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研究成果の概要（和文）：本研究は、静止期細胞で効率の悪い相同組換えに依存しないゲノム修復法であるHITI
法とPITCh法についてアデノウイルスベクター(AdV)を用いて試みることが目的である。まず安全性を高めるため
に「細胞特異的高度短期間Cas9発現システム」を構築した。また、Sly病モデルマウスGUSB遺伝子のゲノム編集
が可能であることを示した。ついで、AAVS1領域などに安全にGUSB遺伝子発現単位を挿入する系についても検討
し、HR法はPITCh法よりも2倍、HITI法よりも17倍効率的に挿入可能であることを示した。本研究成果は遺伝病へ
のゲノム編集治療法の改良に有用であると考える。

研究成果の概要（英文）：Genome editing is expected to be the ultimate gene therapy but remaining 
problems that sufficient therapeutic effects cannot be obtained due to low genome editing 
efficiency. Therefore, the HITI method and the PITCh method have been reported.
At first, I succeeded in constructing a "cell-specific high-efficient and short-term Cas9 expression
 system". It was also confirmed that editing by the HR method can be performed efficiently in the 
model mouse GUSB gene. Considering future gene therapy, I also developed a system that safely 
inserts the gene expression unit into the AAVS1 region. In the study using HuH-7 cells, it was shown
 that the HR method was able to insert the target expression unit 2 times more efficiently than the 
PITCh method and 17 times more efficiently than the HITI method. In the future, I plan to compare 
the insertion-efficiency with these methods using induces liver cells from iPS cells. I believe that
 this research will be useful for genome editing therapy.

研究分野： 分子ウイルス学

キーワード： ゲノム編集　アデノウイルスベクター　Sly病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、従来のゲノム編集治療法で問題であった修復効率を上昇するためのHITI法やPITCh法によるゲノム
修復が増殖期の細胞ではHR法よりは劣っていたものの可能であることを明らかにした。今後はiPS細胞から誘導
する肝臓細胞を用いて体細胞の殆どをしめる静止期細胞での修復効率について検討を進めていく。また、レンチ
ウイルスベクターには劣るものの、AdVを用いてAAVS1などのセーフ・ハーバー領域にCAGプロモーターなど強力
なプロモーターを用いて治療用遺伝子を高効率に導入可能であったことから、今後のex vivo遺伝子治療の安全
性の向上に寄与できる結果が得られたと考える。

※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 

遺伝子治療は、既に欧米を中心として臨床治験が始められており、有用性が示唆されている。

また、ゲノム編集技術の 1 つである ZFN を用いたムコ多糖症(MPS)II 型(ハンター症候群)に対して

ベクターを直接投与する in vivo ゲノム編集治療が試みられ、low dose では有効性の判断が難しか

ったものの有害事象の報告もなく、high dose の結果が待たれていた。一方で、これまでの知見から

以下のような改良の必要性が指摘されていた。(i) ゲノム編集効率、特にゲノム修復効率は低いた

め、正しい配列に置換したゲノムから発現する目的タンパク質の発現量が治療に不十分であること 

(ii) ゲノム修復は細胞分裂に伴って行われる事象であるため、静止期にある体細胞での効率が低

いこと (iii) 例えば iPS 細胞のような未分化な細胞では、逆に速やかなゲノム修復が起こるためゲノ

ム編集効率が低いとことであった。 

研究代表者は、アデノウイルスベクター(AdV)による CRISPR-Cas9 を用いたゲノム編集技術の

改良を進めてきた。ゲノム編集ではoff targetが問題であり、Cas9の持続的な高度発現は off target

誘導のトリガーとなる。そこで、鐘ヶ江らは部位特異的組換え酵素 Cre により AdV ゲノムから切り出

された環状 DNA 分子上で初めて Cas9 が発現する様に設計した「短期間・高発現 Cas9 発現シス

テム」の構築に成功していた。AdV は一過性発現ベクターであるが、数ヶ月安定に保持されるベク

ターゲノムから Cas9 は発現し続けることが知られていた。一方、Cre により切り出された環状分子の

安定性は数日間しかないことを示した。しかし、先の「問い」である修復効率の上昇には更なる手法

との組み合わせが必要であった。 

 

２．研究の目的 

ゲノム編集による遺伝子治療は、究極の遺伝子治療法として期待されているが、危惧されている

off target だけでなく、低いゲノム編集効率により充分な治療効果が得られない問題も指摘されて

いる。そこで、体細胞のほとんどを占める静止

期細胞では効率の悪い相同組換えに依存し

な い ゲ ノ ム 編 集 機 序 に 立 脚 し た HITI 

(homology-independent targeted integration)

法 、 PITCh （ Precise Integration into Target 

Chromosome）法を遺伝子導入効率の高いア

デノウイルスベクター(AdV)を用いて試みること

が本研究の目的である。 

対象疾患としては。β-glucuronidase 異常に

よりムコ多糖が蓄積し重篤な症状を示すことが知られているムコ多糖症 VII 型（Sly 病）を選んだ。

Sly 病は、ケラタン硫酸を除くグルコサミノグリカン(GAG)を分解する酵素の 1 つであるβ-

glucuronidase に異常があり GAG が蓄積し、低身長、関節拘縮、心臓弁膜症、胎児水腫、中枢神



経症状など多様な症状を示す。発症頻度は 250,000 人に 1 人と極めて希少疾患であるが、胎児期

死亡の多い可能性もあり、みかけの患者数が少ない可能性がある。酵素補充療法は行われておら

ず、遺伝子治療による治療が待たれている疾患の 1 つである。本研究成果は Sly 病だけでなく、他

の遺伝病へのゲノム編集治療法にも有用であると考える。 

 

