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研究成果の概要（和文）：活性化PI3Kd症候群（APDS）などの機能獲得型変異による疾患に対するゲノム編集で
は、変異アレルのみを編集する必要がある。APDSでは、PI3K/Aktシグナルの恒常活性化が起こることから、患者
T細胞に対して、変異アレル特異的な認識とindel挿入による破壊を試みた。その結果、80％の細胞でindel挿入
が認められ、さらにフレームシフトの誘導は70％であった。ゲノム編集を行った患者T細胞では、ゲノム編集前
に比べてAktのリン酸下の低下が認めら、恒常活性化の改善が認められた。In vivoにおける解析のため、ヒト
PIK３CD遺伝子変異に対応する変異を持つマウスの作製を行なっている。

研究成果の概要（英文）：Gain of function mutations in the PIK3CD gene causes the activated PI3K 
delta syndrome (APDS). The patients show the constitutive activation of PI3K/Akt signaling, which 
causes the immunologic abnormalities, including lymphadenopathy and immunodeficiency. In a 
conventional gene-addition strategy using viral vectors, the mutant allele remains and may cause 
clinical symptoms. Therefore, we developed the genome editing system using Cas9 nuclease to destroy 
the mutant allele using an indel insertion. Cas9 transfer yielded the frameshift only in mutated 
allele due to indel at the level of 70% in the patient’s cells. Loss of mutated allele caused the 
decrease in the phosphorylation of Akt, implying the improvement of constitutive activation in APDS 
cells. We are now developing the mice model for a long-term evaluation of the efficacy and the 
safety features.

研究分野： 遺伝子細胞治療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
レンチウイルスベクターを用いた遺伝子治療は多くの疾患でその有効性が認められ、造血細胞移植ドナーが不在
の患者における有力な治療選択肢となりつつある。しかし、その原理は、変異遺伝子はそのままに、染色体上に
新たに治療遺伝子を組み込む「付加型遺伝子治療」であり、恒常活性化変異による疾患に対しては、変異遺伝子
がそのままとなることから、効果が期待できない。一方で、ゲノム編集技術は、変異遺伝子（変異アレル）のみ
を直接編集することが可能であり、さらに、活性化変異に対しては、変異アレルの修復ではなく、変異アレルの
破壊のみでシグナルの異常活性化が期待でき、よりシンプルな遺伝子治療法の確立が可能である。

※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 

1990 年代より始まった原発性免疫不全症（primary immunodeficiency; PID）に対する造血

幹細胞遺伝子治療は、現在レンチウイルスベクターが主流となり、多くの疾患で優れた効果

が認められている。ウイルスベクターによる遺伝子治療は、変異遺伝子はそのままに、染色

体上に新たに正常（治療）遺伝子を組み込む“付加型”遺伝子治療であり、PID の多くが“機能

喪失型変異”によるものであることから、十分な効果が期待できる。一方で、PID の中でも

免疫調節異常症の一部の疾患は片アリルの遺伝子の機能獲得変異により発症するが、従来

の“付加型”遺伝子治療では、活性化した変異遺伝子がそのままとなることから、効果が期待

できなかった（図１）。2013 年に報告された活性化 PI3Kd症候群（Activated PI3Kd syndrome: 

APDS）は、細胞増殖シグナルである PI3K/Akt/mTOR 経路の恒常的活性化から、分化の異常

を伴う T 細胞の増殖と機能の低下、B 細胞のクラススイッチの異常を特徴とし、PI3 kinase

のサブユニットである p110δ(PIK3CD)の片アリルの活性化（機能獲得型）変異によって起こ

る常染色体優性の疾患である。易感染性とリンパ増殖

症状が時に致死的となることから、根治として造血幹

細胞移植が必要であるが、進行する臓器障害などか

ら、移植関連合併症のリスクが決して低くはない

（Okano T., Uchiyama T., et al. J Allergy Clin Immunol. 

