
　ジンクフィンガーヌクレアーゼや TALエフェクターヌ
クレアーゼ（transcription activator-like effector nuclease：
TALEN）などが人工ヌクレアーゼを用いたゲノム編集技術
として知られていたが，近年，ゲノム編集を時間的および
技術的により容易にしたのが CRISPR/Cas9（clustered regu-

larly interspaced short palindromic repeats / Crispr associated 

protein 9）システムである。このシステムは CRISPRと呼ば
れる遺伝子配列がバクテリオファージの感染を阻害し，Cas

蛋白質ファミリーがバクテリオファージの DNAを切断す
ると報告されていた，細菌のバクテリオファージ感染の防
御機構の研究に由来する。2012年になり，ガイド RNA 

（gRNA）と呼ばれる短鎖RNAが標的となる遺伝子配列に特
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を切断することが明らかにされた1）。さらに，標
的となる DNA配列と相補的に gRNAを設計することで，
ヒト細胞中でも DNAを切断することが示され，以後急速
に普及した2～4）。最近では高速原子間力顕微鏡を用いるこ
とで Cas9 が DNAを切断する瞬間が撮影されるなど，更な
る研究の進展が期待されている5）。

　iPS細胞（induced pluripotent stem cell：人工多能性幹細胞）
のゲノム編集は活発に行われており，編集された iPS細胞
を腎臓系譜細胞に分化誘導し，ヒト腎臓の疾患や発生メカ

ニズムの解明のツールとする研究も盛んに行われている。
Kakuらは，転写因子である Pax2が胎生マウス腎臓の前駆
細胞であるネフロン前駆細胞の間葉上皮転換および尿管芽
の発生に必須であり，ヒトにおいても同遺伝子の変異が腎
低形成をきたすことに着目し，TALENを用いて PAX2を欠
失するヒト iPS細胞株を樹立した。そして，同グループは
PAX2を欠失したヒト iPS細胞を腎オルガノイドに分化誘
導し解析することで，マウスと異なり，ヒトにおいては
PAX2の欠失でも正常なネフロン前駆細胞の間葉上皮転換
が生じるが，糸球体上皮の形態形成に異常をきたすことを
発見した6）。さらに，PAX2を欠失したヒト iPS細胞を尿管
芽様の樹状構造へと分化誘導したところ，正常な樹状構造
が形成されず，PAX2が尿管芽の上皮化に必要であることを
明らかにした7）。
　またFreedmanらは，ポドサイトの細胞膜に存在する蛋白
質であるポドカリキシンをノックアウトしたヒト iPS細胞
株を樹立し，腎オルガノイドに分化誘導後，詳細な観察を
行うことにより，糸球体基底膜の微絨毛の正常な形成が失
われ，ポドサイト間の構造を保つことができないことを報
告した8,9）。さらに，同グループはポドカリキシンのノック
アウトマウスでも同様の所見を認め，尿の濾過ができなく
なっていることを報告し，糸球体基底膜におけるポドカリ
キシンの重要性を明らかにした8）。ヒトの腎臓発生過程や
生理機能に関しては不明な点も多いが，前述のようなヒト
iPS細胞由来の腎オルガノイドを用いた in vitroのアプロー
チでメカニズムを解明する研究にもゲノム編集技術は大い
に役立っている。
　多発性囊胞腎は PKD1（polycystic kidney disease type 1）ま
たは PKD2（polycystic kidney disease type 2）の遺伝子変異に
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よる機能喪失が原因とされている。FreedmanらはCRISPR/

Cas9システムを用いて PKD1または PKD2の遺伝子変異を
有するヒト ES細胞（embryonic stem cell：胚性幹細胞）株や
iPS細胞株を樹立し，腎オルガノイドに分化誘導すること
によって，培養皿上で腎囊胞を再現した9）。さらに，さま
ざまな条件下で腎オルガノイドを培養し，腎囊胞形成の初
期に微小環境や細胞接着が重要な役割を果たすことを明ら
かにした10）。
　このように，ヒト iPS細胞由来腎オルガノイドとゲノム
編集技術を組み合わせることで，in vitroで疾患モデルを作
製することが可能となり，今後，これらの疾患モデルを用
いた病態解析や薬剤スクリーニングなどの応用研究が進む
ものと期待される。

