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緒　言

　ゲノム編集技術の急速な発展に伴い、その関連技術として、クロマチン標識やクロマチン免疫沈降などへの応用と共
に、転写制御やエピゲノム編集を目的とした技術開発が盛んに進められている。代表的なものとして、ジンクフィンガ
ー（ZF）や TAL エフェクター（TALE）などの DNA 結合タンパク質に、単純ヘルペスウイルス由来の転写活性化ド
メインである VP16 またはその 4 量体である VP64 を融合させた人工転写因子が挙げられる。ZF-VP64 や TALE-
VP64 を任意の遺伝子のプロモーター領域に作用させることで、当該遺伝子の発現を人工的に活性化させることが可能
である。一方で、転写を抑制する場合には、KRAB ドメインを融合させた ZF-KRAB または TALE-KRAB の使用例が
報告されている。更にこれらを第 3 世代のゲノム編集ツールである CRISPR-Cas9 システムに応用し、ヌクレアーゼ活
性を不活化させた Cas9（dead Cas9: dCas9）に融合させることによって、ZF-modulator や TALE-modulator よりも簡
便に機能的分子を作製することが可能となっている。しかしながら、ゲノム編集の目覚ましい進歩と比すれば、転写制
御やエピゲノム編集は未だ実証実験の域を出ていない状況である。
　このような状況の中、癌研究において、様々な癌関連遺伝子上に段階的に蓄積されたゲノム異常やエピゲノム異常
が、癌の発症に関わると共に多様性をもたらしていることが明らかとなってきた。最近では、癌の発症プロセスを生物
の進化と見立てて論じられることもしばしばである。このことから、癌に関与する遺伝子発現の異常をエピゲノム編集
によって正常化するには、単一遺伝子の発現制御だけでは十分でなく、複数の遺伝子の発現を同時または段階的に制御
する必要があることが示唆されている。

方法、結果および考察

　ZF や TALE では、標的配列が変わる毎に、それに対応する ZF-modulator や TALE-modulator をその都度作製する
必要があるため、複数遺伝子を同時に標的とするためには、多数のベクターを同時に導入する必要が生じる。それに対
し、CRISPR-Cas9 システムでは、様々な標的配列に結合する複数種類のガイド RNA（gRNA）を、共通の Cas9/dCas9
タンパク質と共に発現させることによって、複数の遺伝子座を同時に標的とすることが可能である。本研究では、癌抑
制を目指したエピゲノム編集の技術基盤を確立するため、複数遺伝子の転写の同時制御を効率的に実現させられると考
えられる CRISPR-Cas9 システムを採用した。筆者らは、CRISPR-Cas9 を用いたゲノム編集において、Cas9 と複数の
gRNA の発現カセットを搭載可能なベクターシステムを開発しており、ヒト培養細胞やマウス受精卵での複数遺伝子
の同時破壊や染色体の広域欠失を効率化させることに成功してきた１,２）。更に、本システムを遺伝子ノックインに応用
し、簡便かつ効率的な新規遺伝子挿入法である PITCh 法を開発している３－５）。これらのノウハウをエピゲノム編集シ
ステムの開発に活かし、最大で 7 つまでの gRNA と dCas9-VP64/KRAB を同時に発現させられる多重エピゲノム編集
用の all-in-one ベクターシステムを構築した（図 1）。
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図 1． 多重エピゲノム編集のための dCas9-VP64/KRAB ベクターシステム
各 gRNA の標的となる配列を、アニーリングした合成オリゴの挿入によってベクターに組み込んだ後、Golden
Gate 法（後述）によって複数の gRNA 発現カセットを連結する。U6 はヒト U6 プロモーターを、CBh はニワ
トリ β アクチンハイブリッドプロモーターを、Amp はアンピシリン耐性遺伝子を、Spec はスペクチノマイシ
ン耐性遺伝子を、それぞれ示す。

　本システムでは、gRNA の鋳型となる DNA 配列をアニーリングした合成オリゴで供し、これらを組み込んだ後に、
Golden Gate 法と呼ばれる手法によって統合ベクターを作製する。Golden Gate 法は、多数のインサートを任意の並び
で任意の数連結させられるクローニング法であり、TALE ヌクレアーゼ（TALEN）の DNA 結合リピートの連結に頻
用される。筆者らは TALEN の作製システムの開発･改良のため、Golden Gate 法を用いたモジュールのアセンブリー
システムを複数構築しており６－８）、その経緯から本システムの開発に至った。現時点では、単一のベクターに搭載で
きる gRNA カセットの数は最大で 7 つであるが、TALEN のモジュール連結の際には、2 段階の Golden Gate クローニ
ングを経ることで、最大で 30 程度まで連結できることが確認されており、今後本システムを拡充することにより、更
なる多重化も実現可能であると考えられる。
　次に、本システムの機能性を実証するため、特定の癌において発現が亢進することが見出されている遺伝子（本稿で
は遺伝子 X と仮称）の転写抑制を目的とした all-in-one dCas9-KRAB ベクターを構築した。この際に、遺伝子 X の転
写開始点付近の 2 種類の配列に対応する gRNA（A、B）を設計し、単一の gRNA（gRNA_A）と dCas9-KRAB を発
現するベクターと、複数の gRNA（gRNA_A と gRNA_B）と dCas9-KRAB を発現するベクターを構築した（図 2A）。
共同研究者である川崎医科大学総合外科学教室の深澤拓也氏の協力を得て、これらのベクターの転写抑制効果をレポー
ターアッセイによって検証したところ、単一の gRNA のみを発現させた場合と比較して、複数の gRNA を発現させた
際に、転写抑制効果が有意に増強されることが明らかとなった（図 2B）。
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図 2． all-in-one エピゲノム編集ベクターシステムの機能性評価
（A）遺伝子 X の転写を抑制する dCas9-KRAB ベクターの模式図。TSS は転写開始点を示す。（B）レポーター
アッセイによる各転写抑制ベクターの機能性評価。複数の gRNA を発現させた場合に、より強い転写の抑制効
果が認められた。統計処理は student's t-test により行った。（川崎医科大学・深澤拓也氏より提供）

　以上より、本研究で確立した all-in-one 多重エピゲノム編集ベクターシステムは、複数遺伝子の同時制御を可能にす
るだけでなく、単一遺伝子の転写制御能を増強させる働きも有することが示された。更に、本ベクターを用いて内在の
遺伝子 X の転写量が減少することや、その他の遺伝子においても同様の効果が見られることが深澤らによって示され
ており、これを応用して複数の遺伝子座の同時転写制御に現在取り組んでいるところである。
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