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近年のゲノム編集技術の発達により，多くの生
物種において遺伝学的な解析が可能となった。な
かでも，CRISPR/Cas9 を利用したシステムはガ
イド RNA の配列を変更するだけで多数の遺伝子
を標的とすることが可能であり，扱いが簡便で汎
用性が高いことから広く普及している。本稿で
は，CRISPR/Cas9 を用いたノックアウトによる
順遺伝学的スクリーニングに関する知見を中心に
解説する。

Ⅰ．CRISPR/Cas9システム
CRISPR/Cas（clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats/CRISPR-associated 
protein）は，細菌や古細菌における外来の遺伝性
因子（ファージやプラスミド）に対する獲得免疫
機構である。その構成タンパク質によって幾つか
のクラス・サブタイプに分けることができ，Ⅱ型
CRISPR/Cas システムの 1 つを構成する Cas9 が
遺伝子工学的に現在最も利用されている。Cas9
はエンドヌクレアーゼであり，ガイド RNA と複
合体を形成することでその RNA と相補的な配列
を持つ DNA を切断する。Cas9 が DNA に結合す
るためには標的配列に続いて PAM（protospacer 
adjacent motifs）配列の存在が必須であり，由来
する細菌種や Cas の種類によって決まっている。
例えば，化膿レンサ球菌（Streptococcus pyogenes）

由来 Cas9 の PAM は“NGG”（G はグアニン，N は
どの塩基でもよい）という単純な配列であり，制
約はあるもののゲノム DNA の多くの領域を標的
にできる。最近では，異なる PAM 配列に対して
も活性を持つ Cas9 変異体の開発が進んでおり，
標的配列の制約は更に少なくなると期待される 1）。

Cas9 によって二本鎖切断された DNA は非相同
末端結合によって修復され，そのときランダムに
短い挿入欠失や変異が起こることでフレームシフ
トや未成熟終止コドンが誘発され，標的遺伝子の
タンパク質機能が損なわれる（図 1A）。RNA 干渉
法（RNAi）と比較すると，CRISPR はゲノム DNA
に変異を導入することで遺伝子の機能を完全に失
わせることができると期待され，また RNAi より
もオフターゲット効果（目的とする遺伝子以外が
標的となってしまうこと）が少ないことが報告さ
れている 2）。そのため，CRISPR による遺伝子
ノックアウトは，表現型観察によって遺伝子機能
を解析するための重要な研究手法として多くの実
験系で採用されている。

また，Cas9 がガイド RNA の標的配列に特異
的に結合することを利用して，遺伝子ノックアウ
ト以外にも CRISPR/Cas9 システムが拡張されて
いる。例えば，ヌクレアーゼドメインに変異を導
入した不活性型 Cas9（dCas9，nuclease-deficient 
Cas9）を蛍光タンパク質や様々な酵素ドメインと
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融合させることで，特定の DNA 領域にそれらの
分子を結合させ，遺伝子発現の亢進や抑制，塩基
の編集，顕微鏡下での可視化などが可能となって
いる（図 1B）。

Ⅱ．�CRISPRを用いたハイスループッ
トノックアウトスクリーニング

CRISPR を用いた強力な研究手法の一つが，ハ
イスループットな遺伝学的スクリーニングによっ
て表現型と遺伝型の相関をバイアスなく網羅的に
解析することである。異なる遺伝子（あるいは遺
伝子調節領域）配列に標的を持つ多数のガイド
RNA をプールして 1 つのライブラリーとし，そ
れを 1 細胞あたり 1 ガイド RNA となるように細
胞集団に導入することで，それぞれ異なる遺伝子
がノックアウトされた変異細胞の集団を作製する
ことができる。この変異細胞集団に対して様々な
選択圧をかけ，集団中での割合（頻度）が変化し
たガイド RNA を調べることによって，どのガイ
ド RNA の標的遺伝子が選択圧に対する細胞の応
答に関与したか同定することができる。

図2AはCRISPRスクリーニングの1例であり，
細胞の生存・増殖に必須な因子を同定する実験の
一般的な流れを示す。① まず，スクリーニング

に用いる細胞に対して Cas9 発現ベクターをレン
チウイルスなどによって導入し，Cas9 発現細胞
を樹立する。② その細胞にガイド RNA 発現ベク
ターのライブラリーをレンチウイルスによって導
入し，変異細胞の集団を作製する。③ ここで細
胞集団の一部を回収し，コントロール群とする。
④ 残りの細胞集団は継代を続け，一定期間継代
したのちに回収し，実験群とする。⑤ コント
ロール群と実験群の細胞からゲノム DNA を抽出
し，ガイド RNA 領域を PCR で増幅したのちに
次世代シーケンサーを用いて配列を特定する。
⑥ それぞれの細胞集団に含まれるガイド RNA の
数を比較する。ただし，細胞の生存に必須な遺伝
子の場合には，コントロール群回収の前にそれを
標的とするガイド RNA が減少することが予想さ
れるため，プラスミドライブラリーに含まれるガ
イド RNA の数と実験群の細胞集団中のガイド
RNA の数を比較することも行われる。