　遺伝子治療の最終ゴールは，遺伝子異常を修復すること
で患者を救命することである。人工ヌクレアーゼを用いた
遺伝子編集ではないが，ラミニン 332の遺伝子異常により
発症し，40%以上が思春期までに死亡する重篤な先天性皮
膚疾患である接合部型表皮水疱症において遺伝子治療が行
われた11）。具体的には，患者の皮膚細胞を，生体外でレト
ロウイルスを用いて遺伝子修復を行い，その表皮シートを
皮膚移植することで，全身の 87%の皮膚が遺伝子修復済み
皮膚幹細胞由来のものに置換することができ，救命に成功
したと報告された。また，血液腫瘍などの疾患において臨
床での遺伝子治療にゲノム編集技術はすでに多く活用され
ている。CRISPR/Cas9システムを用いたものに限れば，初
めてのヒト対象の遺伝子治療の臨床試験が，進行した肺が
んに対して中国で進行中である（NCT02793856）。これは生
体外で T細胞に遺伝子編集を行い，肺がんに対する免疫療
法の効果を評価したものである。しかしながら生体内で遺
伝子治療を行うためには，目的の細胞種に遺伝子導入を行
える適切なベクターが存在するか否かが問題となる。生体
内での遺伝子改変技術としてウイルスベクターは古くから
用いられているが，この分野も発展が著しい。例えば，近
年 Cre recombination-based AAV targeted evolution（CREATE）
と呼ばれる生体内の Creを発現する特定の細胞への感染効
率を向上させるアデノ随伴ウイルス（adeno-associated 

virus：AAV）の選択システムが報告された12）。腎臓などへ
の応用も可能と考えられるが，報告では実用例として，成
体脳のニューロンおよびアストロサイトへの感染効率を
40倍も向上させた AAVが作製された。

　レトロウイルスやレンチウイルスなどを用いてゲノム編
集を行う場合は，ウイルスゲノムがランダムもしくは不正
確に目的細胞に挿入されてしまう可能性がある。また，ウ
イルスゲノムが目的細胞に挿入されないアデノウイルスや
AAVを用いて，CRISPR/Cas9システムを目的細胞内に導入
しても，オフターゲット効果と呼ばれる目的外の部位への
意図しないゲノムの挿入や欠失変異が一定の割合で起こる
ことが知られている。がん抑制遺伝子などに変異が入れば
最悪の場合，腫瘍化する危険性があるが，オフターゲット
効果の発生を予測することや，それによる結果を評価する
方法はいまだ十分には開発されていない13）。また，目的細
胞のすべてがゲノム編集できていない場合，ゲノム編集さ
れた細胞とゲノム編集されていない細胞がモザイクで存在
する状態となる。この点も遺伝子治療を目指す場合，治療
対象の疾患によっては大きな問題となる可能性がある。
　臨床応用に向けて特定の細胞種のみに特異的にゲノム編
集を行う技術も研究されている。遺伝子治療などを行うた
めに，目的の細胞に特異的に感染するウイルスベクターを
用いて遺伝子を導入するといった技術は古くから研究され
ていた。しかし前述したように，レトロウイルスやレンチ
ウイルスはゲノムにランダムに組み込まれ，感染細胞が腫
瘍化する危険性などの問題があった14）。そこで，細胞種に
よって異なる活性を有するマイクロ RNAが存在すること
を利用し，マイクロ RNAの活性を細胞の標識として活用
したCas9システムの応用技術が開発された。これは，マイ
クロ RNAの活性が高いと Cas9の産生が抑制（オフ），また
は，促進（オン）させるシステムで，細胞種が混在した状況
において，特定の細胞種のみを特異的にゲノム編集可能に
すると報告されている15）。
　また，これまでの細胞周期に依存した遺伝子組換え技術
である相同組換え（homologous recombination：HR）では，非
分裂細胞へのゲノム編集は困難であった。一方，DNA二重
鎖の切断修復機構である非相同末端結合（non-homologous 

