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緒緒  言言  

 
CAR-T 治療などに代表される細胞治療法や遺伝子治療、核酸医薬品など、いわゆるバイオ医薬品の利用はこれまで

に多くのブロックバスターを担う抗体を中心とした医薬品市場を根本から変えていく可能性を示している。これらの治

療法に深く関わり、利用が進んでいくと考えられる技術としてゲノム編集技術が挙げられる。ゲノムを構成する塩基配

列を容易に置換、変換する手法として CRISPR-Cas システムを利用したゲノム編集技術が急速に発展している   

［1～3］。CRISPR-CasシステムでSpCas9が最初に哺乳動物細胞で利用できることが示され、適用範囲の拡張が進め

られている。DNA 二重鎖切断だけではなく、様々な利用方法が提案されてきており、細胞における塩基配列変換手法

として中心的な役割を今後も果たしていくと期待される。一方で、解決すべき課題も挙げられており、その中でも最も

重要な課題の一つと考えられるのがオフターゲット作用の抑制である。Casヌクレアーゼによる切断後に起こる修復過

程においては非相同末端結合（Non homologous End Joining：NHEJ）と相同組換え（Homologous Recombination：
HRまたはHomology-Directed Repair：HDR）の2つのパスウェイが存在することが知られているが、HR／HDRで

は外部ドナー配列を加えることで修復後に生成する配列を制御できるため、より精密なゲノム編集が可能になる。

NHEJ では様々な配列が生成するため、目的配列をもつ細胞をゲノム編集後に選抜するために労力を要する。そのた

め、HR／HDR を優位に起こす手法が様々に考案されているが、薬剤の添加や光刺激など外部からの刺激を必要とす

る手法では in vivo での応用などにおいて制限が加わる。そこで、本研究では細胞周期を利用した手法を開発すること

によって外部刺激の必要ない高精度なゲノム編集方法の開発を目的とした。また、in vivo での応用ではCRISPR-Cas
のデリバリー手法が必要となるためアデノ随伴ウイルス（Adeno associate virus：AAV）を利用した手法への適用も検

討する。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．細細胞胞周周期期特特異異的的ななCCRRIISSPPRR--CCaass99のの活活性性化化シシスステテムム  

DNA 二本差切断後に起こる NHEJ、HR／HDR のパスウェイは細胞周期に依存していることが知られており、    
G1 期においては NHEJ、G2/S 期においては HR／HDR がそれぞれ優位に働いている（図 1a）［4］。これまでに、 
G2/S 期で発現量が増大するGeminin をCas9 に融合したCas9‐Geminin を利用することでHR／HDR 効率の向上

を試みた報告があったが、1.6 倍程度の効率向上に留まっていた［5］。Geminin はユビキチン-プロテアソーム系によ

って分解を受けるため、分子量が大きいCas9（約160 kDa）との融合体では分解速度が遅くなっているのではないか

と推測できた。そこで、汎用されているSpCas9（Streptococcus pyogenes由来）に対して阻害作用を有しているAnti-
CRISPR である AcrⅡA4 を利用することを着想した。すなわち、G1 期特異的に発現する Cdt1 ドメインと AcrⅡA4
を融合することで、G1 期ではAcrⅡA4‐Cdt1 がCas9 を阻害し、NHEJ による修復過程が抑制されることが期待さ

れた（図 1b）。G1 期以外の細胞周期においてはCas9 が活性化しているため、HR／HDR による正確な修復過程が優

先して起こる。 
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図1．ゲノム編集に関係する修復パスウェイと細胞周期に依存したタンパク質分解の利用について 
a） ヌクレアーゼによるDNA切断後にNHEJとHR／HDRの経路によって変異が導入される。 
b） Anti-CRISPR とCdt1 を利用した細胞周期を限定したSpCas9 の活性化システムを示す。G1 期で

