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CRISPR/Casでマウスゲノムを自在に操る

相田 知海，田中 光一

1. ゲノム編集革命

次世代シークエンサーの登場により，ヒトを含めたさま
ざまな生物種に存在する，膨大な遺伝子配列の多様性が明
らかになって久しい．しかし，そこから得られる情報がき
わめて多様であるがゆえに，単に塩基配列を比較するだけ
では，生命現象や疾患の因果関係を検証することは容易で
はない．特定のゲノム配列を自在に改変する介入操作がで
きて，初めてゲノム配列多様性の意味するところを本当に
理解できるのである．これまでも，胚性幹（ES）細胞を
用いた一般的なノックアウトマウスの作製法，ランダム変
異を導入した変異体ライブラリーからの目的遺伝子の変異
体の単離など，特定の生物種や特定の遺伝子に対する変異
体を単離する技術は存在した．しかし，あらゆる生物のゲ
ノムに積極的かつ自在に遺伝子改変を導入する一般的な手
段は長い間存在せず，ゲノム，さらにはその多様性を理解
するための大きな障壁となっていた．
この障壁を克服するのが近年急速な発展を遂げているゲ

ノム編集技術である 1）．ゲノム編集技術とは文字どおり，
どのような生物・細胞の，どのようなゲノム配列であろう
とも自在に改変することを実現した技術である．特定遺伝
子の欠損，塩基置換，外来遺伝子の挿入，染色体欠損や転
座等，ありとあらゆるゲノムの改変を可能にする技術であ
る．ゲノム編集の基本原理は，任意の標的ゲノム部位に
DNA二本鎖切断を誘導し，その後，切断されたDNA末端
が細胞の持つDNA修復機構により修復される際に，塩基
の欠損や挿入が起こるものである．DNA修復機構には主
に2種類が存在し，このうち主要なDNA修復機構である
非相同末端結合（non-homologous end-joining，NHEJ）によ
り修復される際には数塩基の塩基欠損・挿入が高頻度に起
こる．このため，DNA二本鎖切断がタンパク質コード領
域に起これば，フレームシフトによりストップコドンが生

成され，機能的なノックアウトが可能になる．もう一つの
DNA修復機構は，テンプレートDNAに基づき，正確に修
復する相同組換えである．テンプレートDNAを外部から
供給することで，任意の塩基置換や外来遺伝子を任意の部
位に正確にノックインすることが可能である．ただしその
頻度はNHEJに比べると大幅に低い．この技術には，20年
近い歴史のあるZFN（zinc-finger nuclease），2009年に登場
したTALEN（transcription activator-like effector nuclease）等
を用いた手法があるが，これらは標的配列ごとに組換えタ
ンパク質を作製する必要があり，利便性や汎用性に課題
があった．一方，2012年に登場したCRISPR/Cas（clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associ-
ated，以下CRISPRと略）システムはそのきわめて容易な使
い勝手，強力な作用，広範な応用から，わずか1年ほどの
間に世界中で使われるゲノム編集の標準技術となった 2）．

CRISPRは，微生物の獲得免疫系として発見された．ヌ
クレアーゼであるCas9タンパク質は，標的となる外来
DNAと相同なRNA（ガイドRNA）と複合体を形成し，外
来DNAの部位特異的なDNA二本鎖切断を行う．CRISPR
でDNA二本鎖切断の標的部位を規定するのは100塩基の
ガイドRNAのうち，標的部位と相同なわずか20塩基のみ
である．したがってCRISPRをゲノム編集ツールとして見
たとき，標的ごとに変える必要があるのはわずか20塩基
のみであり，それ以外の塩基配列はCas9も含めすべて共
通である．ガイドRNAの作製は容易に行うことが可能で
あり，それゆえ，たとえ分子生物学実験の経験が浅い研究
者でも，誰もが使うことのできるゲノム編集ツールとして
急速に普及した．事実，2012年の最初の発表からわずか5
か月後には大腸菌，ヒト細胞からゼブラフィッシュに至る
多くの細胞・生物種での応用が発表され，いまやヒトやサ
ルを含むあらゆる動物個体，植物，微生物への膨大な数の
応用が報告されている．