2018  doi: 10.1016/j.jaci.2018.04.032.）。遺伝子治療はこ

れらの合併症を克服する可能性を持つが、p110δ の片

アリルの活性型変異によることから、やはり従来の“付
加型”遺伝子治療では難しい。近年 CRIEPR／Cas9 など

によるゲノム編集技術の発展によって、染色体上の任

意の部位の直接編集ができるようになった（図１）。しかし、APDS のような機能獲得型変

異による疾患では、正常アリルはそのままに変異アリルのみを標的とし、かつ高い効率で、

変異遺伝子が残らないよう修復する戦略を立てる必要がある。 

 
２．研究の目的 
本開発の目的は、新型 Cas9（Cas9-NG）を用いて、①変異アリルのみを認識し、かつ②高

い効率で変異遺伝子の編集を実施することで、機能獲得変異による PID への造血幹細胞遺

伝子治療の基礎的開発を行うことである。 

(1) 変異アリルのみの認識 

APDS では、片アリルの p110δの活性化変異により発症する。一方で、ラパマイシンなどに

よる PI3K 経路全体の抑制はリンパ球の低下を引き起こすことから（Goto F, Uchiyama T, et 

al. J Clin Immunol. 37:347, 2017）、正常アリル由来の活性を残したまま、変異アリルのみを認

識し、編集を行う必要がある。Cas9 システムでは、ガイド RNA（gRNA）のターゲットとな

る DNA の PAM配列から最初の 10－12 塩基が、gRNA のシード配列に厳密に認識される。

そのため、変異部位をこの 12塩基の中に配列させることで、変異アリルのみを特異的に認

識できることになるが、従来の SpCas9 では gRNA の設計が NGG-PAM配列に制限され、目

的の DNA領域に設計できない状況が少なくなかった。分担研究者の西増らが開発した新型

Cas9 では、PAM 配列が NG のみとなることから PAM 配列の制限が事実上無くなり、この

10－12塩基の中にほぼ確実に変異部位を位置させることが可能である。 



(2) indel による変異アリルの破壊の挿⼊ 
正常アリルからの p110dの発現のみで細胞機能が維持できる場合、活性化を抑制するシンプ

ルな方法は、変異遺伝子への indel挿入による遺伝子の破壊である。Cas9 による DNA の切

断では、修復時の非相同性末端結合（non-homologous end joining: NHEJ）に伴って

insertion/deletion（indel）が挿入される。この Indel の挿入により、遺伝子自体を破壊し活性

を抑制する。Cas9-NG は最大で 50％程度の indel

挿入が可能であることから、センス鎖のみでは

なくアンチセンス鎖からも変異部位を認識する

ことで、DNA 切断と indel 挿入効率の上昇を試

みる（図 2）。 

 本研究では、Cas9-NG を利用することで、変異アリルのみの認識と編集を行い、従来の遺

伝子治療では対象とならなかった機能獲得変異による PIDへの遺伝子治療の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) SpCas9―NG によるゲノム編集法の設計・確立 