３．研究の方法 

(1) 副反応を最小化するゲノム編集治療法の開発 

AdV の導入効率が極めて高い肝臓細胞へのゲノム編集治療を考慮して、肝細胞がん由来の

HuH-7 細胞を用いて、従来の Cas9 発現 AdV と「短期間・高発現 Cas9 発現 AdV システム」のゲノ

ム編集効率を比較検討した。具体的には、B 型肝炎ウイルス（HBV）ゲノムを例として、HBV ゲノム

切断効率を同じ gRNA を搭載した AdV と両システムの Cas9 発現 AdV を同時感染することで比較

した。また、「短期間・高発現 Cas9 発現 AdV システム」を更に発展し、Cas9 を肝臓細胞特異的プ

ロモーターから発現する「細胞特異的短期間・高発現 Cas9 発現システム」も構築した。また、AdV

で危惧されている炎症反応を最小限にすることが知られている EF1αプロモーターから Cas9 を発

現する「低炎症型 Cas9 高度発現 AdV」を構築した。 

(2) GUSB 遺伝子コード領域におけるゲノム編集治療法の検討 

Sly 病モデルマウス初代細胞を用いて点変異 GUSB 遺伝子の修復効率について、Cas9 発現

AdV を用いた HR 法により試みた 

(3) セーフ・ハーバー部位であるヒト AAVS1 へのノックイン効率の比較 

  HuH-7 細胞を用いて、Cas9 発現 AdV を用いた HR 法と HITI 法及び PITCh 法のゲノム挿入効

率比較を行った。具体的には、ドナープラスミドとしてもちいるため、CAG プロモーターから GFP と

Puromycin 耐性遺伝子を 2A 配列で結合し同時に発現する様に (GFP-Puro)マーカー遺伝子発現

単位を設計した。次に、AAVS1 上の同じ標的配列を認識するように HR 法、HITI 法、PITCh 法の

標的配列および相同領域を GFP-Puro の両端に結合し各々の方法に対応するドナープラスミドと

した。各々のドナープラスミドを HuH-7 細胞にトランスフェクションにて導入後、翌日に Cas9 発現

AdV と AAVS1 の標的配列を認識する gRNA 搭載 AdV を感染し、GFP をマーカに GFP 発現細胞

の評価を行った。また、Puromycin を添加し、シングルアイソレーションを行い、GFP 発現細胞の発

現持続を確認した。 

 

４．研究成果 

(1) 副反応を最小化するゲノム編集治療法の開発 

AdV による炎症を最小限に留める「低炎症型 AdV」の Cas9 の作製と肝臓細胞特異的に高度に

Cas9 を発現する「肝臓細胞特異的高度短期間 Cas9 発現システム」構築を行った。 

AdV は in vivo へ投与した時に強い免疫原性を示すことが問題であったが、申請者らはその原

因が挿入した外来プロモーターに近接するウイルスタンパク質 pIX のリーク発現であり、この pIX の

リーク発現は EF1α プロモーターにより抑制されることを報告してきた。そこで、本研究では EF1α



プロモーターから Cas9 を発現する「低炎症型 Cas9 高度発現 AdV」を作製した。Cas9 発現 AdV の

作製は困難であることが報告されており、特に強力な EF1αプロモーターから Cas9 を発現するた

め、当初作製が困難であったが、導入 DNA 量などの検討を加えた結果、力価かは従来よりも低い

ものの作製に成功した。 

しかし、実際に治療に用いることを考えると、off target

を最小化することが重要であり、高度に Cas9 を発現す

るものの、Cas9 の発現持続時間は可能な限り短時間と

することが望ましい。そこで、申請者の独創的なシステム

である「切り出し発現 AdV システム」と細胞特異的プロモ

ーターを組み合わせて「細胞特異的高度短期間 Cas9

発現システム」を構築した。例として、ゲノム編集治療の

主要な標的臓器の一つである肝臓に注目し、肝臓細胞特異的プロモーターであるアルブミンプロ

モーターから Cre を発現する AdV と Cre 依存的に肝臓細胞でのみ生成する環状分子から Cas9

または Nickase Cas9 を発現する AdV を感染する系の検討を行った。その結果、肝臓細胞特異的

かつ高度に Cas9 が発現し、効率的なゲノム編集が可能であったことを確認した。 

 

(2) GUSB 遺伝子コード領域におけるゲノム編集治療法の検討 

Nickase Cas9 を用いて、変異塩基の存在する exon 上流の intron と変異塩基下流に guide RNA

を 4 つ設計し、AdV によるゲノム編集を行った。その結果、約 10%の効率で正常な配列を持つ exon

が確認された。 

 

(3) セーフ・ハーバー部位であるヒト AAVS1 へのノックイン効率の比較 

HuH-7 細胞を用いて肝臓細胞の AAVS1 サイトへのゲノム編集効率について検討した。マーカ

ー遺伝子として挿入した GFP 発現細胞数から、HR 法は PITCh 法よりも 2 倍、HITI 法よりも 17 倍

効率的に目的発現単位を挿入可能であることが示された。しかし HuH-7 細胞はがん細胞であるた

め HR が活発に行われている細胞であることを考えると、今後静止期細胞で検討を行うことが必須

であると考えた。そこで、iPS 細胞から肝臓細胞分化誘導する方法について検討し、発現プロファイ

ルから成熟肝臓細胞が誘導されていたことを確認した。そこで今後は本細胞を用いた検討を行う

予定である。 
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