これはネガティブセレクションと呼ばれるもの
で，増殖速度による選択を行ったのちに変異細胞
集団中で頻度が減少したガイド RNA を調べるこ
とによって，細胞の生存・増殖がどの遺伝子に依
存しているのかを明らかにすることができる。増
殖を指標とするスクリーニングの他の例として，
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図 1 　CRISPR によるゲノム編集とその応用
A. CRISPR/Cas9 による遺伝子編集。
B. CRISPR/Cas9 システムの様々な利用方法。KRAB：転写抑制ドメイン，TA：転写活性化ドメイン，BE：塩基編集ド
メイン
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変異集団を作製したのちに集団を 2 つに分け，薬
剤を処理した細胞集団と，未処理の細胞集団を比
較する実験系があり，薬剤への抵抗性に関与する
遺伝子を探索するために行われる（図 2B）。薬剤
の作用機序にもよるが，用いる薬剤の濃度によっ
てポジティブセレクション（ガイド RNA が増加＝
ノックアウトすることによって細胞が薬剤耐性に
なる遺伝子）とネガティブセレクション（ノック
アウトすることによって細胞が薬剤高感受性とな
る遺伝子）の両方のスクリーニングが可能であ
る。例えば，がん細胞の治療に使う薬剤に対する
抵抗性獲得の分子機構の解明や，相乗効果を示す
薬剤標的の探索につながるスクリーニングなどが
行われている。

また，細胞の増殖を指標とする代わりに，レ
ポータータンパク質などの遺伝子発現の変化や細
胞の形態変化などを指標とし，フローサイトメト
リー（FACS）を用いて特定の細胞集団をスクリー
ニングすることも可能である。

Ⅲ．�CRISPRスクリーニングを実施
するうえでのポイント

実際にスクリーニングを行ううえで，幾つか押
さえておくべき点を以下に述べる。より詳細な手

順はほかも参照されたい 3）。
①まず，CRISPR スクリーニングによって高感

度に候補因子を検出するためには，Cas9 による
遺伝子編集効率の高い細胞を樹立することが非常
に重要である。特にネガティブセレクションスク
リーニングの場合には，編集がうまくいかず野生
型の遺伝子を発現する細胞が集団中に混じると，
検出感度が大きく低下してしまう。原理的には
Cas9 とガイド RNA を 1 つのベクターに組み込
んだ（シングルベクターシステム）ライブラリー
を細胞に導入することも可能であるが，細胞ごと
の Cas9 の発現のばらつきが大きくなりノイズが
増えてしまう。Cas9 発現細胞を樹立したのちに
ガイド RNA ライブラリーを導入したほうが，感
度が高く再現性のあるスクリーニング結果につな
がると考えられる。ただし，Cas9 発現株の樹立
が困難な初代培養の細胞や一部の細胞株の場合に
は，シングルベクターシステムを検討することも
できる。細胞株を用いる場合，Cas9 発現細胞は
必ずしも単一のクローンである必要はなく，十分
な編集効率が確認できるようであれば，抗生物質
あるいは FACS による選択で樹立したヘテロな
細胞集団を用いても問題ない。

一方，効率が十分でないならば編集効率のよい

図 2 　細胞の生存・増殖を指標とした CRISPR スクリーニング
A. CRISPR ノックアウトスクリーニングの流れ。図中の番号は本文参照。
B. 薬剤への感受性に影響を与える因子のスクリーニング。