はAcrⅡA4によってSpCas9は阻害された状態であり、S期に移行した場合にCdt1が分解を受け、

SpCas9の活性が回復する。 
 
まず、SpCas9発現ベクターとCdt1‐AcrⅡA4発現ベクターを構築して、293A細胞にトランスフェクションにて導

入することでゲノム編集効率に対する影響を検討した。その結果、AcrⅡA4単独のドメインをSpCasa9と同時にトラ

ンスフェクションした場合と比較してAcrⅡA4‐Cdt1 融合体の場合は阻害効果が若干低下していることが確認された。

また発現プラスミドの導入量比を変化させた場合に阻害効果が異なることも示された。そのため、AcrⅡA4による阻害

効果を向上させるためにはSpCas9 との発現量を同等程度に保つ必要があると考えられた。そこで、SpCas9とAcrⅡ
A4＋Cdt1の各遺伝子を同一のエピソーマルベクター上に搭載し、自己分解性ペプチド（T2A）配列を介した状態で発

現されるように設計した。これによって、①エピソーマルベクターによる細胞分裂と同期した自己複製が起こる、     
②SpCas9 と AcrⅡA4＋Cdt1 が等量発現される、という 2 つの利点がもたらされると考えられた。HDR ではドナー

配列を利用する修復が起こるため、ドナーDNAとして環状プラスミドも同時に導入する手法を取った。その結果、HDR
効率は 1.3 倍程度の向上が確認されたため、より高い効率を得るには導入方法やドナーDNA の改善が必要であると考

えられた（図 2a）。標的配列に類似する配列におけるオフターゲット作用を検出、定量した結果、SpCas9 だけを利用

したゲノム編集では約8％近くのオフターゲット作用が見られるが、Anti-CRISPR＋Cdt1 をSpCas9と同時に発現さ

せた場合ではオフターゲット作用が全く観察されず、劇的に抑制されていることが明らかになった（図2b）。オフター

ゲット作用が抑制される理由として、ドナー配列には標的配列に当たる部分の両端に 50～100 塩基程度の相同配列が

付加しているため、HDRを介した修復が優先して起こる細胞周期においてはオフターゲット配列での修復（変異導入）

が抑制されていると考えられた。 
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図2．HDR効率の向上作用とオフターゲット作用の抑制について 
a） 標的配列に使ったAAVS1の配列とオフターゲット候補配列について。 
b） Cas9／AcrⅡA4 の組み合わせによる HDR 効率への影響。Cas9 のみの場合と比較して    

Cas9／AcrⅡA4‐Cdt1 では約 1.3 倍の向上が認められた。Cas9／AcrnⅡA4 では HDR 効率は 

低下している。 
c） Cas9／AcrIIA4 の組み合わせによるオフターゲット作用への影響。Cas9 のみの場合は約 8％と 

比較的高いオフターゲット作用が見られたが、Cas9／AcrIIA4‐Cdt1ではオフターゲット作用が 

検出されなかった。 
 
22．．相相同同組組換換ええ効効率率のの向向上上ととオオフフタターーゲゲッットト作作用用抑抑制制効効果果  
細胞周期特異的に発現量が変化する Cdt1 と Cas9 阻害作用のある AcrⅡA4 を組み合わせることで Cas9 の活性を 

制御することが示されたが、さらに HDR 効率の向上が必要であると考えられた。そのために、ドナーDNA として 1
本鎖 DNA である ssODN を利用することにした。ssODN によって HDR が起こった場合には標的配列に制限酵素

