
　近年，ゲノム編集と呼ばれるゲノム DNA配列の任意の
箇所を自在に改変する技術が著しく進展し，医学生物学の
さまざまな分野での応用が始まっている。一方，患者由来
の体細胞に数種の遺伝子を導入することで樹立され，無限
の増殖能と全身の臓器の構成細胞種に分化可能な iPS細胞
（induced pluripotent stem cell：人工多能性幹細胞） 1,2）を用い
た細胞療法（狭義の再生医療）や，疾患モデル作製による
病態解析および治療薬開発など臨床応用を目指した研究
が盛んに行われている。特に患者由来 iPS細胞を用いた疾
患モデル作製研究は，幼少期など比較的早期から発症する
遺伝子変異疾患を扱ったものがほとんどであり，ゲノム編
集技術の登場により遺伝子変異の影響を高い精度で検証
することが可能となり，より一層の研究進展が期待されて
いる。
　本稿においては，ゲノム編集技術の基礎と歴史的経緯を
まとめ，iPS細胞とゲノム編集を組み合わせた細胞療法や，
病態解析および治療法開発などの応用研究の現状と展望に
ついて概説したい。

1. 相同組換え法
　ゲノム DNA配列の任意の部位を改変する技術は，これ
までも長きにわたって研究され，その開発が切望されてい
た。まず，1970年代頃より大腸菌や酵母などの単細胞生物
において「相同組換え（homologous recombination：HR）」と
呼ばれる，ゲノム上のターゲット部位に特定の配列を挿入

する技術が開発された。具体的には，改変したいターゲッ
ト部位の前後と同じ配列（相同アームと呼ばれる）を含む鋳
型 DNA（ターゲッティングベクターと呼ばれる）を細胞内
に導入すると，確率は低いが外来の鋳型 DNA配列がゲノ
ムターゲット部位に置き換わる現象が知られていた。この
現象を利用して，相同アームの間に組み込みたい遺伝子配
列と薬剤耐性遺伝子などを含む鋳型 DNAを導入し，薬剤
で選択することにより相同組換えの起こった細胞のみが生
き残るシステムが開発された。そして，1987年にはマウス
ES細胞（embryonic stem cell：胚性幹細胞）にて相同組換え
を起こすことに成功し，さらにマウス ES細胞からマウス
個体を生み出すことも可能となり，マウス ES細胞におい
て相同組換え法を用いてターゲット遺伝子を破壊し，生ま
れてくるマウスにおいてどのような症状を生じるかを調べ
ることにより，遺伝子機能の解析と疾患研究が大いに進展
した3,4）。
　しかし，マウス ES細胞は，12～ 16時間に 1回細胞分裂
する増殖能の旺盛な細胞である。増殖能が旺盛な細胞で
は，細胞周期における G1期が短く，DNAを複製する S期
が相対的に長くなる。相同組換えは主に S期で起こるた
め，S期が長いマウス ES細胞では相同組換えが起こりやす
いが，細胞増殖が遅いヒト細胞においては相同組換えの効
率が悪く，ヒト iPS/ES細胞でも効率良くゲノム編集を行う
技術の開発が望まれていた5）。

2. ゲノム編集技術の登場
　近年開発されたゲノム編集技術を端的に表現すると，
狙った特定のゲノム配列に DNA二本鎖切断を起こし，細
胞に内在する DNA修復機構を誘導し利用することによっ
て効率良くゲノム配列を改変する技術である（図 1）。
　まず 1996年に，DNA配列を認識して結合するZinc Finger

ドメインに FokIとよばれる DNA切断（ヌクレアーゼ）ドメ
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インを融合し，DNA配列を特定の位置で切断できる部位特
異的ヌクレアーゼ蛋白質 Zinc Finger Nuclease （ZFN）が 第 1

世代ゲノム編集ツールとして6,7），また，植物病原性細菌
Xanthomonasが有する TALエフェクターと呼ばれる DNA

結合蛋白質にFokIドメインを融合したTALEN（transcription 

activator-like effector nuclease）が第 2世代のツールとして
2011年に報告された8）。しかし，特に ZFNでは切断部位の
正確性や高額のライセンス料が必要であるため費用の点に
おいて，TALENではベクター構築にかかる技術や時間の点
において課題が残されていた。

3. CRISPR/Cas9

　そこで，ゲノム編集に革命的な進展をもたらしたのが，
2013 年初頭の真正細菌および古細菌が持つ獲得免疫シス
テムを利用した CRISPR（clustered regularly interspaced short 

palindromic repeat）/Cas9という第 3世代のゲノム編集技術
である9,10）。これは，ガイド RNAと呼ばれる短鎖 RNAが
ターゲット配列に特異的に結合し，Cas9と呼ばれるヌクレ
アーゼを誘導することでDNAを切断するシステムである。
CRISPR/Cas9がゲノム編集をより簡便にした理由として，
ZFNや TALENでは配列特異的な人工ヌクレアーゼを設計

