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1．ゲノム編集とは？

　ゲノム上の遺伝子異常が，様々な先天性の出血性
疾患，血栓性疾患の原因となりうる（本特集の他項
参照）．出血性疾患としては，血液凝固第 VIII因子，
第 IX因子の遺伝子異常による血友病が有名である．
血友病は単一の遺伝子異常であり，凝固因子の治療
域が広いことからも遺伝子治療のよい標的疾患と考
えられてきた．事実，血友病 Bを対象としたアデ
ノ随伴ウイルスベクターを用いた遺伝子治療が一定
の効果を挙げている1, 2）．これまでの遺伝子治療は，
ゲノム配列上の異常遺伝子はそのままで，プロモー
ター配列と正常遺伝子をベクターによって細胞に導
入する手法が一般的であった．近年，注目されてい
るゲノム編集技術とは，ゲノム上の DNA配列自身

を，特定の手法を用いて修飾・修正する技術である．

2．相同組換えの技術をもちいたノックアウトマ
ウスの作製

　ゲノム編集という言葉は新しい概念に感じるが，
染色体上の DNA配列を特定の遺伝子配列に置き代
える手法は以前より行われている．これは相同組換
えを利用したノック・アウトマウスの作製である（図
1）．以下に，一般的なノックアウトマウスの作成法
を概説する．目的の遺伝子を修飾したい配列の両側
に数 kbpの相同性をもつ配列（アーム）をもつターゲ
ティングベクターを作製し，これを ES細胞にエレ
クトロポレーション法をもちいて導入する．アーム
の外側には，DTAもしくはチミジンキナーゼ配列
が存在し，非相同組換えによってベクターが染色体
上に挿入された ES細胞は理論上，増殖できない．
また，ターゲティングベクターには挿入したい遺伝
子と同時にネオマイシン耐性遺伝子を含み，本ター
ゲティングベクター由来の遺伝子が挿入された細胞
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を，薬剤をもちいて選択していく．このような選択
を行った上でコロニーを選択し，PCR解析，サザン
解析をもちいて，標的遺伝子の相同組換えが両アー
ムで生じたかを確認した上で，胚盤胞に導入しキメ
ラマウスを作製する．キメラマウス取得後に F1ヘテ
ロマウスを得る．ターゲティングベクターの構築か
ら，F1マウスを得るまでに少なくとも 1年を要す
る．さらに薬剤耐性遺伝子を除去するには，CAG-
Cre，CAG-Flpeトランスジェニックマウスとの交配
が必要となる．本手法は基礎研究の面では確立した
手法だが，相同組換えの効率を考えると，実際に遺
伝子治療への応用は現実的ではない．われわれは，
ある遺伝子座のノックアウトマウスを作製する際に
ネオマイシン耐性のESコロニーを768個ピックアッ
プし，最終的にサザン解析で相同組換えが確認でき
たのは 10コロニーであった．本手法をブタ線維芽

細胞に応用し，ES細胞と同様に相同組換えが生じ
た線維芽細胞を得て，クローン術により血友病ブタ
を産出した3）．線維芽細胞は ES細胞よりも相同組
換えの効率が悪く，相同組換えが正確に生じたク
ローンは薬剤のセレクション後にもかかわらず，2,000
コロニー中，1コロニーのみであった．このように，
この手法を用いて遺伝子改変動物を作製する過程は
多くの費用と時間を要するため，その作製を躊躇し
てしまうことも多い．また，このような低頻度の相
同組換えでは，疾患の治癒を目指したゲノム上の遺
伝子改変などは期待できない．