2. 遺伝子改変マウスとCRISPR

20年以上もの間，ES細胞を用いた遺伝子ターゲティン
グ技術を背景に，遺伝子改変可能な哺乳類モデルとして不
動の地位を築いてきたマウスにももちろんCRISPRは適用
可能である．2013年にマサチューセッツ工科大学のRudolf 
Jaenischらにより発表された二つの論文はマウスの遺伝子
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改変に革命をもたらした 3, 4）．従来，ノックアウト・ノッ
クインマウスの作製には，ES細胞での相同組換えによる
遺伝子改変とキメラマウス（改変ES細胞由来の細胞を持
つマウス）の樹立が必要であり，目的のマウスを得るまで
には数年を要した．またホモマウスの迅速な樹立や複数遺
伝子の同時改変はきわめて困難であるか不可能であった．
CRISPRを用いた遺伝子改変マウス作製は，ES細胞を用い
た場合とまったく異なる．すなわち標的配列に対するガイ
ドRNA, Cas9をコードするmRNAおよびノックインの場合
にはドナー DNAを野生型受精卵にインジェクションする
だけで，受精卵内で標的遺伝子が直接改変され，3週間後
にはノックアウト・ノックインマウスが産まれてくる．こ
れにより多くの時間・労力・費用を要した遺伝子改変マウ
ス作製が，わずか1か月・1回の実験・少額な費用で可能
になった．Jaenischらの報告はこれにとどまらず，多重遺
伝子ノックアウト，多重点変異ノックイン，ペプチドタグ
や蛍光タンパク質など機能カセットのノックイン，floxマ
ウス（特定エクソンが二つの loxPではさまれたマウスで，
遺伝子の条件つき改変に用いる）等，研究に用いられるほ
ぼすべての遺伝子改変マウス作製を実現した．CRISPRを
用いた遺伝子改変マウスの作製法はそのきわめて高い効率
性が特徴である．たとえば多重ノックアウトは各遺伝子と
もほぼ100％に近く，多重点変異ノックインも50％を超え
る効率である．ノックインする配列が数十塩基以内であれ
ば，従来用いられてきた二本鎖のターゲティングベクター
ではなく，一本鎖のオリゴDNA（いわゆるプライマー）

をドナー DNAとして用いることができる．これによりき
わめて迅速で簡便な遺伝子改変マウス作製が受精卵のレベ
ルで可能になり，かくしてES細胞はマウス作製ツールと
しての役割を終えたのである 5）．このように万能ツールに
思われるCRISPRであるが，いまだ実現困難な課題も残っ
ている．その代表例が数kbに及ぶ長い外来遺伝子のノッ
クインマウス作製である．Jaenischらにより外来遺伝子の
ノックインマウス作製の成功が報告されているものの，そ
の効率は10％程度であり（図1A），ノックアウトや点変異
ノックインと比べてきわめて低い効率である 4）．最初の報
告から2年を経てもなお，他の研究者から長い外来遺伝子
のノックインマウスの作製に成功した報告はほとんどな
い．蛍光タンパク質やCreリコンビナーゼ等の機能カセッ
トのノックインは，個体レベルでの生命機能を解明する上
で欠かすことのできない重要な研究ツールである．このた
め，ノックインマウス作製の効率化は，CRISPRを用いた
ゲノム編集にとって大きな課題の一つであった 1）．

3. ノックイン技術

長い遺伝子カセットを効率よくマウスにノックインする
にはどうしたらよいのだろうか？　ドナーDNAとCRISPR
が導入されたマウス受精卵では，1） CRISPRによる標的部
位の切断，これに引き続く2）ドナー DNAを鋳型とした
相同組換え，によりノックインが起こる．したがってこれ
ら2点を改良することによりノックイン効率を向上させる
ことができると考えられる．
まず第一の点について，最近，筆者らが開発した改良
型「クローニングフリー CRISPR」を紹介する（図1B）6）．
通常，CRISPRを用いたマウス受精卵のゲノム編集では，
Cas9およびガイドRNAをともにRNAの形で受精卵の前核
に顕微注入する．Cas9がDNA切断酵素として前核内で作
用するためには，まず注入されたCas9 mRNAが前核から
細胞質へと輸送され，次にタンパク質に翻訳され，さら
にタンパク質が再度，前核に移行し，マウスゲノムをス
キャンして標的部位に到達，切断を行う必要がある．こ
の過程は相当の時間を要し，CRISPRによる標的部位切
断効率を低下させる．相同組換えは細胞周期のうち，後
期S期／G2期に起こることからも，受精卵内での迅速な
標的部位切断は重要であると考えられる．そこで筆者ら
はCas9のmRNAではなく，タンパク質を受精卵前核に直
接注入することで，この点を改善できるのではないかと
考えた．実際，培養細胞の実験ではCas9タンパク質を用
いることにより，導入直後から標的部位の切断が起こる
ことが示されている 7）．またCas9タンパク質の半減期は
数時間と短く，標的部位を切断した後，迅速に分解され
る．このためCRISPRの最大の問題であるオフターゲット

