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研究成果の概要（和文）：これまでに開発したAnti-CRISPRを用いた細胞周期依存的なCRISPRの活性化系をCas9
自体の細胞周期依存的な発現制御と組み合わせることによって、相同性組換え効率に対して相乗効果が得られる
のかを評価した。その結果、Cas9の細胞周期依存的な発現自体でも通常のCas9と比較して相同性組換え効率の向
上が見られたが、オフターゲット作用が高頻度で起きていた。一方で、Anti-CRISPRを用いた活性化系と組み合
わせることによって、相同性組換え効率がさらに向上し、オフターゲット作用も低くなることが示された。

研究成果の概要（英文）：We evaluated whether a synergistic effect on homologous recombination 
efficiency could be obtained by combining the cell cycle-dependent activation of CRISPR using 
Anti-CRISPR with the cell cycle-dependent regulation of Cas9 expression itself. The results showed 
that cell cycle-dependent expression of Cas9 itself improved homologous recombination efficiency 
compared to normal Cas9, but off-target effects occurred at a higher frequency. On the other hand, 
the combination with the activation system using Anti-CRISPR further improved the homologous 
recombination efficiency and reduced the off-target effects.

研究分野： 遺伝子工学

キーワード： ゲノム編集　CRISPR-Cas9　Anti-CRISPR　相同性組換え　細胞周期

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム編集を臨床といった正確な遺伝子の書き換えを行う上で、相同性組換えを介した修復は重要である。本研
究成果によって、細胞周期を厳密に限定したCRISPR-Cas9の活性制御によって相同性組換えの向上とオフターゲ
ット作用の低減が可能であることが示唆された。この結果を踏まえ、より詳細な遺伝子修復とCRISPRを用いた
DNA切断の関係性を解明していくことによって、より安全なゲノム編集技術の開発に貢献できると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 ゲノム編集は CRISPR-Cas9 システムの登場により、多くの生物系研究者にとって一般的なも

のとなりつつある。CRISPR-Cas9 を用いた遺伝子改変には Cas9 による DNA 切断後の細胞の持つ

遺伝子修復機構が大きな役割を担う。代表的な二種類の遺伝子修復機構として、相同性組換え

（homologous recombination; HR または homology directed repair; HDR）と非相同末端連結

（non-homologous end joining; NHEJ）がある。Cas9 による DNA 二本鎖切断後には主に NHEJ を

介した修復が行われ、ランダムな変異が導入される。一方で、標的配列周辺と相同的な DNA 配列

を持つプラスミド DNA や一本鎖オリゴ DNA（single strand oligo DNA; ssODN）をドナー遺伝子

として導入することにより、HDR を介して修復できる。特に医療分野におけるゲノム編集の応用

において、この HDR を介した標的配列の正確な修復が必要不可欠となる。しかし、Cas9 による

切断後の修復の多くは NHEJ を介して行われる（Frit, P. et al DNA Repair 2014 等）。研究代

表者らはこれまでに、AcrIIA4 という Anti-CRISPR に対し、細胞周期依存的に発現量が変化する

Cdt1 ドメインの融合を試みた

（図１）。実験の結果、期待通り

のAcrIIA4-Cdt1の発現が確認さ

れた。また、HDR を介した標的配

列の修復を試みた結果、HDR を介

した修復効率が向上し、標的外

の類似配列（オフターゲット配

列）での NHEJ を介した変異導入

率の顕著な減少も確認された。 

 

２．研究の目的 

 本研究では独自に開発した細胞周期依存的に自立的な活性化が可能な CRISPR システムを利用

して、正確なゲノム編集に重要な要素である CRISPR による切断と修復における HDR と NHEJ の

選択性に関して詳細な原理の探究を目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) AcrIIA5 への拡張 