する必要などがあったのに対し，CRISPR/Cas9では毎回共
通の Cas9ヌクレアーゼを使用できること，ガイド RNAも
簡便に構築できること，そしてベクターを用いてガイド
RNAと Cas9を共発現させるだけでターゲット部位を容易
に切断できることなどである。さらに，CRISPR/Cas9を用
いると複数遺伝子を同時に改変することができるため，現
在，さまざまな分野でこの方法が取り入れられている。

4. 遺伝子改変
　ゲノム上のターゲット配列を切断し，内在性の DNA修
復機構を誘導することでゲノム編集を行うが，誘導される
DNA修復機構は主に 2種類あり，それによってゲノム編集
の様式が異なる（図 1）。
　最も主要な DNA修復機構は，非相同末端結合（non-

homologous end joining：NHEJ）という機構であり，切断さ
れた二本鎖 DNAをそのまま再結合するか，切断端から数
塩基から十数塩基を削って再結合させることが多い。その
まま再結合した場合は，再度 CRISPR/Cas9で切断される
が，塩基が削られた場合にはガイド RNAの認識配列がな
くなるため再切断は起こらない。結果として，ゲノム配列
上に数塩基から十数塩基の欠失を生じさせるため，遺伝子
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図 1　CRISPR/Cas9システムによるゲノム編集の概要
ガイド RNAが標的のゲノム配列に結合し，Cas9ヌクレアーゼを誘導する。DNA二本鎖切断が起こ
ると，非相同末端結合（non-homologous end joining：NHEJ）または相同組換え（homologous recom-
bination：HR）による遺伝子修復機構が誘導され，ゲノム配列の改変が可能となる。
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機能を破壊したい場合などに利用される。
　もう一方の DNA修復機構は相同組換えであり，本来，
損傷部位と相同な配列を鋳型として参照することで，損傷
部位を元の配列に戻す機構であり，正確な修復が可能であ
る。しかし，ゲノム内の相同配列がちょうど損傷部位の近
傍に位置する確率は低く，大部分は NHEJによる塩基欠失
が起こる。しかし，DNA切断部位の近傍配列と相同なアー
ムと薬剤耐性遺伝子を搭載した鋳型 DNAを細胞内に導入
し，その薬剤の存在下で細胞を培養することによって，低
い確率で相同組換えの起こった細胞だけを選択的に増殖さ
せることが可能となる。このようにして，CRISPR/Cas9シ
ステムを用いてゲノム上のターゲット配列を切断し，挿入
したい配列を有する鋳型 DNAを供給することにより，ゲ
ノム上の任意の場所にて外来配列の挿入や配列の入れ替え
が可能となる。

　iPS細胞から特定の目的細胞種への分化誘導法を開発す
る際には，目的細胞種に特異的に発現しているマーカー遺
伝子を指標とすることが多い。抗体染色を用いることが多
いが，動作する抗体が存在しない場合に，そのマーカー遺
伝子座に GFP（green fluorescent protein：緑色蛍光蛋白質）な
どのレポーター遺伝子を導入したレポーター iPS細胞株を
樹立する。また，目的細胞種のマーカー遺伝子が核内転写
因子や細胞質因子である場合，細胞を固定して抗体染色し
なければ目的細胞が同定できない。この場合も，レポー
ター iPS細胞株を作製すると目的細胞を生存させたままフ
ローサイトメトリーによる単離を行い，詳しい遺伝子発現
解析や移植実験に用いることが可能となる。また，目的遺
伝子が細胞の機能性マーカーとなる場合には，薬剤の効果
判定に用いることもできるため，治療薬開発にも応用され
ている。ゲノム編集技術によりヒト iPS細胞内でレポー
ター遺伝子を相同組換えにて目的遺伝子座に導入すること
が容易となった。

　従来の患者由来体細胞からの疾患特異的 iPS細胞株の樹
立に加えて，健常人由来の iPS細胞株にゲノム編集技術を
用いて遺伝子変異を導入することによって疾患特異的 iPS

細胞株を樹立することや，患者由来の疾患特異的 iPS細胞
株にゲノム編集技術を用いて遺伝子修復を比較的簡便に行

うことが可能となった（図 2）。これまで病態解析のために
患者由来 iPS細胞株と健常人由来 iPS細胞株を比較するこ
とが行われたが，他人同士のゲノム配列は 100万塩基近く
も異なることが判明しており，このゲノム配列の違いによ
り実験データが修飾される危険性があった。しかし，ゲノ
ム編集技術の登場により，背景のゲノム配列は同一である
が疾患遺伝子のみ変異が入っている iPS細胞株と入ってい
ない iPS細胞株を比較することが可能となり，より正確な
病態解析が可能となった。
　腎疾患領域においては，Freedmanらが健常ヒト ES細胞
株において常染色体優性多発性囊胞腎（autosomal domi-

nant polycystic kidney disease：ADPKD）の原因遺伝子であ
る PKD1または PKD2を CRISPR/Cas9システムを用いて
ノックアウトし，腎臓系譜に分化誘導することで，同疾患
の主要な病態である腎囊胞形成の培養皿上での再現を報
告した11,12）。さらに同グループは，糸球体ポドサイトに特
異的に発現する Podocalyxin遺伝子をノックアウトしたヒ
ト ES細胞株から腎組織を作製し，Podocalyxinがmicrovillus

