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部位特異的ヌクレアーゼ

　ゲノム編集に利用する部位特異的ヌクレアーゼは，人工
ヌクレアーゼと RNA誘導型ヌクレアーゼに大別される．
人工ヌクレアーゼは，標的配列に特異的に結合するように
設計・作製された DNA結合ドメインと制限酵素 FokIの
DNA切断ドメイン（ヌクレアーゼドメイン）を連結した
人工制限酵素である．1組の人工ヌクレアーゼが隣接する
標的配列に結合すると，ヌクレアーゼドメインの部分で 2
量体を形成し，標的配列の間のスペーサー配列に DNA二
本鎖切断（DSB）を誘導する．これに対して RNA誘導型
ヌクレアーゼは，ガイドとなる短鎖 RNAが標的に結合し，
２つのヌクレアーゼドメインをもつ CRISPR-associated
（Cas）9によって DSBを誘導するシステムである．
　第一世代の Zinc finger nuclease（ZFN）は，DNA結合
ドメインとして zinc fingerを利用した人工ヌクレアーゼ
である（図 1A）．1つの zinc fingerが 3塩基を認識するの
で，3~6個の zinc fingerをもつ ZFNは 9~18bpに特異的
に結合し，左右併せて 18～ 36bpの特異性で DSBを誘導
する．ZFNは，1996年に報告されて以来 1），ゼブラフィッ
シュ 2）やラット 3），培養細胞 4）での標的遺伝子改変など

多くの先駆的な研究で実績を有している．他の部位特異的
ヌクレアーゼと比較して，ZFNは分子量が小さいことな
どの利点はあるが，標的配列と zinc fingerの結合様式が
複雑で実験室レベルでの作製が煩雑なことから 5），広く利
用されるに至っていない．
　次世代の Transcription activator-like effector nuclease
（TALEN）は，植物病原Xanthomonas 属細菌の転写因子
TAL effector（TALE）を DNA結合ドメインにもつ人工ヌ
クレアーゼである（図１B）．TALEの DNA結合ドメイン
は，34アミノ酸を１単位（モジュール）とするリピート
構造をもち，1つのモジュールが 1塩基を認識することが
知られている．モジュール中の 12番目と 13番目のアミノ
酸残基は Repeat variable di-residue（RVD）と呼ばれ，
RVDが塩基の結合特異性と安定化に働く 6,7）．自然界では
数個から 30リピートモジュールの TALEが存在するが，
ゲノム編集では 15~20モジュールをもつ TALENが，現
在広く使われている．ZFNと比較して作製が容易である
ことから，2010年以降，TALENを用いたゲノム編集が急
速に進められている．筆者らは，ミネソタ大学の Voytas
博士らの Golden Gate法 8）を改良した 6モジュール法を
開発し 9），Golden TALENによるゼブラフィッシュやカエ
ルなどの遺伝子ノックアウトを報告してきた．しかしなが
ら，Golden TALENを用いた場合，マウスやラットの遺伝
子ノックアウト効率が低いことから，複数のグループに
よって DNA結合モジュールの改良が進められてきた．筆
者らは，自然界の TALEsに存在する 4番目と 32番目の
アミノ酸残基のバリアントに着目し，この 2か所の残基を改
変した高活性型 TALEN（Platinum TALEN）を開発し 10），
その作製システム Platinum Gate TALENシステムを報告
した．Platinum TALENは，マウスやラットにおいても改
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全性を重視する研究での使用には注意が必要である．その
場合，off-target効果の低いガイド RNAの選択や Cas9の
ニッカーゼ 16,17）の利用によって，off-target効果を低下さ
せる工夫も必要となる．

ゲノム編集による標的遺伝子の改変

　細胞内で起こる DSBは，主に非相同末端連結（NHEJ）
と相同組換え（HR）の 2つの経路によって修復される．
部位特異的ヌクレアーゼによって標的配列へ誘導された
DSBについても，NHEJあるいは HRによって修復され，
これらの修復過程を利用して遺伝子改変が行われる（図 2）．
標的配列は修復後もヌクレアーゼによって繰り返し切断さ
れるため，エラーの起こりやすい NHEJでは欠失（数塩
基から数百塩基程度）や挿入（数塩基から数十塩基程度）
などの Insertion/deletion（Indel）変異が導入される．
Indel変異が遺伝子のコード領域に導入されると，フレー
ムシフトを生じ，遺伝子が破壊される（遺伝子ノックアウ
ト）．一方，相同配列を有するターゲティングベクターを
ヌクレアーゼと共導入すると，相同配列を利用した HRに
よって，レポーター遺伝子や薬剤耐性遺伝子などの外来
DNAの標的配列への挿入が可能となる（遺伝子ノックイ

