正確な遺伝子機能を解析できるほか、筋ジス
トロフィー症の遺伝子治療法であるエキソンスキッピングにも応用が期待される。一方で、遺伝子治療へCas12
の欠失導入を応用するには、さらなる精度向上や実験動物を利用した検証が必要と考えられる。

※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 
 CRISPR/Cpf1（CRISPR-Cas12a*）は、CRISPR/Cas9 系と同じく配列特異的な guide RNA（gRNA）
とヌクレアーゼ活性のあるCas12タンパクによって標的DNAにおける二本鎖切断（Double strand 
break; DSB）を生じさせ、細胞内在性 DNA 修復機構である HDR または NHEJ を誘導することでゲ
ノムを編集する（Zetsche, Cell 2015）。HDR はドナーDNA との組換え（遺伝子ノックイン）によ
って低頻度に正確な編集を可能とする。一方で NHEJ による修復機構は、HDR より圧倒的に強い
活性をもつが、頻繁にランダムな塩基の挿入/欠失（indel）を伴いながら切断された DNA の両端
を結合するため、予測困難な編集となる。先行研究から、Cas12a は Cas9 系よりも標的 DNA に対
する特異性が高いことに加え、切断部に平滑末端を作り出す Cas9 系とは異なり、標的 DNA に 5’
突出末端を形成できることが判明しており、これらの特徴を利用した高精度なゲノム編集法の
開発が期待されている。現在、キロベース以上の長さの欠失導入には、Cas9 系を始めとしたゲ
ノム編集ツールによって、同一染色体上の 2 ヶ所切断し結合させる方法がある。しかしながら、
抜け落ちたフラグメントの逆位挿入や転座・重複、欠失距離が大きい場合の導入効率の大幅な低
下という問題がある。さらに、結合部に indel 変異が挿入されると一塩基単位での欠失変異導入
の再現は極めて困難となる。また、ドナーDNA を利用した HDR を介する欠失変異の導入も原理的
には可能であるが、HDR が NHEJ に比べて極めて低頻度な機構であるため、容易には目的とする
変異は得られず、さらにドナーDNA が染色体上にランダムに挿入される可能性もある。したがっ
て現在、効率良く安定的な一塩基レベルの再現性を持つ欠失導入の技術は確立されておらず、特
に医療などへの応用に向けて大きな障壁となっている。 
 
*2022 年現在、Cpf1 は Cas12a という名称が主流化した為、本報告書においても Cas12a という
表記で統一する。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、Cas12a の持つ突出末端の形成能

に着目して、切断後の突出末端が相補的になる 2
つの標的を選ぶことで、末端同士が結合する一塩
基単位の正確性を持つ欠失変異の導入法を考案
した（Fig.1）。この Cas12 ダブルカットは、低頻
度にしか生じない HDR を介さず、強い活性をもつ
NHEJ による DNA 修復によって欠失後の末端を高
頻度に正確に結合させることで、正確な欠失を導
入できると期待される。本研究の欠失変異導入法
は、遺伝子機能、発現調節配列、遺伝子クラスタ
ー、lncRNA などの解析に利用でき、さらに遺伝子治療としてエクソン・スキップ治療などへの
応用が期待できる。 
 
３．研究の方法 
（1）HEK293T 細胞の Cas12a ダブルカットによる欠失導入実験 
 本研究ではまず、Cas12a ダブルカットによって実際に欠失導入が可能であるかをテストする
ため、HEK293T 細胞での欠失導入実験を行った。ヒト HPRT1 遺伝子およびジストロフィン遺伝子
（DMD）にそれぞれ、4-kb と 288-kb の欠失を導入するようにガイド RNA を設計し、Cas12a とガ
イド RNA を共発現するプラスミド DNA を細胞へと導入し、その後ゲノム DNA の解析を実施した。 
 
（2）デジタル PCR による解析系の構築 
欠失変異の導入効率と末端結合の正確性を高精度かつ迅速に定量可能な droplet digital PCR

（ddPCR）による解析系を構築する。ddPCR 技術は、各アリルの増幅反応を、ゲノム DNA を数コ
ピーしか含まない極小の油滴の中に分割するため、低頻度の欠失変異でも高精度な定量解析が
可能である。そこで本研究では、正確な欠失と不正確な欠失を同時に検出可能なプローブセット
をデザインし、欠失導入後のゲノム DNA の解析を実施した。 
 
