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ゲノム編集について

• ゲノム編集とはどのような技術か

• 技術的な問題点と今後の方向性
（オフターゲット効果について）

• ゲノム編集で何が出来るようになったか
（疾患モデル研究の例）
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→ 狙った箇所を特異的に切断する

人工ヌクレアーゼ

ゲノム編集とは

ゲノムDNA

①人工ヌクレアーゼ：ゲノムDNAを切断する酵素
特別な設備が無くても誰でも作成できる
非常に簡便で効率が高い

②狙った箇所を切断：ほぼあらゆる遺伝子・配列が標的

③ゲノムDNAが対象：変化が不可逆的
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ゲノムの切断について

ゲノムは生命の設計図：変異は機能の異常（疾患）の原因
遺伝性疾患、癌etc

ゲノムの切断・組み換え・修復は我々の生命活動の一部：
ヒトのゲノム： 約30億塩基対 ⇔ 1000万程度のSNPs
（生き物の集団として我々のゲノムは均一ではない）
細胞分裂に伴うDNA複製エラー、紫外線、活性酸素などによって変化は常に起こる。
減数分裂時の乗換え、免疫細胞における相同組換え etc意図的なゲノム変化も存在。

不要な変異はDNA修復機構等で抑えているが我々の体のゲノムは均一ではない。

ゲノム編集はゲノムの特定の箇所における切断を促進するもの
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DNAに対する機能調節は不可逆的

転写 翻訳

DNA
（設計図）

RNA
（情報伝達）

タンパク質
（機能）

抗体、ケミカルインヒビタ−など
（一過性/可逆）

siRNAなど
（一過性/可逆）

トランスジェニック、ウィルスなど

（不可逆） 5

Albert Molecular biology of the Cell より改変

ゲノム編集は細胞の持つ
DNA修復機構を利用する

そのままつなぐ

欠失

挿入

あるいは

Non Homologous End Joining

類似した配列を
利用してつなぐ

＿

donor template

Homologous Recombination

ゲノムDNA

変異による機能の喪失 変異による機能の（再）獲得6
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ゲノム編集は確率的現象

標的配列

得られたマウスのゲノム配列

目的とする配列が得られるかどうかは細胞の修復機構による確率事象

試行後の評価・選択が必要（重要）

変異マウス/生まれたマウス = 10/16

Hara et al. Sci Rep. 
2015 (5) 11221
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三種類のゲノム編集技術

第一世代: ZFN (Zinc finger Nuclease)

第二世代: TALE (Transcription activator like effector)

第三世代: CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced 
Short Palindromic Repeats 

or CRISPR‐associated)
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ZFN (Zinc Finger Nuclease)

TALEN (Transcription Activator‐Like Effector Nuclease)

ZF1 ZF2 ZF3

ZF3 ZF2 ZF1

Zinc Finger domain
(配列認識)

FokI
(DNA切断)

TALE domain
(配列認識) FokI

ZFN, TALEN：
二量体で30‐50塩基を認識し切断
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CRISPR/Cas9:
gRNAが約20塩基を認識、Cas9が切断

DNAとRNAの相補性による
標的認識

Nuclease活性による
二重鎖切断

Mali et al. Science 2013
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ゲノム編集法の比較

活性 特異性 簡便性

Zincfinger
Nuclease △ ◯ △

TALEN △ ◯ ◯

CRISPR/Cas9 ◯ △ ◎

活性と利便性からCRISPR/Cas9が今後のゲノム編集の中心となる

特異性の問題を解決する必要がある 11

CRISPR/Cas9の問題点：標的外の切断

標的配列：
100%相補的→切断

gRNA

5’-AUCCGUCGAAGCUGCAU-3’

3’-……TAGGCAGCTTCGACGTA……-5’
|||||||||||||||||

標的に似た配列：
100%相補的では無いが切断され得る

5’-AUCCGUCGAAGCUGCAU-3’

3’-……TAGGGAGCTTCGACGTA……-5’
|||| ||||||||||||

このような標的外の切断の影響を
オフターゲット効果と呼ぶ

NCBI websiteより
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CRISPR/Cas9の問題点：標的外の切断

これまでに癌細胞等では高い頻度で、
初期胚等でも低頻度で目的外の変異が
報告されている。

CRISPR/Cas9がゲノムを切断する活性を持つ以上
標的外切断の可能性をゼロにすることは難しいであるが、
基礎研究から医療応用に進む上で出来る限り
オフターゲットを軽減することが必要
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今後の技術的な改善の方向:
活性を失わずにオフターゲットを減らす

通常のCas9/gRNA

２重差切断

Double Nicking

１本差切断

１本差切断

例：２つの標的配列が近くにあった時のみ切断するようなCas9 14

Ran et al. Cell. 2013 Sep 12;154(6):1380–9.より改変

7



ゲノム編集の対象・手法による
影響の違い

①受精卵へのマイクロインジェクション

gRNA

Cas9 mRNA

鋳型DNA

②培養細胞への遺伝子導入
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ゲノム編集の対象・手法による
影響の違い

ゲノム編集による
初期胚のゲノム改変

細胞でのゲノム編集や
ウィルス等での体細胞のゲノム改変

全身の
ゲノムが改変

次世代
にも変異

次世代には
伝わらない

体の一部の
ゲノムが改変

変異
変異正常な

ゲノム

変異の入った
ゲノム
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小括

ゲノム編集技術により短時間・高効率に細胞やマウスゲノムの
改変が行える。

主に機能している遺伝子領域を切断し機能を喪失させる、あるいは
ゲノム切断後に配列を挿入して機能を獲得させるために用いられる。

CRISPRは簡便かつ高効率だが特異性に懸念があるため、
特異性を向上させる改善の取り組みがなされている。
今後の医療応用に当たってはオフターゲットを含め
ゲノム編集後のリスク評価も重要と考えられる。
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ゲノム編集を用いた疾患研究

次世代シークエンサーの発展
↓

疾患を持つ患者のゲノム情報の蓄積
↓

多数見つかる変異の評価系が必要

①培養細胞、実験動物で変異を再現し
変異による影響を評価する

②患者由来の細胞や疾患モデル動物を
用いて変異を修復し影響を評価する

疾患ゲノムの再現/修復と・評価
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イルミナ社HPより
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ゲノム編集を用いた研究例

I. 疾患モデルの作成

「ゲノムの切断＝機能の喪失」を利用し、
患者ゲノム情報から見いだされた

変異をマウスで再現
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消化管上皮幹細胞の器官培養に
大腸癌で頻出の４遺伝子の変異を
入れて行くことで癌細胞の性質を再現

消化管上皮細胞に大腸癌で見られる
変異を導入し表現型を再現

Drost et al. Nature. 2015 May 7;521(7550):43–7. 
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