HindⅢで切断される配列が導入される。そのことから、ゲノム編集後の細胞からゲノム抽出を行い、標的配列近傍を

PCRで増幅し、得られたフラグメントのHindⅢによる切断効率によって定量できる（図3a）。標的とする遺伝子につ

いても AAVS、VEGFA、EMX1 の 3 種類に拡大して HDR 効率とオフターゲット作用について検討した。いずれの 

標的配列においてもHDR効率の向上とオフターゲット作用の抑制が示された。EMX1遺伝子の場合ではHDR効率が

約 4 倍に向上し、オフターゲット作用についても、確認した 2 箇所の配列（HCN1、MFAP1）のいずれにおいても  

大幅な抑制が確認された（図 3b）。HDR 効率の向上に加えてさらにオフターゲット作用を抑制する方法として、   

ガイドRNAの標的認識配列（プロトスペーサー配列）を通常SpCas9では20塩基を利用するところ、17～18塩基に

短縮する方法を適用した。この場合、標的配列によっては SpCas9 単独で作用させた場合でも大幅にオフターゲット 

作用が抑制されていることが示された。HDR 効率の向上は確認されているため、オフターゲット作用の予測は現時点

でも非常に難しいため標的配列によらず短いプロトスペーサー配列を利用することが有効なアプローチの一つとなる

と考えられる。 
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図3．ssODNを用いたHDR効率の向上作用とオフターゲット作用の抑制について 
a） ssODNを利用したHDR反応とHindⅢ切断を利用した検出方法について。 
b） Cas9／AcrⅡA4 の組み合わせによる HDR 効率への影響。Cas9 のみの場合と比較して     

Cas9／AcrⅡA4‐Cdt1 では約 1.3 倍の向上が認められた。Cas9／AcrIIA4 では HDR 効率は低下

している。 
 
33．．AAAAVVベベククタターーをを利利用用ししたた発発現現シシスステテムムへへのの応応用用  
エピソーマルベクターと同じ複製機能を有しており、かつ細胞・組織へのデリバリー効率が優れていて、臨床での利

用も増えてきているAAVベクターが利用できると期待された。AAVベクターでは搭載できる遺伝子サイズに制限があ

ることが大きな課題として残っており、特に CRISPR-Cas システムのような分子量の大きいタンパク質ではハードル

が高い。そこでSpCas9遺伝子の前半部分と後半部分を別のウイルスベクター上にコードする手法を利用することにし

た。このベクターを利用することでAAVを標的細胞に感染後にSpCas9遺伝子が再構築されてSpCas9が発現される。

現在、上記 3 種類の標的遺伝子における AAV デリバリーを利用したゲノム編集については SpCas9 の発現とともに

TIDE 法によって検出されている。今後、T2A を利用した AcrIIA4‐Cdt1 との共発現系を構築することで AAV デリ

バリーを利用したゲノム編集法における細胞周期依存的なCas9活性化の有効性を確認する予定である。 
 

考考  察察  

 
ゲノム編集技術におけるHDR効率の向上は精度の高い編集効果を得るために特に重要な課題である。これまでにも

NHEJ を抑制する薬剤の利用や、特定の細胞周期で作用させるため細胞同期を利用する手法なども報告されてきてい

る。一方、より安全なゲノム編集を実現するためにはオフターゲット作用を可能な限り抑制することは必須である。こ

の点においても、これまでにヌクレアーゼの作用時間を短縮する手法などが報告されている。いずれの場合においても

外部からの刺激などが必須である、あるいは細胞への導入手法が限られるなどの理由から、その利用には制限が存在し

た［6～9］。今回の手法では、細胞周期を利用するという特徴から特に外的な刺激を必要とせず、in vivoでの利用も可

能であるという特徴が示された［10］。また、CRISPR-CasシステムではSpCas9の他にも様々なタイプのCasが存在

していることが分かっており、それぞれに対するAnti-CRISPR が存在している。SpCas9 だけでなくその他の単一タ

イプの Cas の分子量も比較的大きく、Type-I に分類される Cas では複数のユニットが必要とされる。従って、Anti-
CRISPR によって活性を制御する手法はいずれの種類においても有効であると考えられる。今後は細胞周期特異性と

Anti-CRISPRを利用したHDR効率の向上、オフターゲット作用抑制効果について幅広いCRISPR-Casシステムで適

用可能であることを示すことで、多数存在するゲノム編集技術の手法の中でも重要な位置づけとなる技術への成長が期

待される。 
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