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ゲノム編集、特に CRISPR/Cas9 システムによる遺伝子書き換えは、遺伝性疾患の原因遺

伝子変異の修正に利用できる可能性があり、疾患の根治につながるため今後の臨床応用が期

待されています。しかし、これまでの書き換えの方法は、効率（書き換えの成功率）、正確

性、安全性のいずれにも課題がありました。愛知医科大学医学部生化学講座の小西裕之教授

（特任）、兵頭寿典講師、ムハマド・ルトフル・ラーマン大学院生らのグループは、以前の

研究で、正確性と安全性を高めた tandem paired nicking法（TPN法）という遺伝子書き換

えの方法を考案し、その有用性を報告しました 1)。今回の研究では、TPN法の残された課題、

つまり不十分な遺伝子書き換え効率を改善する方策を検討しました。その結果、TPN 法の

施行条件のいくつかを変更することによって書き換え効率を改善できることを見出しまし

た。 

研究成果は 2021年 11月 19日、オンライン科学雑誌「Scientific Reports」に掲載されま

した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I. 研究の背景   

 疾患を引き起こす遺伝子変異の大多数は、塩基置換（特に一塩基置換）であるとされてい

ます。そのような異常な塩基配列を健常者と同じ配列へ書き換えることによって疾患を根治

できる可能性があります。 

＜研究成果のポイント＞ 

 正確で安全性の高いゲノム編集法（TPN法）を用いた遺伝子書き換え

の効率向上を目標として研究を行った。 

 公開されているソフトウェアを使って TPN法による高効率な遺伝子書

き換えツールを設計できることを示した。 

 遺伝子書き換えツールの構成要素であるガイドRNAの長さを変更する

ことによって書き換え効率が上昇することを見出した。 

ゲノム編集による遺伝子書き換えの高効率化に成功 

～書き換え効率、正確性、安全性の三拍子そろった遺伝子書き換えへ向けて～ 
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塩基配列の計画的な書き換えは、ゲノム編集ツールである CRISPR/Cas9 を使って行うこ

とができます。しかし、CRISPR/Cas9 は書き換えたいゲノム部位の二重鎖 DNA を 2 本と

も切断するため、高頻度に書き換えエラーが発生します。また、ゲノム中の思わぬ箇所を書

き換えてしまうこともあります。 

小西教授（特任）らのグループは、以前、二重鎖 DNA のうちの 1 本だけを切断する

CRISPR/Cas9 変異体（CRISPR/Cas9 nickase）をある特定の方法（TPN法）で使うと、エ

ラー率を飛躍的に抑えた正確な書き換えを行いうることを見出しました（図１）1)。また、

CRISPR/Cas9 を使う従来の書き換え方法が「ゲノムの守護神」と呼ばれる p53がん抑制遺

伝子のシグナル経路を攪乱してしまうのに対し、変異体を使う同グループの方法は p53 シ

グナル経路を攪乱せず、安全性の高い書き換えを行いうることを報告しました 1)。 

しかしながら、従来の方法と TPN 法の両方に共通する課題として、書き換え効率が不十

分であることが挙げられます。そこで今回、同グループは TPN 法による遺伝子書き換えの

手順を見直し、書き換え効率を上げるための方策を多角的に検討しました。 

 

1)  Hyodo T et al. Tandem paired nicking promotes precise genome editing with scarce 

interference by p53. Cell Reports, 30: 1195-1207, 2020.  

doi: 10.1016/j.celrep.2019.12.064. 
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図１ 塩基配列の書き換えに係る従来の方法（左）と TPN法（右）の比較 
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II. 本研究の成果   

CRISPR/Cas9やその変異体による遺伝子書き換えでは、ガイド RNAという短い RNA断

片を使用して、ゲノム中の書き換えたい配列へ CRISPR/Cas9（または変異体）を誘導しま

す。研究グループは、まず、オンラインで公開されており誰でもアクセスできるプログラム

（CRISPick）2)を用いて効果的なガイド RNAを選び、それを使って TPN法による遺伝子の

書き換えを行うという手順を試みました。ヒト培養細胞の特定の遺伝子にあらかじめ導入し

ておいた塩基置換をさまざまなガイド RNAを使って TPN法で修正し、書き換え効率を測定

した結果、CRISPick プログラムで選んだガイド RNA は期待通りの高い書き換え効率をも

たらすことが分かりました。 

また、同様のヒト培養細胞による実験システムを用いてガイド RNA の長さに関する検討

を行った結果、通常使われてきたガイド RNA よりも一塩基短いものを使用すると、多くの

場合、TPN法による遺伝子書き換え効率が上昇することを見出しました。 

さらに、TPN法による遺伝子書き換えを高効率に行うためには、CRISPR/Cas9 変異体に

よって導入されるゲノム DNA 一本鎖切断の部位が書き換え部位に近い方が好ましいことや、

書き換えのために使う鋳型配列（参照配列）として長さ 1,700～2,000塩基対の二重鎖 DNA

断片を使用するとよいことなどを明らかにしました。 

 

2)  https://portals.broadinstitute.org/gppx/crispick/public 

 

 

III. 本研究成果の社会的意義と今後の展開   

遺伝性疾患では、生まれつきの遺伝子変異に伴う様々な症状が見られ、中には命を脅かす

重篤な症状もあります。遺伝性疾患の一部は、ゲノム編集技術によって遺伝子書き換え（変

異修正）を行えば根治できる可能性があります。しかし、ゲノム編集を用いる治療法で現在

までに臨床開発されているのは、ほぼすべて、遺伝子書き換えではなく遺伝子破壊または遺

伝子導入を行うものです。遺伝子破壊や遺伝子導入も遺伝性疾患の治療に有効ですが、対象

となる疾患が限定的であること、導入した遺伝子の発現コントロールが正常細胞と異なるこ

となど、それぞれに欠点があります。 

遺伝子書き換え（変異修正）によるゲノム編集治療を臨床応用へと推し進めるためには、

書き換え効率の低さとエラーの多さを克服し、安全性を高める必要があります。研究グルー

プが行ってきた TPN 法の研究は、これらの課題を克服し、遺伝子書き換えによる遺伝性疾

患治療への道を開く可能性があると考えています。今後も TPN 法に多面的な技術的改良を

加える研究を続けるとともに、実験動物を使った前臨床研究などにも取り組みたいと考えて

います。 
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タイトル： Experimental strategies to achieve efficient targeted knock-in via tandem paired nicking
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