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研究成果の概要（和文）：複数遺伝子の同時破壊や染色体の広域欠失といった高度なゲノム編集を実行可能なベクター
システムを開発し、培養細胞およびマウス個体での実用性を検証した。培養細胞では、最大で7遺伝子までの同時破壊
と染色体の広域欠失が可能であることが示された。また、特異性の高いCas9バリアントであるFokI-dCas9を用いたオー
ルインワンベクターによって、単一プラスミドの顕微注入で複数の遺伝子座への変異導入がマウス胚内で実現できるこ
とを示した。

研究成果の概要（英文）：We developed a vector system enabling advanced genome editing such as 
simultaneous disruption of multiple genes and large chromosomal deletion, and evaluated its applicability 
in cultured cells and mice. In cultured cells, multiple targeted mutagenesis for up to seven genes and 
chromosomal deletion were demonstrated. In addition, it was shown that simultaneous gene disruption at 
multiple gene loci was feasible in mouse embryos by single plasmid injection using an all-in-one vector 
carrying FokI-dCas9, which is known as a highly-specific variant of Cas9.

研究分野： ゲノム生物工学

キーワード： ゲノム編集　CRISPR/Cas9
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１．研究開始当初の背景 
 CRISPR/Cas9 法の登場により、ゲノム編
集技術の利便性は大きく向上したが、研究開
始当初には、同時多重遺伝子破壊や染色体の
転座、逆位、重複、広域な領域欠失など、染
色体レベルでの高度なゲノム改変を可能に
するベクターシステムは確立されていなか
った。 
 
２．研究の目的 
 CRISPR/Cas9 法を利用し、複数の遺伝子
座の切断を効率的に誘導できるベクターを
容易に作製可能なシステムを開発すること
を目的とした。CRISPR/Cas9 システムは、
Cas9タンパク質とガイドRNAと呼ばれる低
分子 RNA の 2 つのコンポーネントにより構
成されるが、1 種類の Cas9 タンパク質と共
に、複数のガイド RNA を発現させると、複
数の遺伝子座を同時に切断することが可能
となる。そのため、Cas9 の発現カセットと
複数のガイド RNA 発現カセットを単一のベ
クター上に統合できるシステムを確立すれ
ば、高度ゲノム編集を効率的に誘導できると
考えられる。 
 
３．研究の方法 
（１）マルチガイドベクターシステムの確立
と培養細胞を用いた高度ゲノム編集の実践 
 マルチガイドベクターシステムは、2 段階
のステップから成る。ステップ 1では、ガイ
ドRNAの標的配列に対応する合成オリゴヌク
レオチドを挿入し、ステップ 2ではそれらを
Golden Gate 法と呼ばれるアセンブリー法に
よって統合する（下図）。これにより、最大
で 7 つまでのガイド RNA カセットと Cas9 を
同時に発現するベクターが作製可能となっ
た。また、このベクターを培養細胞に導入し、
高度ゲノム編集が実施可能かどうかを検証
した。 

図 マルチガイドベクターシステムの概要 
 
（２）マルチガイドベクターシステムの改良
とマウス個体を用いた高度ゲノム編集の実
践 
 当初、マルチガイドベクターシステムで発
現させられる Cas9 タンパク質は、ヌクレア

ーゼ型とニッカーゼ型のみであったが、更に
特異性の高いバリアントである FokI-dCas9
型についても対応できるようシステムを拡
張し、これらを用いたゲノム編集の効率を、
マウス個体を用いて検証した。 
 
４．研究成果 
（１）マルチガイドベクターシステムの確立
と培養細胞を用いた高度ゲノム編集の実践 
 7つのガイドRNAとCas9ヌクレアーゼを同
時に発現するベクターをHEK293T細胞に導入
し、7 箇所の遺伝子座の同時改変が可能であ
ることを証明した。また、同ベクターを用い
て、ゲノム領域の広域欠失が可能であること
も示した。更に、ガイド RNA をペアーで用い
るダブルニッカーゼのシステムによって、3
箇所の同時改変および領域欠失が可能であ
ることも証明された。 
（２）マルチガイドベクターシステムの改良
とマウス個体を用いた高度ゲノム編集の実
践 
 FokI-dCas9 バージョンを加えた拡張版の
システムを用いて、マウスのインターロイキ
ン 11（IL11）遺伝子座を標的としたベクター
（ ヌ ク レ ア ー ゼ 型 、 ニ ッ カ ー ゼ 型 、
FokI-dCas9 型）を作製し、マウス受精卵へ直
接顕微注入することにより、いずれのベクタ
ーでもノックアウトマウスを作製可能であ
ることを示した。また、特に良好な結果を示
した FokI-dCas9 型については、2箇所の遺伝
子座（Reg3b、Reg3g）を同時にターゲティン
グ可能なベクターも構築し、マウスブラスト
シストでの変異解析を行った結果、ダブルノ
ックアウトを効率的に実行可能であること
が示された。 
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