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研究成果の概要（和文）：Target-AIDを含むbase editingはDNA二本鎖切断を介さず直接ゲノムの書き換えを行
うことができるゲノム編集技術である。
これまでの研究によりTarget-AIDの構成因子であるCDA1をCas9のN末側に付加することでより効率よく塩基編集
を行えること、sgRNAの長さを長くあるいは短くすることでediting windowのピークの位置が変わることを明ら
かにした。これによりTarget-AID技術の基礎的知見の集積を行うことができた。一方、更なる改良を目指しCas9
とCDA1を結ぶリンカーの最適化を試みたが、現行のリンカーと比較してゲノム編集効率の点では改善は認められ
なかった。

研究成果の概要（英文）：Base editing such as Target-AID is a new genome editing technology that 
enable direct DNA base conversion without DNA double strand break. This technology has advantages 
such as lower cytotoxicity and easier introduction of targeted base replacement compare to the 
conventional genome editing tools. 
We found that the CDA1 attached to the N terminal of nCas9 increased genome editing efficiency. 
Also, to shorten or lengthen the sgRNA shifted editing window.  

研究分野： ゲノム編集

キーワード： Base editing　ゲノム編集
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研究成果の学術的意義や社会的意義
塩基編集技術はDNA二本鎖切断を介さずに直接ゲノムを書き換えることが可能であることから、DNA二本鎖切断を
前提とする一般的なCRISPR/Cas9 systemと比較してより安全におよび正確にゲノム編集を行うことができる。こ
れらのことから医療などへの応用展開が期待される重要なゲノム改変技術である。その為、本研究を通して得ら
れた基盤技術であるTarget-AIDの特性は今後の応用へ向けた技術開発に重要なものとなる。

※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 
 

ゲノム編集技術はゲノム上の任意の場所を編集することができるツールであり、研究現場だけ

でなく、医学、農学および工学など様々な分野への応用に期待が寄せられている。特に、

CRISPR/Cas9 systemはその簡便性から爆発的に普及しているゲノム編集ツールである。しかし、

本技術は DNA 二本鎖切断を前提としているため、安全性および正確性の観点に課題を残してい

る。一方、Target-AID を含む base editing 技術はニッケース型 Cas9(nCas9)とデアミナーゼを

組み合わせたものであり、DNA 二本鎖切断を介さずに直接ゲノムを書き換えることができるツー

ルである。しかし、base editing 技術にも様々な改善点が残されている。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は Target-AID の利便性を向上させるための検討を実施し、それらを統合的に組み合わせ
ることで最適化を図ることおよび基礎的な知見の集積を目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
(1)Target-AID 構成因子の配置の検討 
Target-AIDは DNAにニックを入れるnCas9にエフェクターとしてデアミナーゼであるCDA1およ
び塩基編集効率を高めるために uracil glycosylase inhibitor (UGI)を付加している。これら
の因子の配置はゲノムへのアプローチに重要であるが、いまだに検討されていなかった。そこで、
最適な配置を検討するために全てのパターンの配置のプラスミドベクターを作製し、その編集
効率を我々が開発した GFP 回復アッセイ(塩基編集されると光らない変異体 GFP から正常な GFP
になる)により検討した。なお、GFP 陽性細胞数は FACS により検出した。 
 
(2)sgRNA の長さの検討 
CRISPR/Cas9 system の sgRNA の長さは一般的に 20bp である。この sgRNA の長さを変えることで
塩基置換が生じる場所(editing window)にどのような影響を及ぼすかを検討するため、16bp か
ら 24bp までの長さの sgRNA 搭載プラスミドベクターを作製し、塩基編集効率を次世代シーケン
サーを用いたアンプリコンシーケンスにより評価した。 
 
(3)Linker の検討 
Target-AID の最適化の一環として Cas9 と CDA1 を繋ぐ linker の検討を行った。Linker はオリ
ジナルの SH3 linker、 flexible linker として GS linker 二種(90bp および 180bp)、Rigid 
linker として EAAAK linker を用いた。編集効率は FACS を用いた GFP 回復アッセイにより行っ
た。 
 
 
４．研究成果 
(1)Target-AID 構成因子の配置の検討 
Target-AID の構成因子の配置を検討したところ、オリジナルの Target-AID (nCas9-CDA1-UGI)
と比較して、CDA1 を nCas9 の N 末端に、UGI を nCas9 の C 末端に付加したバージョン(CDA1-
nCas9-UGI)において高い塩基編集効率を示した。一方その他の配置(UGI-CDA1-nCas9、UGI-nCas9-
CDA1)に関してはオリジナルの配置と同等の塩基編集効率であった。また、CDA1 を nCas9 の N末
端側に付与することで editing window が広がる可能性も示唆された。これらのことから、実際
の標的配列や目的に合わせて Target-AID の配置を選択することで塩基編集の幅を広げることが
可能となった。 
 
(2) sgRNA の長さの検討 
sgRNA の長さを検討したところ、基本の長さ(20bp)から短くすることで editing window のピー
クの位置が PAM の近位方向に移ること、逆に長くすることで PAM から遠位方向に移ることが示
された。Target-AID の課題の一つに、編集したい塩基が editing window 内の最適な位置に存在
せず、効率的な編集を行えないことがある。sgRNA の長さを変えることは非常に簡便な作業であ
ることから、sgRNA の長さを変更することでより効率的な編集が可能となることが期待できる。 
また、最近では様々な base editing 技術が開発されており、それぞれに違う editing window を
持つことが示されてきている。そこで、それらの技術と sgRNA の長さを組み合わせて利用するこ
とで、より大きな効果が得られると推測される。 
 
(3)Linker の検討 



オリジナルの Target-AID(nCas9-CDA1-UGI)を基盤に nCas9 と CDA1 を繋ぐ linker の検討を行っ
た。結果として、オリジナルの SH3 linker よりも効率的な linker は見つけることができなかっ
た。特に flexible linker である GS linker の 90bp のバージョンにおいて著しい編集効率の
低下が認められ、180bp 長の linker では 90bp 長と比較して塩基編集効率の改善が認められた。
このことから linker の長さが重要なポイントであることが判明した。現段階では最適な長さの
linker は特定できていないため、今後の課題である。 
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