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ゲノム編集 ＝開発の歴史から医療応用まで
＝



Genome Engineering With Zinc-Finger Nucleases

Dana Carroll

Genetics, Volume 188, Issue 4, 1 August 2011

技術のベースは、約30年前に大阪大微生物病研究所（大
阪府吹田市）で生まれた。

中田 篤男

ゲノム編集におけるレジェンドたち

•二量体化した時のみ切断
•オフターゲット低減に寄与

世界初のoff-the-shelf CAR-T治療

9~18bp

15~20bp



CRISPR-Cas9は細菌の免疫システム

adaptationによってウイルス、ファージ
の配列が取り込まれる



Knockout Mouse Phenotyping Project (KOMP2)：NIH
・現在存在するノックアウト系統は約13,000（9,700を

KOMP2が作製

International Mouse Phenotyping Consortium (IMPC)
・KOMP2と共同で既に、5,500系統の表現型解析を行い、
少なくとも1,200系統の表現型解析を予定

遺伝子改変マウスの現状



医学部内の受託の傾向として、近年はヒトで見つかったバリアント
の導入や、バリアントの存在するアリルのタグによる認識の相談が
急増している。

時代はノックアウトからノックインへ

技術的な詳細は4月21日の共同研テクニカルセミナーで！



ES細胞と比較しての弱点があるのはキメラ

・2細胞期で初めてゲノム編集が生じる事もある

・上記も含めて、オフターゲットはゲノム編集の
大きな課題（後述）

・マウスの場合は、複数の子供をタイピングする
必要がある



オフターゲットの低減策としてのHiFi Cas9



人工型：全てのcomponentがパッケージされたプラスミドを使用する
→ 20塩基のオリゴDNAをプラスミドに導入するだけ

自然型：Cas9タンパク、tracer、guideRNAのcomponentを事前に調整する
手間はかかるが大した手間ではありません（後述）。

→ 共同研を通じて購入すると初回35％、その後も15％オフで購入できます。

共同研でのゲノム編集サポート事業（細胞編）

図：IDT社 HPより



gerdcstaff@ctrlab.med.osaka-u.ac.jp

共同研HPからの発注手順



siRNAやshRNAの導入でうまくいっていないという相談が多く、実際は当該細胞
への導入効率のチェックから始める例が殆ど。この場合、GFPを付加した
Cas9タンパクを使用する。

図：IDT社 HPより

意外と簡単なゲノム編集手順

図：IDT社 HPより



MultiNAによる受託解析サービス
(100円/1サンプル)も受け付け
ています！

MultiNAやPCRによるジェノタイピング



大まかなCRISPR-Casシステムの分類

Cas9のように単一の因子で機能する
（クラス２）

Cas３のように複数の因子で機能する
（クラス１）

ニッポンジーンHPより

Cas9

Cas12a  …PAM配列としてTTTNを認識

Cas13 …RNAを標的として切断

医療用に、もっと低分子量のものが他の生物種（カビ、アメーバなど）
から開発されようとしている(Fanzor)。
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DNA二重鎖切断の修復



ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤

Animals 2024, 14(5), 719

図：IDT社 HPより

相同組換え（HDR）のエンハンサー、非相同組換え（MHEJ）のインヒビター
を用いると、ノックインの効率が劇的に上がる



CRISPOR crRNA 設計ツール（Free)

IT Specificity Score
（MIT specificity score）

CFD specificity score
（Cutting Frequency Determination）

ソフトウエアも、どんどん進化！

chr6_ssto_hap7 only



ゲノム編集技術の医療への応用

TALEN, ZFN ：鎌状赤血球症
•βグロビン遺伝子（HBB）の異常を修復
•造血幹細胞を体外で編集 → 自家移植
•実用化が進行中（FDA承認例あり）

TALEN ：HLA改変による拒絶回避

TALENを使う理由：
✓ 高精度
✓大型欠失が少ない
✓ HDR効率安定
臨床グレードiPS細胞の編集では今もTALEN採用例が多い

ZFN：HIV治療
主導企業：Sangamo Therapeutics

患者T細胞 → CCR5 knockout → 体内へ戻す