ヒト p110d(PIK3CD)の各変異を認識する gRNA を設計する。変異アリルのみの認識を行う

ために、NG－PAM配列から 12塩基の中に G>A 変異が位置するよう、センス鎖、アンチセ

ンス鎖に対して gRNA を設計する（図 2）。患者細胞に 2種類の gRNA（センス鎖、アンチ

センス鎖）と Cas9-NG を RNP（リボヌクレオタンパク）としてエレクトロポレーションで

導入する。 

(2) 患者細胞を⽤いた有効性の評価 

APDS 患者から得られた CD3+T 細胞に対して Indel挿入による変異アリルの破壊を実施し、

PI3K/Akt/mTOR シグナルの変化を解析する。APDS 患者の T 細胞では Akt シグナルのリン

酸化の亢進が認められることから、変異アリルの破壊後の細胞におけるリン酸化の低下を

確認する。一方で、ゲノム編集後の細胞では、片方の正常アリルのみによるシグナル伝達と

なることから、シグナルの過度の抑制が引き起こされる可能性も否定できない。そのため、

ゲノム編集後の細胞に対して、CD3/CD28 による T 細胞受容体（TCR）刺激による増殖能や

サイトカイン産生能に関して解析を行う。 

(3) マウスモデルの作製と治療に必要な編集効率の検討 

近年 APDS のモデルマウスが報告され、ヒトにおける E1021K に相当する E1020K を導入

し、APDS の病態が再現されることが分かった（Nature Immunol. 19:986, 2018）。患者 T 細胞

による片アリルの破壊によるシグナルの正常化の確認後、造血幹細胞遺伝子治療の有効性

を確かめるため、受精卵への CRISPR/Cas9 の導入により E1020K の変異を持つマウスを作

製する。作製した APDSマウスの骨髄から造血幹細胞を分離し、患者細胞と Indel挿入によ

る編集を実施する。APDSマウスの骨髄（陰性コントロール）、ゲノム編集後の骨髄、WTマ

ウスの骨髄（陽性コントロール）をレシピエントマウスに移植し、T 細胞、B 細胞の絶対数

や分画異常、Akt の活性化亢進などの改善を解析、評価する。 

 
４．研究成果 

(1) Cas9 の導⼊条件の検討 

効率よく患者細胞に対するゲノム編集を実施する条件を決定するため、Cas9 の形態（DNA、

mRNA、タンパク）と導入量、ガイド RNA との比率に関して検証した。T 細胞における CD
３抗原の indel挿入によるノックダウンを指標とし、その効率、細胞の生存率を比較検討し



た。その結果、タンパク>mRNA＞DNA の順に高い生存率を認め、また最適化した Cas9濃
度、gRNA との比率で、90%以上の CD3 のノックダウンを達成した（図３）。上記により、

患者細胞に対する Cas9 とガイド RNA の導入条件を決定した。 
(2) APDS 患者 T 細胞に対するゲノム編集の実施 

活性化 PI3Kd症候群の原因となる PIK３CD 遺伝子のホットスポット変異である E1021K を

片アリルにもつ T 細胞株を樹立し、上記にて確立した Cas9 の導入方法を用いて、これらの

細胞に対してゲノム編集を実施した。片アリルの機能獲得型変異によることから、変異アリ

ルのみの破壊、もしくは修復を試みた。両方法とも切断効率の向上が重要であることから、

複数のガイド RNA を設計し、各ガイド RNA における切断効率を、次世代シーケンサーを

用いて解析した。その結果、最も効率の高い条件では、80％程度の indel挿入が可能であり、

indel挿入によるフレームシフトの誘導は 70％であった（図４）。 

(3) ゲノム編集による恒常活性化シグナルの抑制 

APDS 患者では、PI3K/Akt シグナルの恒常活性化が起こることから、変異アリルの破壊によ

るシグナル伝達の正常化に関して、患者細胞を用いた解析を実施した。まず、ホットスポッ

トである E525Kおよび E1021K を持つ APDS 患者より T 細胞株を樹立した。これらの細胞

株では、健常人由来 T 細胞株に比較し、Akt のリン酸化の亢進が認められた。次に、各変異

に対して同様にゲノム編集を実施したところ、70-80%の効率で変異アリル特異的な indel挿

入が可能であった。これらの細胞における Akt のリン酸化を解析したところ、ゲノム編集前

の患者 T 細胞に比べて、リン酸下の低下が認められた（図５）。 

(4) APDS モデルマウスの作製 

一方で、本来２copy 存在する PIK３CD の片アリルを破壊することから、haploinsufficiency

による影響が出る可能性もある。In vivo における解析のため、ヒト PIK３CD 遺伝子変異に

対応する変異を持つマウスの作製を行なっている（これまでのところ目的の変異を持つ個

体を得られておらず、引き続き作製を行う。） 
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