 これまでに構築した AcrIIA4 は化膿レンサ球菌由来の Cas9 に阻害指向性が高いことが知られ

ている。そこで、より広い Cas9 に対して阻害活性を示す AcrIIA5 と呼ばれる anti-CRISPR を用

いた細胞周期依存的な Cas9 の活性化を検証した。具体的には、AcrIIA5-Cdt1 と Cas9 を共発現

するベクターの構築を行い、293A 細胞を用いてゲノム編集効率を確認した。 

(2) 細胞周期依存的なCas9の発現によるHDRへの影響評価と細胞周期依存的なAnti-CRISPR発

現との組み合わせ 

 Cas9 の活性を細胞周期依存的に活性化する方法として、Cas9 自体の発現を細胞周期依存的に

行うことも考えられる。そこで、細胞周期 G1 期での分解を促進するために、Geminin 由来の分

解に関わるドメインを Cas9 に付与した Cas9-Geminin を構築し、HRと NHEJ による修復の違いを

評価した。また、AcrIIA4-Cdt1 や AcrIIA5-Cdt1 と組み合わせることによる変化も評価した。 

(3) Cas9 変異体への拡張 
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図 1 Anti-CRISPR を用いた細胞周期依存的な
自律活性型の CRISPR システムの概略図 



 これまでの Cas9 を用いた遺伝子改変において、標的外配列への変異が導入される、オフター

ゲット作用が課題であった。近年、このオフターゲット作用を低減した変異体が報告されており、

その変異体に対する AcrIIA4-Cdt1 及び AcrIIA5-Cdt1 を用いた細胞周期依存的な Cas9 変異体の

活性化により、HRと NHEJ 効率への影響を評価した。 

 
４．研究成果 

(1) AcrIIA5 への拡張 

 AAVS1 遺伝子（図 2(A)）及び EMX1 遺伝子（図 3(A)）を標的とした sgRNA と鋳型 DNA を用いて、

AcrIIA5-Cdt1 による細胞周期依存的な活性化による HR 及び NHEJ 効率の評価を行った結果、

AAVS1 遺伝子を標的とした場合に HDR 効率の向上が確認された（図 2(B)）。その一方で、標的配

列での NHEJ を介した変異導入率は減少した（図 2(C)）。また、オフターゲット作用の減少も確

認された（図 2(D)）。一方で、EMX1 遺伝子を標的とした場合、AcrIIA5 を用いた細胞周期依存的

な Cas9 の活性化による HDR 効率の向上は確認されなかった（図 3(B)）。また、標的配列におけ

る変異導入率はあまり減少しなかった（図 3(C)）。その一方で、オフターゲット配列での変異導

入率は減少した（図 3(D)）。これらの結果から、AcrIIA5-Cdt1 による細胞周期依存的な Cas9 の

活性化では、AcrIIA4-Cdt1 と比較すると標的配列に依存することが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 細胞周期依存的なCas9の発現によるHDRへの影響評価と細胞周期依存的なAnti-CRISPR発

