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研究成果の概要（和文）：本研究では、CRISPR/Casシステムゲノム編集システムのin vivo送達技術を開発し、
家族性高コレステロール血症（FH）ホモ接合体に対する治療薬剤の開発を進めた。具体的には肝実質細胞膜上に
高発現する受容体を足場として、この受容体に対する親和性リガンドを導入したCRISPR/Casシステムを開発すべ
く、糖鎖リガンドや化学修飾の導入可能位置に関する構造活性相関研究を行った。この結果、FH関連遺伝子の発
現抑制効果を維持したまま、改変型CRISPR/Cas9システムを肝臓へ効率よく送達することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have developed an in vivo delivery technology of the 
CRISPR/Cas9 genome editing system to pave the way for a therapeutic agent for homozygous familial 
hypercholesterolemia (FH). Specifically, we have conducted structure-activity relationship studies 
on possible locations of targeting ligands and chemical modifications on a CRISPR/Cas system that 
targets a highly expressed receptor on the liver parenchymal cells as a delivery scaffold. As a 
result, we have succeeded in efficiently delivering the engineered CRISPR/Cas9 system to the liver 
while maintaining the repressive effect on the expression of a FH-related gene.

研究分野：核酸医薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
家族性高コレステロール血症（FH）は顕著なコレステロール血症とともに若年性冠動脈疾患を伴う遺伝性疾患で
ある。特にFHホモ接合体はわが国の指定難病でもあり、出生後ただちに集中的な治療が必要である。薬物療法は
効果が十分でなく約60％がLDLアフェレシスと呼ばれる体外循環療法を受けている。さらに治療抵抗性の場合に
は肝移植に頼らざるを得ない。CRISPR/Casシステムに代表されるゲノム編集治療が実現されればFHの根本的治療
法になり得るが、これまで技術的なハードルがあった。本研究はその一つである体内動態の課題解決に資する技
術を開発するものであり、FH治療の発展に貢献することが期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
シトシンの脱アミノ化反応は、1 つの細胞で 1 日あたり約 500 回と非常に高頻度で起こり、ウ
ラシルを介して C•Gを T•A塩基対へ変化させる可能性がある。こういった日常的なゲノムの揺
らぎが結果として一塩基多型（SNPs）として後生に受け継がれる。ヒト疾患に関与する遺伝子
異常は 60,000 種ほど報告されているが、そのうちの約 60%が SNPs により引き起こされてい
る。近年大きな注目を集める CRISPR/Cas を代表とする「ゲノム編集技術」は、これらのゲノ
ム変異を効率よく除去・修正可能であることから、ツールとしてのみならず新たな創薬モダリテ
ィとしても期待が寄せられている。より最近では CRISPR/Cas技術を応用した「Base Editor」
と呼ばれるツールも開発され、in vitroにおいてはピンポイントで C⇄Tと A⇄Gの相互変換を
精度良く行えるようになり、SNPsの修復に期待が寄せられる 1)。しかしながら、モダリティと
して広く利用するには、CRISPR/Casシステムの in vivoデリバリーが大きな課題と言える 2,3)。
実際に我々のグループが治療薬開発に取り組んできた家族性高コレステロール血症（Familial 
Hypercholesterolemia, FH）の中にも、この Base Editor技術により「原理的」には根治が可能
となるポピュレーションが多数存在しており、CRISPR/Casシステムの in vivoデリバリーの実
現により FHをはじめ様々な遺伝子疾患の根本的治療が可能となることが期待される。 
家族性高コレステロール血症（FH）は顕著なコレステロール血症とともに若年性冠動脈疾患を
伴う遺伝性疾患である。原因遺伝子として主に肝臓にてコレステロール代謝を担う LDL受容体、
アポリポタンパク質 Bおよび PCSK9の 3つの遺伝子が同定されており、FH 患者の約 70%が
このいずれかの遺伝子に変異を有する。特に、FHホモ接合体はわが国の指定難病でもあり、出
生後ただちに集中的な治療が必要である。薬物療法は効果が十分でなく約 60％が LDL アフェ
レシスと呼ばれる体外循環療法を受けている。さらに治療抵抗性の場合には肝移植に頼らざる
を得ない（斯波ら、家族性高コレステロール血症診療ガイドライン 2017）。従って、FHホモ接
合体に対する有効な新規治療薬剤が強く求められている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、CRISPR/Casシステムゲノム編集システムの in vivo送達技術を開発し、家族性高
コレステロール血症（FH）ホモ接合体に対する治療薬剤の開発を目指す。研究分担者の斯波ら
は、国立循環器病研究センターにて実際に診察を行うホモ FH 症例の中で特に重症かつ頻度が
高い症例において、LDL（low-density lipoprotein）受容体遺伝子上の一塩基多型（SNP）を見
出した。本 SNPは、LDL受容体のスプライシング異常を引き起こし、LDL受容体活性を完全
に欠損させる。患者由来の検体を利用可能など本チームの唯一性は高く、in vivoでの SNP修復
を目指した本治療研究は応用性も高い。そこで、本研究では LDL受容体は主として肝臓で機能
していることに着目し、CRISPR/Cas システムを肝実質細胞に送達する技術を開発することを
目的とする。一般に、ゲノム編集に用いられる CRIPSR/Cas システムは、Cas タンパク質と
sgRNAからなる RNA/タンパク質複合体（RNP）として使用される 4)。この RNP複合体をその
ままの形で送達する技術は、CRISPR/Casをコー
ドするプラスミド DNA を（非）ウイルスベクタ
ーなどに封入して導入する従来の方法 5)に比べ安
全性・簡便性などの点で優位性があると期待され
るが、技術的なハードルがありこれまで達成され
た例はない。 
 