Cas9

ガイドRNAライブラリー

ウイルスパッケージング
シーケンシング

0

増加

減少
データ解析

ガ
イ
ド
RN
A
数
の
変
化

（
lo
gス
ケ
ー
ル
）

0

増加

減少ガ
イ
ド
RN
A
数
の
変
化

（
lo
gス
ケ
ー
ル
）

コントロール

変異細胞の集団

継代

比較対照

変異細胞の集団 薬剤処理
薬剤耐性

薬剤高感受性

遺伝子

ゲノムDNA抽出，ライブラリー作製
③

②

①
細胞

④ ⑤
⑥

A．

B．

コントロール

2026/09/27 00:53:18



617生体の科学　71 巻 6 号・2020 年 12 月

クローンを選択して実験に用いる。細胞内での
Cas9 による編集効率は，例えば図 3A に示すよう
なレポーターベクターを導入することで FACS
を用いて測定できる 4）。また，細胞周期の進行や
DNA 複製に重要な因子といった必須遺伝子を標
的としたガイド RNA を導入したときに，強い増
殖阻害の表現型が観察できるかといったことでも
確認できる（図 3B）。後者の実験は，その細胞で
実際に必須遺伝子をノックアウトした際に観察さ
れる表現型を知ることで，スクリーニングで取得
する候補遺伝子をノックアウトした際に期待され
る表現型を推測できるようになるという点で有用
である。Cas9 の発現も一般的な導入遺伝子と同
様，長期間培養すると遺伝子サイレンシングなど
により Cas9 発現量の少ない細胞が現れる場合が
あるため，スクリーニングに使用する前に Cas9
の編集効率を確認したほうがよい。

②ガイド RNA ライブラリーを細胞に導入する
際には，1 つの細胞に 1 つのガイド RNA が導入
されるように調節し，1 遺伝子のみがノックアウ
トされた細胞集団を作製する。これは，ウイルス
による形質転換効率が 30％前後になるように感
染させることで達成できる。スクリーニングを始
める前に，異なるウイルス量を用いて細胞に感染
させ，形質転換効率を測定しておく。筆者らのベ
クターのように，蛍光タンパク質がベクターに含
まれている場合には，FACS 解析によって感染効
率を判断できる 4）。一方，抗生物質耐性遺伝子の

みがベクターに含まれている場合には，薬剤選択
後の細胞の生存率から計算する 5）。FACS や抗生
物質を用いて非感染細胞を除き，ガイド RNA が
導入された細胞集団に対して目的のスクリーニン
グを行う。

③スクリーニングのすべての作業ステップで，
十分な数の細胞および DNA 分子数を維持するこ
とが重要である。通常，CRISPR ライブラリーの
サイズ（全ガイド RNA 数，Representation）の
300-500 倍程度を維持することが多い。プラスミ
ドライブラリーの増幅，細胞へのウイルス感染，
細胞の継代，シーケンスライブラリーの作製と
いったそれぞれの過程でこの数を下回らないよう
に維持しないと，各ステップで増幅されたノイズ
を含むばらつきの大きな結果を招いてしまう。高
いRepresentationを維持したほうが実験ごとのノ
イズは少ないが，培養スペースの確保や費用の問
題が伴うため，きちんと研究計画を練る必要があ
る。実験条件によっては低いRepresentationで複
数回実験を行う（レプリケートをとる）ことでも
しっかりしたデータとなる。筆者らはウイルス感
染時に100×Representation，細胞継代時に500×
Representation を維持し，2-3 回のレプリケート
をとったデータをあわせることで信頼性の高いス
クリーニング結果を得ている 6）。

Ⅳ．CRISPRガイドRNAライブラリー

スクリーニングで用いられるガイド RNA ライ

図 3 　細胞内の Cas9 活性の測定方法
A. Cas9 活性を調べるレポーターコンストラクト。導入した細胞の Cas9 活性が高ければ BFP のみ陽性に，Cas9 活性が低
ければ BFP/GFP ともに陽性になる。gGFP：GFP を標的とするガイド RNA。
B. GFP とリンクしたガイド RNA を細胞に導入後，集団中の GFP の割合の変化を測定することで，必須遺伝子がノック
アウトされた細胞が効率よく集団中から除去されるか確認する実験系。
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ブラリーには次のようなものがある。筆者らの作
製したライブラリーを含め，これまでに論文で発
表 さ れ た CRISPR ラ イ ブ ラ リ ー の 多 く は
Addgeneのウェブサイト（https：//www.addgene.
org/crispr/libraries/）にまとめられており，入手
可能である。

1．ゲノムワイドライブラリー
網羅的な遺伝学的スクリーニングを実施する場

合には，全遺伝子を標的としたガイド RNA ライ
ブラリーを用いる。これまでにヒトやマウスなど
のゲノムワイドライブラリーが複数の研究室にお
いて報告されており，筆者らも独自のゲノムワイ
ドガイド RNA ライブラリーを作製済みである 4）。
筆者らの最新のライブラリーは，初期に設計され
たライブラリーを用いたスクリーニングデータを
もとにしてガイド RNA の設計を最適化してあ
る。また，発現ベクターにもガイド RNA がより
安定的に発現するような改良が加えてあり，それ
までのゲノムワイドライブラリーと比較してネガ
ティブセレクションの効率が大幅に改善された。
マウスゲノムワイドCRISPRライブラリー（v2）は
18,424 遺伝子を標的とし，95％以上の遺伝子で 5
つ以上のガイド RNA が設計してあり，合計
90,230 のガイド RNA から構成されている。ヒト
ゲノムワイド CRISPR ライブラリーも同様の設計
で 18,010 遺伝子を標的とし，合計 90,709 のガイ
ド RNA を含んでいる。