の形成と定着化に関与し，ポドサイトの成熟化に必須であ
ることを明らかにした13）。
　また，Kakuらは，胎生期腎臓に発現し，腎低異形成など
の先天性腎尿路奇形と視神経形成異常を合併する遺伝性疾
患である腎コロボーマ症候群の原因遺伝子として知られる
PAX2を，TALENを用いてノックアウトしたヒト iPS細胞
株を樹立した14）。そして，ネフロン前駆細胞を経て腎組織
に分化誘導する過程において，PAX2がネフロン前駆細胞
の間葉上皮転換（mesenchymal-to-epithelial transition：MET）
には必須ではないが，ボウマン囊の壁側上皮細胞（parietal 

epithelial cell：PEC）の形成には必須であることを明らかに
した。
　ゲノム編集技術を用いて腎疾患患者由来の疾患特異的
iPS細胞を修復した報告はいまだないが，近年，ヒト iPS/

ES細胞から腎系譜への分化誘導法開発が著しく進展して
おり，ゲノム編集技術との融合により，今後，腎疾患の病
態解明と治療薬開発が進展することが期待される。

　以前に，α-synuclein遺伝子の点突然変異が同定されてい
る家族性パーキンソン病患者から樹立された iPS細胞にお
いてZFNを用いた相同組換えによって，変異を含む配列を
変異のない正常型の配列と置換することが報告された15）。
このゲノム編集により遺伝子修復された iPS細胞株から作

 ゲノム編集技術を用いた分化誘導法と再生医療の開発
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製されたドーパミン神経細胞を患者本人に移植することに
よりパーキンソン病が完治できる可能性がある。
　同様に腎疾患領域においても，疾患特異的 iPS細胞にお
けるゲノム編集と再生医療を組み合わせ，疾患を根治させ
る可能性がある，一例をあげると，ADPKDの患者由来 iPS

細胞においてゲノム編集技術を用いて原因遺伝子変異を修
復し，その修復された iPS細胞から腎組織や臓器が作製可
能となれば，その再生腎臓の移植によって ADPKDの腎症
状が完治することが考えられる。

　本稿では，CRISPR/Cas9を主としてゲノム編集技術を用
いた新しい治療法開発に向けた研究についてまとめてきた

が，改善されるべき点や副作用の危険性もある。最も懸念
されている点として，ガイド RNAが 20塩基という短い鎖
のため結合部位の特異性が高くないことなどから，ガイド
RNAとターゲット配列のミスマッチによりターゲット配
列以外を切断してしまうオフターゲット問題があげられ
る。培養皿上で疾患モデルを作製し病態解析や創薬を行う
研究に関しては，実験の精度が問題となるのみであるが，
遺伝子治療のようにゲノム編集した細胞を体内に移植する
場合には，オフターゲットによって変異が導入されること
によるがん化や臓器の機能不全などの重篤な副作用が生じ
る危険性がある。今後，ガイド RNAや Cas9をはじめとし
た改良により，ターゲット配列の特異性を高める技術の開
発が必要である。
　一方，ヒトのゲノムは 1人につき 64億個の塩基から構成

 今後の課題
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図 2　ゲノム編集技術を用いた疾患モデル作製研究
a：  遺伝性疾患の患者由来疾患特異的 iPS細胞株において，ゲノム編集技術を用いて遺伝子修復 iPS細胞株の樹立を行う。両
株由来の罹患細胞種間での比較により病態解析や治療薬探索を行う。将来的には，修復 iPS細胞株から分化誘導した細胞
を移植する遺伝子治療（細胞療法）も期待される。

b：  健常人由来 iPS細胞株へゲノム編集技術を用いて遺伝子変異を導入し，疾患特異的 iPS細胞株の樹立を行う。両株由来の
罹患細胞種間での比較により病態解析や治療薬探索を行う。
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されており，細胞が 1回複製するのみで 5～ 10カ所の塩基
に複製エラーが生じることが知られている。よって，ゲノ
ム編集のオフターゲットにより生じた変異か細胞分裂の際
に生じる自然発症変異かを区別することは困難である。ま
た，ヒトゲノムの大部分の機能は未知であり，世界中のさ
まざまな人種 2,500人のゲノム配列を調べたところ，64億
塩基中約 9,000万塩基は個々人で異なっていることも報告
されており16），どの配列が正常でどれが異常であるのかを
判定することは難しい。よって，オフターゲットの危険性
をどのように評価するのかは，今後十分に検討されなけれ
ばならない。

　本稿では，近年のゲノム編集技術の進展について iPS細
胞との関連を中心に概説した。ゲノム編集を用いた研究は
さまざまな分野において精力的に行われており，2015年に
は中国からヒト胚にゲノム編集を行ったとする報告 17）ま
でなされている。特に生殖医療を考えた場合，人為的に個
体の能力を高める「エンハンスメント」に繋がる可能性や，
オフターゲットによる副作用の危険性など倫理問題も多
く，倫理面も十分に議論されながら，今後のゲノム編集研
究がなされなければならない。
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