図1 クローニングフリー CRISPRシステムによる高効率ノッ
クイン
従来型CRISPRシステム（A）では，ノックインマウスの作成
効率は12.5％（1/8）だったが，クローニングフリー CRISPR
システム（B）では45.5％（5/11）という高効率化が実現した．
sgRNA：single guide RNA, crRNA：CRISPR RNA, tracrRNA：
trans activating crRNA.
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変異（ガイドRNA配列に類似した配列の非特異的切断）
が大幅に抑制されることも報告されている 7）．筆者らはさ
らにガイドRNAにも工夫を加えた．通常のゲノム編集で
は，CRISPRはCas9と一本鎖ガイドRNA（sgRNA）の2要
素からなるシステムである．一方，自然界に存在する微
生物免疫系としてのCRISPRは，Cas9と，2種類のガイド
RNA（標的を認識するcrRNAと，Cas9およびcrRNAの橋
渡しとなる tracrRNAからなるデュアルRNA）を用いる，3
要素のシステムである 2）．CRISPRがゲノム編集に応用さ
れた当初には，sgRNAに比べ，デュアルRNAの方がより
高い標的配列切断活性を持つことが報告されている 8）．そ
こで筆者らはデュアルRNAをCas9タンパク質と組み合わ
せて，高活性のCRISPRを実現できるのではないかと考え
た．デュアルRNAを用いるもう一つの利点は，化学合成
による作製が可能であり，sgRNAの作製に必要な大腸菌
での遺伝子組換え実験を省略できることである．sgRNA
の長さが100塩基であるのに対して，crRNA, tracrRNAは
各々半分程度であり，PCRプライマーをオーダーするのと
同様に受託企業にて合成が可能である．筆者らの改良した
CRISPRシステムは，Cas9タンパク質と化学合成したデュ
アルRNAからなる（図1B）．Cas9タンパク質はすでに市
販されているため，大腸菌での遺伝子組換え実験を行う
ことなく，容易に標的配列に応じたCRISPRを作製するこ
とができる．これをクローニングフリー CRISPRと名づけ
た 6）．このクローニングフリー CRISPRは，その活性評価
も容易である．従来のように培養細胞での実験を経ること
なく，試験管内で標的配列を含むPCR産物やプラスミド
DNAとインキュベートして電気泳動するだけで（in vitro 
digestion assay：IDA），その切断活性を調べることができ
る．モデル実験としてこのクローニングフリー CRISPR
により，Actb遺伝子座にEGFP（enhanced green fluorescent 
protein）を含む2.5 kbの遺伝子カセットをノックインする
ことを試みた．インジェクションプロトコルは以下の通
りである．Actbに対するcrRNA（5 ′-cau uau gag ucc uua agu-
gaGUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG-3′；小 文 字 はActb
の標的配列，大文字は共通配列を示す，ファスマック
社，最終濃度0.61 pmol/µL），tracrRNA（5′-AAA CAG CAU-
AGC AAG UUA AAA UAA GGC UAG UCC GUU AUC AAC UUG-
AAA AAG UGG CAC CGA GUC GGU GCU-3′；ファスマック
社，最終濃度0.61 pmol/µL），Cas9タンパク質（NEB社お
よびPNA Bio社，最終濃度30 ng/µL），ターゲティングベ
クター（最終濃度10 ng/µL）を混合し，インジェクション
直前に37°Cで15分以上インキュベートし，マウス受精卵
の前核に注入する．新生仔のゲノムDNAを解析したとこ
ろ，驚くべきことに，およそ50％の新生仔マウスがノッ
クインマウスであることが明らかになった（図1B）．従来
用いられてきたCas9 mRNAと sgRNAからなる2要素シス

テムを用い対照実験を行ったところ，その効率は先行の報
告どおり10％程度だった（図1A）．このことからクローニ
ングフリー CRISPRは遺伝子カセットノックインの効率を
大幅に向上させることが明らかになった．さらに作製した
ノックインマウスを野生型マウスと交配し，次世代への伝
達効率を調べたところ，すべての系統から50％の効率で
次世代のノックインマウスが得られた．このことは，親世
代はヘテロのノックインマウスであり，受精卵の早い段階
で片側の染色体に遺伝子カセットがノックインされたこと
を示している．この結果は，クローニングフリー CRISPR
では，従来のCRISPRで問題となるモザイク（同一個体内
に3アレル以上の異なる改変が共存する）の頻度が，著し
く低いことを示している．またオフターゲット変異の候補
となる部位を解析したところ，いずれのノックインマウス
でも変異は検出されなかった．以上の結果からクローニン
グフリー CRISPRはきわめて簡便ながらも非常に高効率，
そしてモザイクとオフターゲットのきわめて少ないマウス
ゲノム編集法であることが明らかになった 6）．筆者が所属
する東京医科歯科大学難治疾患研究所では，この手法によ
る遺伝子カセットノックイン，点変異ノックイン，あるい
はノックアウトマウス作製支援サービスを学内向けに行っ
ている．