3．二本鎖 DNA切断修復機構

　遺伝子の相同組換えを利用した遺伝子修飾の効率
が極めて悪いことが，ゲノム編集を身近なテクニッ

図 1　ノックアウトマウス作製の例
通常のノックアウトマウスは ES細胞を用いて相同組換えを利用して作製する．（A）末端に DTA（ジフテリア毒素 A），挿入
部位に PGK-Neo（PGKプロモーターとネオマイシン耐性遺伝子）を持つターゲティングベクターをエレクトロポレーション
法で ES細胞に導入する．培地に G418をいれ，ターゲティングベクターの配列を持つ ES細胞を選択する．また，非相同組
換えが生じた ES細胞は DTAにより死滅する．（B）サザン解析の例：ターゲティングベクターには制限酵素部位を新たに導
入し，相同組換えが生じたかどうかを後に調べられるようにしておく．（C）ノックアウトマウス作製までの工程・時間：ヘ
テロマウス作製までに早くても約 1年を要する．
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クとして用いるのに大きな障壁であった．この相同
組換えは，標的ゲノム部位の二重鎖切断（DSB; dou-
ble-strand break）が生じると格段に効率が改善するこ
とが報告された4）．最近のゲノム編集技術と呼ばれ
る技術は，特定の二本鎖 DNAの領域に DSBを引き
起こし，これにより，DNAの修復過程である非相同
組換えによる標的遺伝子の欠損，または，相同組換
えによるノックインによりゲノム編集を行う技術を
指す．
　DSBの修復機構は，非相同組換え（non-homologous 
end-joinng; NHEJ）と相同組換え（HDR; homologous 
recombination）に分類される5）．NHEJとは細胞周期
に依存しない修復であり切断された DNAの末端を
単純につなげる機構である．この連結時にはエラー
が入りやすく，連結時に数 bpから数 10 bpの塩基
欠失を生じる．これらがフレームシフトを引き起こ
すことにより遺伝子産物が異常となる（図 2）．一方，
HDRは細胞周期依存性の反応で，正常遺伝子を鋳
型として修復するため正確な遺伝子修復が可能とな
る．この際に，異常遺伝子部位を切断し，正常配列
を持つドナーDNA配列が存在すれば，この正常
DNAを鋳型として相同組換えによる遺伝子修復が
生じる（図 2）．更には，ノックアウトマウスの作製
のように特定の配列を挿入可能である．上述の通

り，DSBを介した相同組換えの効率は，従来のノッ
クアウトマウス作成技術と比較して格段に高く，ホ
モロジーアームの長さも短くて済むために，従来よ
りもドナーベクターの作製に対する労力も少ないと
いう利点もある．

4．ゲノム編集技術の概要

　ゲノム編集は特定の DNAゲノム配列に DSBを引
き起こす技術に基づいている．現在，ゲノム編集に
用いられる DSBを引き起こすツールは，第一世代の
ジンクフィンガーヌクレアーゼ（zinc-finger nuclease; 
ZFN），第 2世代の TALエフェクターヌクレアーゼ
（transcription activator-like effector nuclease; TALEN），
第 3世代のCRISPR/Cas9（clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats/CRISPR-associated protein 9）
である．とくに CRISPR/Cas9の発見から急速にゲ
ノム編集への応用が加速している．以下にそれぞれ
の技術の特徴について簡単に概説する．
1） zinc-finger nuclease（ZFN）：N末端に特定の配列
を認識するジンクフィンガーDNA結合ドメイン
と C末端に配列非特異的に DNAを切断する制
限酵素（FokI）を融合させる合成蛋白質（ヌクレ
アーゼ）である（図3A）6）．FokIは2量体を形成し，

図 2　二本鎖 DNA切断部位の修復機構
二本鎖 DNA切断部位の修復機構は非相同組換え（NHEJ）と相同組換え（HDR）に分けら
れる．NHEJの際には塩基の欠失を伴うことが多く，DNA配列のフレームシフトを引
き起こす．一方，挿入（修復）した遺伝子配列と両端に相同性をもつドナー配列が存在
すると一定の割合で相同組換えが生じる．
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初めて DSBを引きおこすため，相補鎖 DNAの
反対の配列も認識するものを発現させる必要が
ある．ZFNの問題点は，ジンクフィンガーDNA
結合ドメインの DNA認識の特異性である．一つ
のジンクフィンガーは 3塩基 DNAを認識する
が，モジュールの連結により認識の特異性が変
化してしまう可能性がある．現在は，TALEN，
CRISPR/Cas9が発展し，ZFNを用いることは少
なくなっている．

2） TALEN：ZFNと同様にFokIとDNA結合ドメイン
からなる構造をとる（図 3B）．ZFNと同様に FokI
の 2量体形成によって DSBを引き起こす．DNA
結合ドメインは Xanthomonous属のプロバクテリ
アが分泌する転写を変化させる蛋白質 transcrip-
tion activator-like effector（TALE）由来である7）．N
末端に輸送シグナル，約 34アミノ酸からなる
TALEリピート，各局在シグナルや転写活性化

ドメインをもつ C末端よりなる．TALEリピー
トの驚くべき点はたった 2個の人工アミノ酸配
列が特定の塩基を認識することである（NN，NI，
HD，NGが G，A，C，Tに対応，等）．一つの
DNA結合アミノ酸配列が一つの塩基 DNAを認
識しているために，ZFNのように互いの塩基配
列の認識が変化することがなく，特異性が高い
と考えられている．