現との組み合わせ 

図 2 AAVS1 遺伝子を標的とした場合の AcrIIA4-Cdt1 および AcrIIA5-Cdt1 による 
  細胞周期依存的な活性化 

図 3 EMX1 遺伝子を標的とした場合の AcrIIA4-Cdt1 および AcrIIA5-Cdt1 による 
  細胞周期依存的な活性化 



  細胞周期依存的に Cas9 の活性を制御する方法として、Geminin の分解に関わるドメインを

Cas9 に融合（Cas9-Gem）することによって、Cas9 自体の発現量を細胞周期に応じて変化させる

方法も報告されている（Gutschner, T. et al Cell Rep. 2016 等）。Cas9 自体の細胞周期依存

的な活性化と Anti-CRISPR を用いた制御による HDR への影響に対する比較とそれらを組み合わ

せた時の影響を評価した。AAVS1 遺伝子(図 4A)における評価の結果、Cas9-Gem を用いた場合に

HDR 効率が 6.3%と Cas9 のみ（4.2%）と比べて HDR 効率の向上が確認された (図 4B)。しかし、

その効率の上昇度合いは Anti-CRISPR を用いた細胞周期依存的な活性化（7.4%）と比較すると

低かった。また、AcrIIA4-Cdt1 と Cas9-Gem を併用することによって、更に HDR 効率が向上す

ることが示唆された(図 4B)。一方で、標的配列およびオフターゲット配列での変異導入率は低

下していた（図 4C, D）。他にも DYRK1A 遺伝子および EMX1 遺伝子においても評価を行った。ど

ちらの場合においても Cas9-Gem を用いることで Cas9 単体と比較して HDR 効率の向上が見られ

た。その一方で、AAVS1 遺伝子の場合と比較すると Cas9-Gem の Anti-CRISPR を用いた細胞周期

依存的な活性化による HDR 効率の向上は確認されず、同程度の HDR 効率であった。一方で、オ

フターゲット配列における変異導入効率は Anti-CRISPR を用いた細胞周期依存的な活性化によ

って減少した。これらの結果より、Cas9 単体と比較すると Cas9-Gem と Anti-CRISPR を用いた

細胞周期依存的な活性化を行うことで、HDR の向上とオフターゲット作用の低減が可能である

ことが示された。単純な Cas9 の分解による細胞周期依存的な活性制御と比較すると、Anti-

CRIPSR を併用することによって HDR 効率を大きく落とすことなく、オフターゲット作用を大幅

に低減できたことから、細胞内での Cas9 の活性は積極的な阻害を行っても十分に維持されてい

ることが示唆された。このことから、細胞内における Cas9 の過剰な発現や活性を抑えていくこ

とが、今後ゲノム編集の正確性を向上していく上で重要になってくると考えられる。これらの

結果は、FEBS Journal にて報告した。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) Cas9 変異体への拡張 

 最後に、オフターゲット作用が起こりにくいことが知られる Cas9 変異体の細胞周期依存的な

活性化による HDR 効率への影響を評価した。AcrIIA4 と AcrIIA5 による活性制御を行うため、ま

ずは各種変異体に対する阻害効果を確認した。その結果、AcrIIA4 および AcrIIA5 のどちらも

Cas9 変異体を効率的に阻害できることがわかった。また、各 Cas9 変異体を用いた HDR 効率の比

較を行った際に、EMX1 遺伝子を標的とした場合に eCas9 と HF1Cas9 において野生型の Cas9 と比

較して高い HDR 効率が得られた。一方で、オフターゲット配列における変異導入率は野生型 Cas9

図 4 AAVS1 遺伝子を標的とした場合の AcrIIA4-Cdt1 および AcrIIA5-Cdt1 による 
  細胞周期依存的な活性化と Cas9-Geminin の併用 



と比較して低かった。そのため、この eCas9 と HF1Cas9 において AcrIIA4-Cdt1 と AcrIIA5-Cdt1

を利用した細胞周期依存的な活性化を試みた。その結果、AAVS1 および EMX1 を標的とした際に、

eCas9 では細胞周期依存的な活性化を行うことで、HDR 効率が減少することがわかった。一方で、

HF1Cas9 では特に AcrIIA4-Cdt1 を用いた細胞周期依存的な活性化によって HDR 効率が上昇する

ことが示された。eCas9 の結果に関しては予想外のものであったが、HF1Cas9 では HDR 効率の向

上が見られたことから、両者の変異箇所の違いがこの結果に影響している可能性がある。こちら

の結果に関しては、現在論文を投稿中である。今回の結果から、Cas9 変異体ごとに編集特性が

異なること、細胞周期依存的な活性化による影響が異なることが示唆された。これらの結果をも

とに、今後はより詳細な評価をすることによって HDR を効率良く引き起こすための要素を抽出

していきたいと考えている。これにより、正確なゲノム編集が可能な CRISPR-Cas9 システムの利

用法の開発につながると期待される。 
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