（3）アンプリコンシーケンスによる欠失導入後の配列解析 
 Cas12a を利用したダブルカットによる欠失導入法を特徴づけるため、アンプリコンシーケン
スによる詳細な解析を進めた。まず、DMD 遺伝子ならびにタイチン(TTN)遺伝子上に複数のダブ
ルカット用ガイド RNA をデザインした。このガイド RNA ペアは、それぞれが近い距離（100-200bp
以内）に設置されており、欠失が導入されなかった場合でも、アンプリコンシーケンスによる解
析が可能となっており、欠失導入率についても解析できる。さらに、Cas12a ダブルカットに使
用するガイド RNA ペアが DNA に結合する配向の影響を検討するため、3種の配向となるようガイ
ド RNA ペアをデザインし、欠失導入を実施した。 
 



（4）ランダム化配列ライブラリによる再現性かつ正確性のある突出末端の組み合わせの検証 
(3)の結果より、Cas12a ダブルカットによる欠失導入においては、配向が正確性に影響するこ

とが明らかとされた。代表者は、この解析を通じて突出配列のパターンも結合部の配列決定に寄
与している可能性を見出した。したがって、すべての突出配列同士の結合の組み合わせを解析す
れば、結合部の配列を予測できると考えた。ダブルカットによって形成される突出配列がランダ
ムとなる人工標的配列をもつレンチウイルスライブラリを作製し、このライブラリ上で実際に
ダブルカットを生じさせ、欠失導入後のどのような配列となったかを検証した。まず、ドキシサ
イクリン誘導的に Cas12a を発現する HEK293 細胞を樹立し、この細胞へとライブライを含むウ
イルス粒子を感染させた。最終的に、ドキシサイクリン添加・非添加の区に細胞を分けて解析を
行うことで、編集の前後の配列を検出し、配列変化を追跡できるようにした。この解析によって、
欠失導入前と後の配列を比較することで、再現性のある突出末端の決定を試みた。 
 
４．研究成果 
（1）Cas12a ダブルカットによって、ヒトゲノムへの欠失導入が可能である 
 Cas12 ダブルカットによって期待される正確な
欠失導入が可能であるかをテストするため、
HPRT1 遺伝子にガイド RNA を設計し、HEK293T 細
胞で欠失導入を実施した。その結果、期待された
正確な末端結合を伴った約 4-kb の欠失を検出す
ることができた（Fig.2A）。同様に、ヒト筋ジスト
ロフィー症の原因遺伝子として知られるDMD遺伝
子に対して、さらに大きな欠失 288-kb の欠失導
入実験を実施した。この欠失導入は、DMD のエキソン 44と 45 を削除するようにデザインされて
おり、ヒト筋ジストロフィー症におけるエキソンスキッピングを模している。この実験において
も、正確な欠失配列が検出された（Fig.2B）。以上の結果から、Cas12a ダブルカットによって期
待通りの正確な欠失導入が可能であることが明らかとなった。さらに、DMD 遺伝子における欠失
導入の結果から、エキソンスキッピングへの応用の可能性についても示唆された。 
 
（2）Cas12a ダブルカットによる欠失導入を ddPCR は高感度に検出できる 
 Cas12a ダブルカットによる HPRT1 および DMD
遺伝子での欠失導入によって、正確な欠失導入が
可能であることが判明した一方で、結合部に期待
とは異なる不正確な配列が導入されることも明
らかとなった。そこで、ddPCR によって欠失導入
率と正確性を測定するためのプローブセットを
設計し、DMD 遺伝子における欠失導入を測定した
（Fig.3A）。その結果、設計されたプローブセット
で、正確な欠失と不正確な欠失を検出することに成功した。DMD 遺伝子における欠失の導入率は
約 1.5％であり、そのうち 38.1％が正確で 61.9％は不正確な欠失導入であることが明らかとな
った。さらに、本解析方法は、Cas12a のみならず既存の Cas9 系などにも応用でき、成果の一部
は共同研究として論文として報告された（HL Watry, Sci Rep, 2020）。 
 