3） CRISPR/Cas9：ゲノム編集技術の概念はこの
CRISPR/Cas9の出現により大きく変化した8）．元
来，CRISPR/Cas9は細菌の持つ外来 DNAの排除
機構である．細菌は外部からの DNAを断片化し
内在ゲノム領域に取り込んだ後に短い RNA配列
（crRNA）を合成する．次に同様の DNA配列が入
り込んだ際に，crRANが tracrRNAとともに，こ
れを認識し，Casヌクレアーゼにより外来 DNA
を切断する9, 10）．本機構を哺乳類細胞に応用する

図 3　ゲノム編集技術の概要
（A）ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ZFN）：N末端に特定の DNA配列を認識する DNA結合ドメイン，C末端のヌクレアー
ゼドメイン（FokI）よりなる．FokIは 2量体の形成で DNAを切断する．一つの ZFNモチーフが 3塩基を認識する．（B）TAL
エフェクターヌクレアーゼ：N末端の輸送シグナル，TALEリピート（DNA認識部位），C末端，FokIヌクレアーゼを持つ．
人工の 2アミノ酸で特定の塩基と結合する．（C）CRISPR/Cas9：PAM配列の上流に結合した gRNAを Cas9が認識して DNA
を切断する．（D）ニッカーゼ Cas9：Cas9に特定の変異を入れ，一本の DNAのみを切断する酵素．二本鎖を切断するために
相補鎖となる DNAにも gRNAを設計することでオフターゲット効果を減じる．
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には gRNAと呼ばれる crRNAと tracrRNAを結
合させた RNA，Cas9蛋白質を発現することで特
定の DNA配列の切断が可能となる（図 3C）11, 12）．
Cas9蛋白質は，どんな DNA配列を切断するにし
ても共通であり，約 20塩基の gRNA配列を変え
るのみで，ほぼ全ての遺伝子座に応用可能であ
る．gRNAが認識する 20塩基配列の 3’側には
Protospace adjacent motif（PAM）配列が必要である
が，通常用いられる連鎖球菌の Cas9（SpCas9）の
PAM配列は NGG（Nは任意）と，ほとんど制約
はない．このように簡便にゲノム配列に DSBを
引き起こすことが可能であることから，本技術は
急速に広まっている．事実，PubMedで CRISPR，
Cas9で検索すると，2012年にはわずか 3論文だ
が，2013 年に 109 論文，2014 年に 370 論文，
2015年には 8月までにすでに 454論文が報告さ
れている．CRISPR/Cas9は簡易な方法である一
方，ペアで使用する TALENと比較してオフター
ゲット切断のリスクが高いと考えられている．

5．CRISPR/Cas9の技術応用

　CRISPR/Cas9についての技術は急速に発展してお
り，その全てをフォローすることが困難であるが，
筆者が興味をもった報告について，CRISPR/Cas9の
特性を含め概説する．2012年に CRISPR/Cas9の働き
が明らかとなり9, 10），2013年に哺乳類細胞への応用
が報告された11, 12）．この報告のわずか 1カ月後の 3
月にはゼブラフィッシュでの CRISPR/Cas9による
ゲノム編集技術13），5月にはマウスの作製が報告さ
れている14）．本マウス作製技術では Cas9 mRNAと
gRNAの受精卵への注入により 50～90％の確立で
変異が挿入できる14）．この過程はマウスが生まれる
まで，わずか1カ月弱程度の時間しか要さないため，
既存のノックアウトマウスを作成手法よりも極めて
効率的である．ただし，ドナーDNAを一本鎖オリ
ゴで同時に挿入し HDRによる遺伝子修復を試みた
場合には 14匹中 1匹のみであり，HDRによる遺伝
子修復の技術には改善の余地がある．また，CRIS-
PR/Cas9による遺伝子改変動物の作製は，ES細胞
が応用できない動物種（ラット，ウサギ，サル）にも
応用できる15–17）．現在の CRISPR/Cas9に対する報告