end joining：NHEJ）は，分裂を停止した細胞でも切断された
末端を直接に結合しゲノム編集できることが知られてい
た。Suzukiらは，NHEJと CRISPR/Cas9システムを巧みに
組み合わせることで，非分裂細胞のゲノムの標的部位に目
的の配列をノックインすることを可能にする，相同配列を
必要としない標的部位特異的な遺伝子ノックイン技術
（homology-independent targeted integration：HITI）を開発した
（図 1）16）。さらに，同グループはこの技術を用いて網膜色
素変性症モデルラットへの遺伝子治療に成功したと報告し
ている。
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　CRISPR/Cas9システムのオフターゲット効果の改善に関
してはさまざまな研究がなされている。標的配列の選択法
の工夫や，ダブルニッキング法，短いターゲットを gRNA

に用いる方法などが考案されているが，DNA切断活性がな
いdCas9と呼ばれる変異Cas9を利用した研究も進展してい
る（図 2）。DNAを切断せず，1塩基を置換することで直接
ゲノムを編集する技術である。塩基のC（シトシン）をT（チ
ミン）に変換する活性を有するドメインを dCas9に連結す
ることで，ターゲット配列近傍の塩基を変換することが可
能となった。これらの 1塩基編集法は従来の方法より効率
的に 1塩基の修正を行うことができ，想定外の DNA修飾
を起こしにくく，また，ゲノム中のランダムな欠失や挿入
が非常に少ないため現在注目されている。従来は，G-C塩
基対からA-T塩基対への転位のみが可能であったが 17～19），
最近では新しいアデニン塩基エディターが開発され，A-T

塩基対からG-C塩基対への転位が可能となった20）。既存の
1塩基対変化の疾患は約半分が G-C塩基対から A-T塩基対
への変異が関係しているといわれ，疾患研究や治療への応
用が期待される。

　塩基配列以外に遺伝子発現を調節する機構として，シト
シンのメチル化などのエピゲノム修飾が知られている。ゲ
ノム DNAの編集技術ではないが，DNAのメチル基を除去
するTET1と呼ばれるドメインとdCas9を連結することで，
塩基配列特異的な脱メチル化を介し遺伝子発現を上昇させ
ることに成功したとの報告がある（図 2）21）。また，dCas9に
遺伝子発現を抑制する KRABドメインや遺伝子発現を活
性化する VP64ドメインを連結することで，目的の遺伝子
発現の抑制または活性化を行えるという画期的な報告もな
されている22）。腎臓研究領域に応用したものとしては，

 ゲノム編集技術の改良
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図 1　DNA切断活性を有する Cas9を用いた CRISPR/Cas9システムによるゲノム編集
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 recombination：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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dCas9や Cas9とMS2-p65-HSF1と呼ばれる転写活性複合体
を認識するgRNAを用いたエピゲノムの修飾により，in vivo

で目的遺伝子の転写活性化を行った報告がある23）。同報告
ではシスプラチン誘発性急性腎障害（acute kidney injury：
AKI）モデルマウスに，遺伝子特異的なエピゲノム編集
AAVを尾静脈から注入し，生体内で目的遺伝子のエピゲノ
ム編集を行うことで，加齢や AKIで発現が低下する Klotho

を 158倍に，AKIにおいて腎保護作用があると報告のある
IL-10を 2,553倍にそれぞれ発現を上昇させ，AKIに対する
治療効果および生存期間の延長に成功した。

　目的臓器の形成に必須の遺伝子をノックアウトしたホス
ト動物の受精卵胚盤胞に iPS細胞や ES細胞などの多能性
幹細胞を注入すると，ホスト動物の中で多能性幹細胞がそ
の臓器に分化する（補完する）ことが報告されており，この
仕組みを利用し，本来形成されない目的臓器をホスト動物
の中で作製させる技術が胚盤胞補完法である。そして，腎