（3）Cas12a ダブルカットの正確性は、ガイド RNA ペアの配向が重要である 
 Cas12a ダブルカットによる欠失導入を特徴づ
けるため、3種の配向をもつガイド RNA ペアでの
欠失導入実験を実施した(Fig.4A)。それぞれの配
向ごとに、正確および不正確な欠失導入割合をカ
ウントしたところ、正確な欠失導入はガイド RNA
が欠失するフラグメントの内側にあるときのみ
高頻度に生じることが明らかとなった（Fig.4B）。
この配向以外では、ほとんど正確な欠失は生じて
いなかったが、欠失導入率については 3種の配向
で有意な差は認められなかった。そこで、ガイド
RNA が同一方向ならびに欠失するフラグメントの
外側に配置されているケースについて詳細に解
析を行ったところ、これらの配向のダブルカット
においては、欠失導入後にガイド RNA の標的配列
が残存することで、Cas12a による再切断が生じて
いることが示唆された。この再切断は、ガイド RNA が標的配列を認識できなくなるまで繰り返さ
れると考えられ、再切断に伴う DNA 修復によって欠失や挿入が蓄積していくことで、不正確な欠
失導入となることが推測された。以上の結果から、Cas12a ダブルカットによる欠失導入にはガ
イド RNA の配向が重要であると結論づけた。 
 



（4）ランダム化配列ライブラリにより正確性の検証 
 Cas12a ダブルカットを効率良く生じさせるた
め、ドキシサイクリン（DOX）誘導的に Cas12a を
発現する HEK293T 細胞を樹立した（iCas12a 細胞）
（Fig.5A）。次に、突出末端配列がランダムとなる
よう設計された人工標的配列を合成し、これらの
DNA ライブラリからレンチウイルスライブラリを
作製した。このウイルスライブラリを iCas12a 細
胞へと感染させることで、DOX 存在下で Cas12a を
発現して、人工標的配列上で欠失を生じさせる
（Fig.5B）。欠失導入後の配列は、DNA バーコード
によって追跡できるよう設計されており、誘導さ
せる前と後で配列変化を確認できるようデザイ
ンされている。 
はじめに、パイロット実験として、4塩基突出末端が相補的（Complementary）なライブラリと

非相補的（Non-Complementary）なライブラリを使用して実験を実施した。その結果、4塩基突出
が相補的なライブラリを導入した細胞において、DOX 添加区ではライブラリの約 90%で編集が生
じ、不正確な欠失は約 85％であり、正確な欠失は
約 5％に生じていた（Fig.6A）。さらに、欠失導入
の結合部に生じた塩基数をカウントしたところ、
4 塩基で結合した配列のうち、89％は相補末端が
1 塩基の誤りもなく結合していることが明らかと
なった（Fig.6B）。一方で、結合部の配列長がどの
ように分布しているのかを解析したところ、4 塩
基突出末端が相補のライブラリにおいては、欠失
導入の結合部には 4-bp の結合が高頻度に観察さ
れたが、非相補のライブラリでは 5 から 9-bp の
結合が分布していた（Fig.6C）。以上のことから、
突出末端の相補性は結合部の正確性に強力に作
用していることが示唆された。 
最後に、ランダム化配列ライブラリにおける欠失導入をテストした。その結果、4塩基の突出

末端２つをランダム化した組み合わせである 65,536 パターンが検出され、期待されていた欠失
導入も DOX 誘導的に生じさせることに成功した。しかし一方で、DNA バーコードのエラーによっ
て、編集前後の変化を追跡することが困難な例が散見された。研究期間内に、最終的な解析まで
は至らなかったものの、ランダム化ライブラリを利用した実験と解析について、多くの知見が得
られた。 
 
（5）まとめ 
 本研究によって、Cas12a ダブルカットで標的ゲノム配列に狙い通りの正確な欠失を導入でき
ることが示された。さらに、この欠失導入をデジタル PCR で高感度に検出する系を樹立した。ま
た、ガイド RNA ペアの配向が、Cas12a ダブルカットにおける欠失導入の正確性に強く影響する
ことを明らかとした。一方で、ランダム化配列ライブラリにおける解析が不十分であるため、今
後さらに研究を進め、不正確な欠失導入をコントロールできる条件について明らかとしたい。 
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