筆者らは，このゲノムワイドライブラリーを用
いてがん細胞 30 種 324 株を対象とした CRISPR
ノックアウトスクリーニングを実施し，各がん細
胞株における生存・増殖に必須な遺伝子のデータ
を大規模に取得した 6）。これをもとに様々なコン
ピューター解析を行うことで，それぞれのがん種
ごとの必須遺伝子や，がん遺伝子変異の有無と相
関関係を示す必須遺伝子の同定および有効な分子
標的薬の候補の探索を行った。このスクリーニン
グ結果から構築したがん細胞株の遺伝子依存性
データベースは公開しており（Cancer Depen-
dency Map, https：//depmap.sanger.ac.uk/）， ブ
ロード研究所の DepMap データベース（https：//
depmap.org/portal/）とあわせて 7, 8），多くのがん
研究者・製薬会社に有用な情報を提供するものと

期待している。
2．サブライブラリー
ゲノムワイドライブラリーは含まれるガイド

RNA の数が多い（ライブラリーサイズが大きい）
ため，研究対象によってはスクリーニングに十分
な細胞数の確保が困難となる。この場合は，研究
の目的に応じて事前に標的を絞り込むことで，小
さなサイズのライブラリーを用いたスクリーニン
グが可能になる。特定の細胞機能に重要な遺伝子
群を対象にしたサブライブラリーが設計され，公
開されている。また，自分たちが興味を持つ遺伝
子のみを標的とするガイド RNA ライブラリー
も，合成オリゴ DNA をガイド RNA 発現ベク
ターにクローニングするだけで容易に作製するこ
とができる。

3．機能ドメイン標的ライブラリー
CRISPR を用いて遺伝子を完全にノックアウト

しようとする場合，挿入・欠失や変異に伴って生
じる早期終止コドンによってそれ以降のアミノ酸
が発現しなくなることを期待するため，標的遺伝
子の 5’ 側エクソン（開始コドン直下など）に対し
てガイド RNA を設計する場合が多い。しかし，
CRISPR による変異はランダムに起こるため，あ
る確率でフレームシフトを伴わない変異（インフ
レーム変異）となる。これは，もし遺伝子の 3’ 側
にタンパク質の機能ドメインがコードされている
場合に，機能的なタンパク質が発現し続けること
を意味する。クローニングして解析する場合に
は，正しくノックアウトされた細胞を選択すれば
その後の解析に支障はでないが，スクリーニング
時にインフレーム変異を持つ細胞を選択的に除く
ことは困難であり，ネガティブセレクションスク
リーニングでの検出感度を低下させる原因とな
る。一方，タンパク質の機能ドメインを選択的に
ガイド RNA の標的とすることで，インフレーム
変異が起こった場合でもタンパク質の機能を欠損
させることができること，それによって集団中の
機能的ヌル変異の割合が増加して，高感度に候補
因子を同定できることが示された（図 4A，B） 9）。
筆者らはこの機能ドメイン標的戦略を更に発展さ
せ，キナーゼや DNA 結合ドメインなどを標的と
したガイド RNA ライブラリーを独自に構築し
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た。実際にキナーゼドメインを標的としたスク
リーニングでは，従来のライブラリーと比較して
高感度にがん細胞の必須遺伝子を同定することが
可能となっている（図 4C）。筆者らは，これまで
に複数のがん細胞株において機能ドメイン標的
ノックアウトスクリーニングを実施しており，急
性骨髄性白血病（AML）細胞では必須遺伝子とし
て新規のキナーゼおよび転写調節因子を見いだし
ている 10, 11）。

おわりに

CRIPSR/Cas9 による遺伝子編集技術は広く普
及して誰でも手軽に扱えるものとなっているが，
実際に大規模なスクリーニングを行うには多少の
準備が必要である。本稿が，未知の分子機構を明
らかにするうえで強力な遺伝学的解析ツールとな
る CRISPR スクリーニングの技術を身近に感じ
てもらえる手助けになることを期待する。
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図 4 　機能ドメインを標的とする CRISPR ノックアウト戦略
A. ガイド RNA をタンパク質の機能ドメイン外に設計した場合，二倍体細胞では集団中の 5/9 の細胞がインフレーム変異
を持つ機能的なタンパク質を発現し得る。機能ドメインを標的とすることで機能的ヌルの割合が高まる。
B. 変異導入された細胞の集団中での継時的な割合（文献 9 を参考に作成した模式図）
C. 各ライブラリーを用いたスクリーニングの実際の結果。GeCKO はキナーゼ遺伝子のデータのみを抽出
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