変効率が高く 10,11），今後 TALENを利用する研究者に推
奨されるシステムである．
　第三世代の CRISPR/Cas9は，細菌や古細菌の獲得免疫
システムを利用した RNA誘導型のヌクレアーゼである 12）．
外来の DNA（ファージ DNAなど）が侵入すると，菌内で
断片化され，ゲノム中の CRISPR（Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeats）領域に挿入され
る．この挿入された外来 DNA断片を含む領域を鋳型とし
て CRISPR RNA（crRNA）が合成され，tracrRNAと結合
した後，プロセシングを受ける．この tracrRNA:crRNA
が Cas9と複合体を形成し，再び侵入してきた外来 DNA
を不活化するのである．ゲノム編集では，短鎖の RNA（ガ
イド RNA）と Cas9を発現させることによって，ゲノム
DNAの標的遺伝子に DSBを誘導する（図 1C）．ガイド
RNAを増やすことによって複数遺伝子の同時改変が可能
なこと，必要なプラスミドの構築が簡便であることから，
2013年始めにヒト細胞での応用例が報告されて以来，
CRISPR/Cas9システムの利用が急速に広がっている 13）．今
後のゲノム編集研究は，CRISPR/Cas9を中心に展開される
ことが予想されるが，細胞株によっては類似配列へ変異を導
入する off-target効果が高いことも報告されており 14,15），安

図 1　部位特異的ヌクレアーゼ（A）ZFN（B）TALEN（C）CRISPR/Cas9 の構造
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ン）．また，短鎖一本鎖 DNA（ssODN）を共導入するこ
とによって，1塩基置換や数十塩基を挿入する方法も開発
されている 18）．
　ゲノム編集では，同一染色体上の 2か所を切断すること
によって，大きな欠失（～数Mb）や逆位を導入すること
も可能である 19,20）．大きな欠失については比較的高い確
率で導入できるのに対し，逆位の頻度は低いことがゼブラ
フィッシュにおいて報告されている 21）．また，異なる染
色体を切断することによって染色体転座が起こることがあ
る種のガン細胞で報告されている 22）．
　培養細胞でのゲノム編集は，CRISPR/Cas9の開発によっ
て，より身近になってきたが，細胞株によって変異導入効
率は異なり，依然として最適条件の検討が必要である．特
に，使用する発現ベクターのトランスフェクション効率に
ゲノム編集の成否は左右される．トランスフェクション効
率の低い細胞株では，NHEJによって変異導入された細胞
のクローン化に多大な労力が必要とされる．そのため，ター
ゲティングベクターを用いて標的配列へ薬剤耐性遺伝子を
ノックインし，その後，変異導入細胞を薬剤選別する方法
が推奨される 23）．また，HRは細胞周期に依存し，細胞株

によってその修復活性も異なることから，増殖活性や HR
活性の低い細胞株での遺伝子ノックインは非常に難しいと
予想されている．
　動物個体でのゲノム編集は，一般的に in vitroで合成し
た部位特異的ヌクレアーゼ mRNA（DNAでもよい）の受
精卵への顕微注入によって行われる．mRNAから翻訳さ
れた部位特異的ヌクレアーゼタンパク質は，初期卵割の過
程で細胞ごとに異なる変異を導入する．理想的には，第一
卵割までに両アリルに変異を導入できれば，ワンステップ
で完全なノックアウト個体が作製できるが，多くの動物に
おいて F0個体は様々な変異をもつモザイクとなる．モザ
イク性を抑えるためには，より活性の高い部位特異的ヌク
レアーゼを用いて発生の早い時期に変異を導入することが
重要である．その点で我々の開発したPlatinum TALENは，
様々な動物種でゲノムの 50~100％に変異を導入できモザ
イク性の低い高効率なゲノム編集が可能である．さらに，
CRISPR/Cas9によって，マウスでは高効率に複数の遺伝
子に同時に変異導入が可能なことが報告され 24），その簡
便さに多くの研究者が驚かされた．国内では，大阪大学の
伊川教授のグループが CRISPR/Cas9の発現プラスミドを

図 2　部位特異的ヌクレアーゼを用いたゲノム編集
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導入することによって簡便にマウスの遺伝子改変ができる
ことを報告している 25）．