は，このような欠点を補い，如何にヒト治療や病態
解析へ向かうかというところに集約されていると思
われる．
　CRIPR/Cas9の欠点として挙げられるのはオフター
ゲットの問題である18）．本報告では 6つの gRNA配
列中 4つにオフターゲットが認められ，gRNAの 5’
側にミスマッチが多く（最高で 23塩基中 5塩基の違
いの部位でも生じている），gRNA鎖の 5’部位の特
異性が低いことを示している18）．このオフターゲッ
トの問題にいち早く対応したのが double nickingに
よる手法である19）．Cas9蛋白質の触媒ドメインの
変異（D10Aや H480A）によって Cas9蛋白質を一本
鎖 DNAのみを切断するニッカーゼに変換する（図
3D）19）．近接する同一遺伝子の別部位に対する相補
鎖 DNAにも gRNA配列を同時に発現させることに
より，挟まれた部位の DSBを促す．細胞レベルでは
オフターゲットの可能性を 50～1,500倍減じるとさ
れている19）．さらに，オフターゲットは gRNA配列
を 20未満にすることで，目的遺伝子の DSBを阻害
することなく，5,000倍改善しうる20）．ニッカーゼ
Cas9を使用し，gRNA配列を工夫することにより
ディープシークエンスによっても変異が同定できな
いレベルまでオフターゲットを減じられることが報
告されている21）．
　次にゲノム修復技術の問題点として，標的遺伝子
の挿入を引き起こす HDRの割合が低いことが挙げ
られる．HDRと比較して NHEJの確率がはるかに大
きい．HDRを促進する一つのストラテジーとしては，
NHEJに関連する蛋白質のノックダウンや強発現に
より HDRの割合を亢進させる手法が用いられてい
る22–24）．NHEJに関連する KU70，KU80，DNA ligase 
IVを RNA干渉の系で抑制すると HDR効率が 4～5
倍改善する22）．アデノウイルス由来の 4E1B55K，
E4orf6の共発現によって NHEJが 5.5％から 0.7％に
減じることが報告されている22）．また，DNA ligase4
の阻害剤である Scr7を用いると HDR効率が細胞レ
ベルで 19倍亢進し，マウス受精卵でも挿入効率が
数倍上昇する24）．
　一般に用いられている Cas9蛋白質は溶血性連鎖
球菌（Streptococcus pyogenes）由来であり，遺伝子長
は 4.5 kbpほどになる．遺伝子治療に用いられるウ
イルスベクターは挿入できる遺伝子長に制限があっ
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たり，遺伝子長が長くなるとベクター産生効率が低
下する場合がある．そのため，様々な細菌から Cas9
オルソログを検索し，より使用しやすい Cas9を同
定する試みがなされた25）．黄色ブドウ球菌から得ら
れた SaCas9は SpCas9よりも 1 kbp短く，アデノ随
伴ウイルスベクター（AAV）にも挿入可能である．
AAVを用いて Pcsk9遺伝子（コレステロール調節遺
伝子）の 40％以上の遺伝子改変が可能であったと報
告されている25）．SaCas9の必要とするgRNA配列長，
ならびに PAM配列が SpCas9と異なることは注意
が必要だが，今後，実際の遺伝子治療に結びつける
にはよいツールと考えられる．また，PAM配列の
制約により標的の DNA部位に DSBが入れられな
いことも予測されるが，認識する PAM配列が異な
る誘導体も作製されている26）．

6．血友病遺伝子治療への応用

　血友病遺伝子治療の分野においてもゲノム編集技
術を用いた治療法がマウスレベルで報告されている．
最初の報告は ZFNを用いた方法である．AAVと
ZFNの組み合わせにより，血友病 Bの遺伝子異常
を是正し，出血傾向を改善した27, 28）．ヌクレアーゼ
の発現がオフターゲットによる DSBを引き起こす
ことを嫌い，Barzelらはアルブミンの遺伝子座に
AAV8を用いて相同組換えを利用して挿入し，血中
FIXが 7～20％に上昇することを報告している29）．細
胞レベルでは，血友病 A患者の F8の逆位が TALEN
で可能なこと30），また血友病患者 iPSの F8大欠失を
CRIPSR/Cas9で修復したことが報告されている31）．
本報告では修復した iPS細胞を内皮細胞に分化後，
血友病 Aマウスに皮下投与すると出血傾向が改善
するという31）．

7．おわりに

　CRISPR/Cas9の開発が急速に進み細胞レベルでの
異常遺伝子座の修復が可能となってきている．また，
CRISPR/Cas9システムはオフターゲットさえ除外で
きれば，簡便に遺伝子改変動物を作製することが可
能であり，標的遺伝子の変異動物を使用した実験が
より身近なものになると思われる．今後，本技術を

ヒト遺伝子治療に結びつけるには，in vivoでの遺
伝子修復技術の開発，オフターゲットの予測，Cas9
の効率的，かつ一過性の発現システムの構築が鍵と
なるだろう．今後の技術開発に期待したい．
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