３．研究の方法 
代表者の山本は肝臓特異的な糖鎖−受容体相互作
用に着目し、RNA などのオリゴヌクレオチドを肝
実質細胞へと効率よく送達するための「人工糖鎖
リガンド」の開発に成功してきた 6)。本研究では、
肝実質細胞膜上に高発現するアシアロ糖タンパク
質受容体（ASGPR）に対する高親和性リガンドを導
入した CRISPR/Cas システムを開発すべく、糖鎖リ
ガンドをコンジュゲートしたオリゴヌクレオチド
を種々構築し、CRISPR/Cas システムへの導入、そ
れらのコンストラクトの活性および体内動態の最
適化を進めた。 
 
４．研究成果 
（１）糖鎖リガンドをコンジュゲート型
CRISPR/Casシステムの設計と構築 

図 1 肝臓標的型 CRISPR/Cas複合体 



図１は、肝細胞に豊富に発現するアシアロ糖タンパク質受容体(ASGPR)を標的とした
CRISPR/Cas システムの肝臓への移行と細胞内動態に関する模式図である。本研究のリガンド
コンジュゲート型 CRISPR/Cas システム設計指針として、血中よりディッセ腔を経て流入する
RNP（RNA-protein）複合体が ASGPR と GalNAc との相互作用及び、エンドサイトーシスにより、
細胞内に取り込まれ、その後適切なタイミングで、RNP 本体がリガンド及び受容体から離れる分
子設計が重要と考えた 6)。Daudna らの先行研究では、糖鎖リガンドを Cas9 に導入 7)しており、
この場合、ASGPR とリガンドとの相互作用が Lysosome 付近まで維持されるため、細胞質内への
システムの移行が難しかった。そこで本研究では、RNA 側にリガンドを導入することでこの問題
を解決することとした。CRISPR/Cas9 の結晶構造 8)等を参照し、Cas9 との相互作用に関与しない
RNA の領域および外界に曝露された領域を特定し、糖鎖リガンドの導入および化学修飾の導入に
よる生体内安定性の向上を試みた。とりわけ、tetraloop 領域や stemloop2 領域は Cas9 認識を
免れ、開かれた構造をしていることから重点的に改変を導入した。CRISPR に用いられる RNA は
様々なパターンが知られているが、本研究では化学合成の容易さの観点から sgRNA のような長
鎖 RNA ではなく、tracrRNA と crRNA よりなる２本のより短鎖の RNA を用いることとした（図
2ab）。これらの構造改変を導入してもヌクレアーゼ機能を維持しているコンストラクトを探索
した。ここで標的遺伝子として、FH の原因遺伝子として知られる Apoliporotein B (APOB)遺伝
子をモデル遺伝子として機能評価を行った（図 2c）。具体的には、ヒト肝がん由来 Huh-7 や HepG2
細胞のゲノムを抽出し、標的遺伝子領域を増幅し、ヌクレアーゼ活性の評価を行ったところ、例
えば図 2aのように、tetraloop 領域に付着末端領域を導入した crRNA に対して結合可能な、tag
を導入したコンストラクトは、高いAPOB遺伝子切断活性を保持していることが判明した（図2d）。
一方で、化学修飾の導入位置によっては、Cas9 の DNA 切断活性に大きな影響を与えうることが
明らかとなり、構造活性相関に関する知見が明らかとなった。 