臓形成に必須の遺伝子である Sall1のノックアウトマウス
の胚に野生型マウス ES細胞を注入することで，ドナー由
来の腎組織の作製に成功したとの報告がある24,25）。この報
告では，ターゲッティングベクターを用いた相同組換え
ES細胞からノックアウトマウスを作製しているが 26），
CRISPR/Cas9システムの登場により，臓器形成に必須の遺
伝子をノックアウトする過程が迅速化し27），胚盤胞補完法
を用いた研究が加速すると考えられる。これらの研究は，
最終的にはヒト臓器を他の動物に作らせることを目的とし
たキメラ動物を作製する研究への応用も考えられている28）。
近年，文部科学省内でもヒトの臓器を有する動物の作製を
条件付きで認めるかどうか活発に議論がなされているが，
ヒトのキメラ動物に関しては，日本においては研究者以外
のコンセンサスが十分に得られていないのが現状であるた
め，慎重に研究内容を検討する必要がある29）。

　本研究領域に関して，倫理的な議論と規制などの法整備

 胚盤胞補完法への応用

 ヒト胚へのゲノム編集

556 腎臓病とゲノム編集技術

ガイドRNA

切断されない

エピゲノム修飾

目的遺伝子の発現制御目的遺伝子の機能回復

１塩基置換による疾患原因変異修復

付属ドメイン

（変異）Cas9ヌクレアーゼ
5’
3’

3’
5’

5’
3’

3’
5’

5’
3’

3’
5’

図 2　Cas9や DNA切断活性がない変異 Cas9を利用したゲノム編集技術や遺伝子発現調節技術
1塩基置換やメチル化修飾が可能な付属ドメインを（変異）Cas9ヌクレアーゼとともに利用するこ
とで，ガイド RNAによる目的遺伝子特異的な遺伝子修復やエピゲノム修飾が可能となる。



が世界的に進行中である一方で，ヒト胚へのゲノム編集に
関してもすでに多くの報告がなされている。ゲノム変異を
修正し治療につなげる方向性と，ヒト発生メカニズムを解
明する方向性である30）。
　ヒト胚のゲノムの修正を目指す研究としては，安全性へ
の懸念から多くの議論がなされている。主な懸念は，ゲノ
ム編集した細胞が生殖細胞系譜へと伝わり，未来の人類が
変わってしまうのではないかということである31）。特に，
ヒト胚のゲノムを編集することで，親が望む知能指数や運
動能力，寿命を持ったデザイナーベイビーを産み出すビジ
ネスへの傾倒を招きかねないとの懸念も根強い。
　また，ヒト発生メカニズムの解明に関して，ヒト胚にお
いて OCT4のゲノム編集を行った報告がある。従来，Oct4

はマウスにおいて胚体外内胚葉と内部細胞塊の特定化に必
要と考えられているものの32,33），ヒトにおいては十分に評
価されていなかった。しかし，内部細胞塊由来の細胞株で
あるヒト ES細胞に対して，CRISPR/Cas9システムとテト
ラサイクリン発現誘導システムを組み合わせることで，時
間的に高効率なノックダウンが可能となり，ヒトの発生に
おける OCT4の重要性が明らかにされた34）。しかし，ES細
胞以前の段階，すなわち，ヒト胚において内部細胞塊と胚
体外内胚葉に分かれる段階や，その前の段階において
OCT4がどのような役割を担っているかは不明であった。
Fogartyらはヒト胚へのOCT4のゲノム編集により胚盤胞の
形成が正常に起こらないことを発見した。この知見は，ヒ
トにおいては，OCT4がマウスの発生過程より早期の段階
で重要な役割を果たすことを示している35）。ヒト初期発生
学は他の動物の発生で得られた知見と多能性幹細胞を用い
た研究の結果を基に考察されることが多いが，近年のヒト
胚に対するゲノム編集技術の進歩が，ヒト初期発生学に
とって大きな転換点となることは間違いない。

　本稿では，CRISPR/Cas9システムを用いたゲノム編集の
概要と腎臓関連の研究・治療への応用についての知見を概
説し，最近のゲノム編集に関連した話題を紹介した。腎臓
の疾患，発生メカニズムに関する研究がさらに加速し，そ
の知見や技術が一日も早く患者さんのもとに届くことを期
待しつつ，結びの言葉としたい。
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