Cas9タンパク質や化学合成ガイドRNAを用いた
CRISPR/Casシステムは，ヒトの細胞療法や遺伝子治療
を目標に，さらなる改良が行われている．その一つが，
ゲノム編集が困難な細胞種の改変で，CD4陽性ヒトT細胞
やCD34陽性ヒト造血幹細胞が代表格としてあげられる．
ヒトT細胞の効率的なゲノム編集は，がん，HIV，免疫不
全，自己免疫疾患等に対する有望な細胞療法の核となる
技術である．最近，CRISPR/Casシステムによるゲノム編
集の発明者であるDoudnaらのグループは，Cas9タンパク
質を用いることで，ヒトT細胞のCXCR4（HIVの受容体）
を実に40％に達する高効率でノックアウト可能であるこ
とを報告した 9）．さらに10塩基ほどの置換をコードする
ドナー DNAを加えることで，20％もの高効率でノックイ
ンすることにも成功している．一方，スタンフォード大学
とアジレント社のチームは，化学合成技術の利点を活かし
て，ガイドRNAにメチル化やチオール化等の化学修飾を
加えた．この修飾ガイドRNAをCas9タンパク質と組み合
わせることで，ヒトT細胞でのゲノム編集効率を2倍以上
高めることに成功している 10）．最近，HIVや白血病等，血
球系細胞のゲノム編集による細胞療法は臨床試験ですで
に有望な結果が報告されている．Cas9タンパク質や化学
合成ガイドRNAを用いたCRISPR/Casシステムの改良は，
ヒトの細胞療法や遺伝子治療をさらに加速するであろう．
ノックインの効率を高めるための第二のポイントは

DNA損傷の修復機構である．ゲノム編集はその基本原理
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として，標的部位のDNA二本鎖を切断した後の編集，す
なわちDNA損傷部位の修復を細胞の内在性機構に依存
している．DNA損傷部位の修復は，多くの場合，塩基欠
損・挿入を伴うNHEJにより行われ，鋳型を用いた相同組
換えによる正確な修復の頻度は低い．効率のよいノックイ
ンのためには，相同組換えの頻度を高めることが重要にな
る．これを実現した方法の一つが，NHEJを阻害すること
により相同組換え頻度を相対的に高めることである．Scr7
は，NHEJの主要分子であるDNAリガーゼ IVの特異的阻
害剤として開発された低分子化合物である．最近，複数
の研究チームから，Scr7を加えることで，オリゴDNAド
ナーを用いたマウス受精卵でのノックイン効率が2～10倍
（実数として受精卵の60％程度がノックイン）と著しく高
まることが報告された 11, 12）．逆に相同組換えそのものの
効率を高める低分子化合物も報告されている 13）．低分子
化合物によるDNA損傷修復機構の制御は，強力で簡便な
ノックイン効率を高める方法として，今後主流となること
が予想される．
別の観点として，細胞自身が持つ，頻度の高いDNA損

傷修復機構を用いる方法もある．最近，NHEJでも相同組
換えでもない，ごく短い相同領域間での組換えによる修復
機構であるMMEJ（microhomology mediated end-joining）が
注目されている．CRISPR/Casで改変したマウスの修復部
位を詳細に解析すると3塩基ほどのマイクロホモロジーが
頻繁にかつ繰り返し観察され 3, 6），その頻度は多いと50％
にも達する．広島大学の研究チームは，このMMEJを用い
て長鎖の外来遺伝子を効率的にノックインできることを報
告している 14）．この方法は相同組換えによるノックイン
の際に必要な，長いホモロジーアームを付加したターゲッ
ティングベクターの作製を不要としており，簡便なノック
イン方法として今後広まっていくであろう．

4. おわりに

このようにCRISPR/Casシステムによるゲノム編集は急
速に発展している．これまで困難であった動物個体への遺
伝子カセットノックイン等の高度な応用も，相次ぐ技術革
新により実用可能な段階に入りつつある．本稿ではマウス
を中心に最近の報告を紹介してきたが，いずれはより長く

複雑な外来遺伝子や霊長類を含む中大動物でのノックイン
が可能になっていくであろう．最近，CRISPR/Casシステ
ムによるヒト受精卵の改変が中国から報告され，世界的に
大きな問題となっている 15）．CRISPR/Casシステムの持つ
リスクと人類にもたらす恩恵を，冷静に分析し，応用の方
向性を決めることが今後の重要な課題である．
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