 
（２）CRISPR/Cas9 システムの細胞内ゲノム編集効率評価 
そこで、図 2に示した糖鎖リガンドコンジュゲート型システムが、細胞内で機能するかどうかを
検討するべく in vitro 実験を実施した。具体的には、Huh-7 細胞に対して当該システムをトラ
ンスフェクションにより導入し、24時間~数日後に細胞から RNA およびゲノム DNA を抽出し、リ
アルタイム PCR を用いた ApoB mRNA の発現量の解析と標的領域のゲノム配列の解読をおこなっ
た。結果の一例を図 3に示した。ApoB mRNA の有意な発現量低下と標的領域の DNA 配列の揺らぎ
が認められた（図 3赤枠の中盤以降）。このことから、広範な化学修飾を有する本コンストラク
トは細胞内環境においてもゲノム編集活性を保持していることを見出した。他方、APOB の Exon10
を標的とした CRISPR/Cas9 システムの例から明らかとなった点として、ゲノム配列は変化させ
ても、対応する ApoB mRNA の当該領域の塩基配列に変化はなかったことからスプライシング不
良などの原因により転写産物自体が除去されていることも判明した。本研究により、我々の糖鎖
リガンドコンジュゲート型 CRISPR/Cas システムがトランスフェクション試薬などのアシスト
があれば細胞内でも活性を示すことが明らかとなった。 
 
（３）CRISPR/Cas9 システムの in vivo 動態評価 
我々の糖鎖リガンドコンジュゲート型 CRISPR/Cas システムが狙いとする体内動態、すなわち
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図 2 糖鎖リガンドコンジュゲート型 CRISPR/Casシステムの設計と機能評価 



肝臓指向性を有しているかどうかを評価するために Alexa647 などの生体深部を観察可能な蛍
光色素を crRNAに導入し、体内動態を評価することとした。BALB/c nu-nuの雄マウスに対し
て、当該コンストラクトを尾静脈より投与し、蛍光強度の経時的変化を IVISイメージング装置
を用いて解析した。結果の一例を図 4に示す。糖鎖付き tagを用いて CRISPR/Cas9 システムを
投与した場合には投与直後から 15-20 分後をピークに、肝臓（矢印）にて蛍光強度が高く、一方
糖鎖を持たないコンストラクトは、肝臓への有意な移行を確認できなかった。これらのことから、
我々は、糖鎖リガンドコンジュゲート法により型 CRISPR/Cas9 システムを肝臓へ効率よく送
達することに成功した。現在我々は、ApoB 遺伝子でのこれらのクリアなデータに基づき、FH
の原因となる LDL受容体の SNPを修復しうる CRISPR/Cas9 base editorシステムを構築し、
FH治療への応用を進めている。 

 

 
図 4 蛍光ラベル CRISPR/Cas9 システムの体内動態解析 
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