疾患モデルの細胞や動物の作製

　ゲノム編集の魅力は，これまで技術的に困難であった疾
患モデルの細胞や動物個体を比較的簡便に作製できる点に
ある．培養細胞では，単純な遺伝子ノックアウトに加えて，
疾患の原因と考えられる様々な変異（1塩基置換や Indel
変異，大きな欠失など）の導入が可能である．これらの変
異を導入した細胞をクローン化する場合は，部位特異的ヌ
クレアーゼとターゲティングベクターを用いた HR経路に
よる遺伝子改変が基本となる．例えば，一塩基変異を導入
する場合，ターゲティングベクターのホモロジーアーム
（700bp～ 1kb程度）中に目的の変異を入れておき，HRを
利用して薬剤耐性遺伝子を挿入すると共にホモロジーアー
ムの変異を導入する．薬剤選別により細胞株を樹立した後，
薬剤耐性遺伝子を種々の方法（Cre-loxPシステムや
PiggyBacシステム）により除去する 26,27）．現状では，
ssODNを用いた一塩基改変法の効率が低いため，上記の
2段階での改変方法が変異細胞をクローン化するための確
実な方法である．大きな欠失を導入した細胞をクローン化
する場合，2か所の切断部位の外側の配列をホモロジー
アームとしてもつターゲティングベクターを作製し，大き
な欠失部分に薬剤耐性遺伝子を挿入後，薬剤選別によって
クローン化する方法が報告されている 28）．ターゲティン
グベクターを利用しない方法としては，部位特異的ヌクレ
アーゼの発現を蛍光タンパク質でモニターし，FACSによ
り変異細胞を濃縮する方法も報告されている 29,30）．
　疾患モデル動物は，マウスでは ES細胞の HRによる遺
伝子ターゲティングを基盤として作製され，これまで多大
な労力を必要としていた．これに対して，受精卵へ部位特
異的ヌクレアーゼと ssODNの受精卵への共導入によって，
一塩基変異を導入したマウスが簡単かつ高効率に作製でき
ることが示されている 31）．この方法は，ターゲティング
ベクターの構築を必要としないことから，簡便な疾患モデ
ル動物の作製法として今後中心的に利用されることが予想
される．また，2か所を切断する部位特的ヌクレアーゼを
マウス受精卵に導入することによって，大きな欠失を導入
できることも示されている 32）．これらの状況から，ゲノ
ム編集技術によって疾患モデルマウスの作製および疾患研
究はスピードアップしていくことは疑いがない．さらに，
これまで ES細胞での遺伝子ターゲティングが困難であっ
たラットやマーモセットにおいても，ゲノム編集は有効で

あることが報告されており，大型哺乳類を用いた糖尿病や
神経疾患などのモデル動物の作製が競って進められると考
えられる．
　
ゲノム編集によるウイルスの増殖抑制および破壊の試み

　ゲノム編集によってウイルスの感染を抑制する試みは，
造血幹細胞の HIVの主要な共受容体 CCR5遺伝子や
CXCR4遺伝子を ZFNによって破壊する研究によって進め
られてきた 33, 34）．ZFNによって CCR5遺伝子を破壊した
ヒト造血幹細胞を，HIVを感染させた免疫不全マウスに
移植することによって，HIVウイルス量を低下させるこ
とが示され，ZFNを用いた臨床試験も米国で進められて
いる．また，ZFNや CRISPR/Cas9を用いて，HIVプロ
ウイルスのゲノム編集が可能であることが最近報告されて
いる 35,36）．更に，同様のストラテジーで，単純ヘルペスウイ
ルス（HSV-2）やヒト T細胞白血病ウイルス（HTLV-1）の
プロウイルス破壊も可能であることが示唆されている 37,38）．
　B型肝炎ウイルス（HBV）は，感染肝細胞の核内に閉
環状完全二重鎖 DNA（cccDNA）として存在し，肝炎再
発の原因となっている．そのため，ゲノム編集技術によっ
て cccDNAからの転写の抑制や cccDNAの切断による不
活性化の研究が進められてきた．2010年にHBVゲノムを切
断可能な ZFNが報告されている 39）他，昨年には，TALEN
を用いてHepG2細胞やマウスモデルにおいてHBV DNAへ
の変異導入による不活性化が報告されている 40）．
　部位特異的ヌクレアーゼを実際の遺伝子治療に応用する
ためには，高い安全性（すなわちオフターゲット切断の低
減）やウイルス DNAの切断効率の向上が求められるだけ
でなく，標的とする細胞へのデリバリーの手法も大きな課
題となっている．現状では ex vivoの遺伝子治療法が現実
的であるが，ごく最近になってマウスを用いた in vivoゲ
ノム編集の成功例も散見され始めており 41,42），今後の技
術改良に期待が寄せられている．

おわりに

　ゲノム編集技術の開発は予想を超えるスピードで進んで
いる一方，国内のゲノム編集ツールの開発や研究での利用
は遅れている．そのため筆者らのグループを中心に，2012
年にゲノム編集コンソーシアム 43）を立ち上げ，最新の論
文情報の提供や研究会 ･講習会を行っている．本稿が，ゲ
ノム編集技術の導入を検討されている研究者の参考にな
り，積極的な利用につながれば幸いである．
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 Genome editing is a cutting-edge technology that enables to modify the target gene using 
programmable site-specific nucleases, such as TALENs and CRISPR/Cas9. Currently, cell and animal 
models of human diseases have been competitively created throughout the world, because genome 
editing technology paved the way for genetic modifications even in cells and organisms that had been 
difficult to manipulate the genome. In this review, we introduce the basic principles and current 
situations of genome editing with programmable nucleases.
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