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抄　　録
　近年，Zinc Finger Nucleases（ZFNs），Transcription Activator-Like Effector Nucleases（TALENs），
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats（CRISPR）/CRISPR-associated proteins
（Cas）といったゲノム編集ツールの開発により，哺乳類細胞でのゲノム編集が広く普及した．こ
れらのツールは，ゲノム中の特定配列を探索・認識し，DNA損傷を誘発することでゲノム改変を
可能にする．DNA損傷の種類に応じて特定の DNA修復機構が機能し，その過程でゲノム配列が
変化することがある．ゲノム編集は，このような DNA修復機構を利用して意図的にゲノムを改変
する技術である．
　本稿では，代表的な DNA修復機構と，ゲノム編集ツールによって誘発される DNA損傷が修復
機構を介してゲノムを改変する仕組みについて概説する．

キーワード：DNA修復，ゲノム編集，CRISPR/Cas9，ニッカーゼ，遺伝子治療．

Abstract

　　Recent developments in genome editing tools, such as Zinc Finger Nucleases（ZFNs）, 
Transcription Activator-Like Effector Nucleases（TALENs）, and Clustered Regularly Interspaced 
Short Palindromic Repeats（CRISPR）/CRISPR-associated proteins（Cas）, have facilitated the 
widespread application of genome editing in mammalian cells.  These tools recognize and target 
specific sequences in the genome, inducing DNA damage, which enables genome modification. 
Depending on the type of DNA damage, specific DNA repair mechanisms are activated, which can 
result in changes to the genome sequence.  Genome editing harnesses these DNA repair mechanisms 
to intentionally modify the genome.
　　This review provides an overview of the major DNA repair mechanisms and explains how DNA 
damage induced by genome editing tools is repaired through these mechanisms to achieve genome 
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主要なDNA修復機構の概要

ミスマッチ修復
（mismatch repair: MMR）

　DNA複製過程では，アデニン（A）とチミ
ン（T），グアニン（G）とシトシン（C）が塩
基対を形成するように，新生鎖にヌクレオチド
が順次結合していく．DNAポリメラーゼには
校正機能が備わっており，誤ったヌクレオチド
が付加された場合には迅速に除去される．しか
し，まれに誤ったヌクレオチドが付加されたま
ま複製が進行することがある．このような場合，
MMR機構が作動し，ミスマッチを含む DNA
鎖の一部が削り取られ，DNAポリメラーゼに
より新たにヌクレオチドが付加されることで，
ミスマッチが修正される1）（図 1a）．もしMMR
が正確に機能しない場合，DNA複製と細胞分
裂を経て変異が娘細胞に受け継がれ，細胞内に
変異が蓄積することとなる 1）．
　MMRに関与する主要な遺伝子には，MLH1, 
MSH2, MSH6, PMS2などがある．これらの遺
伝子変異は，遺伝性非ポリポーシス大腸癌
（Lynch症候群）の原因として広く知られてい
る 2）．
　ミスマッチが発生した際には，必ず誤ったヌ
クレオチドを修正しなくてはならない．MMR
は，複製過程において新生鎖と鋳型鎖を区別す
ることによって，誤ったヌクレオチドを認識し
修正する．この際，新生鎖が部分的に未連結状
態（リガーゼによる連結が未完了）であること
が手がかりとして利用される．

塩基除去修復
（Base Excision Repair: BER）

　DNA塩基は日常的に化学的損傷を受ける．
特に脱アミノ化は頻繁に発生し，例えば Cが
脱アミノ化されるとウラシル（U）に変化する．

この変化が修復されない場合，DNA複製を経
て C:G塩基対が T:A塩基対に変異する可能性
がある．同様に，Aがヒポキサンチンに脱アミ
ノ化されると，A:T塩基対が G:C塩基対に変
異することがある．B細胞における免疫グロブ
リン遺伝子の可変領域に突然変異を導入する体
細胞超変異（somatic hypermutation）は，抗
体の多様性を生み出すプロセスであり， Activa-
tion-Induced（Cytidine）Deaminase（AID）
による Cの脱アミノ化や error-prone DNAポ
リメラーゼによって多くの突然変異が導入され
る 3）．このような特殊な状況を除き，DNA塩
基の化学的損傷は BERにより修復される 4）．
　BERの修復プロセスでは，損傷した塩基が
特異的なグリコシラーゼによって切除され，ア
ピリミジン（AP）サイトが形成される．例えば，
Uが DNA中に出現した場合，ウラシル -DNA
グリコシラーゼ（UNG）がそれを検出し，U
を切除する．その後，APサイトは APエンド
ヌクレアーゼにより除去される．この過程で欠
損したヌクレオチドは DNAポリメラーゼに
よって埋められ，最終的に DNAリガーゼに
よってニック（ヌクレオチド間のリン酸基と水
酸基が結合していない状態）が修復される5）（図
1b）．酸化損傷やアルキル化損傷に対しても
BERが機能し，DNAの安定性が維持される 5）．

DNA二本鎖切断
（double-strand break: DSB）修復

　DNA一本鎖の損傷は，無傷の相補鎖を鋳型
として利用することで正確に修復できる．
MMR, BER, ヌクレオチド除去修復（NER）な
どの異なるDNA修復機構が，損傷部分を除去
し，鋳型鎖を基にDNAポリメラーゼで配列を
復元するという共通のメカニズムを利用してい
る．しかし，電離放射線などによってDNAの
二本鎖が同時に損傷した場合，このようなメカ
ニズムでは修復できない．DSBの修復には，

modifications.

Key Words: DNA repair, Genome editing, CRISPR/Cas9, Nickase, Gene therapy.
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以下の二つの主要なメカニズムが利用される．
1．DSB端を直接つなぐ方法
　この方法には，非相同末端結合（non-homol-
ogous end joining: NHEJ），alternative end 
joining（Alt-EJ），single-strand annealing（SSA）
などが含まれる．Alt-EJおよび SSAは，短い
相補配列を利用することから，マイクロホモロ
ジー介在性末端結合（microhomology-mediated 
end joining: MMEJ）とも呼ばれる．これらの
修復機構では，DNA損傷時に失われた配列情
報を回復することはできない．
2．姉妹染色分体を鋳型に用いる方法
　これは相同組換え（homologous recombina-
tion: HR）と呼ばれ，損傷発生前に複製されて
いた姉妹染色分体を鋳型として利用すること
で，配列情報を正確に回復することができる 6）．

　なお，MMEJと HRは共にホモロジーを利
用するため，homology-directed repair（HDR）
と総称されることもある．以下では，DSB修
復機構についてもう少し詳しく説明する．

NHEJとMMEJ

　NHEJは，DSB修復において最も迅速かつ
頻繁に利用される機構である．NHEJでは，
DSB断端プロセッシングにより，ヌクレオチ
ドが欠失したり付加されたりすることがある
（図 2a）．ただし，必ずしも変異が伴うわけで
はなく，断端処理が最小限の場合には正確に修
復されることもある．
　NHEJは，外因性 DSBの修復だけでなく，
免疫グロブリンや T細胞受容体の産生におけ
る V（D）J recombinationの過程で生じる内

図 1　MMRと BER
　　　MMRは，未結合の状態が残存する DNA鎖において，誤ったヌクレオチドを認識す

ることで機能する．この修復機構では，ミスマッチを形成しているヌクレオチドだけで
なく，その周囲のヌクレオチドも一緒に除去され，その後，DNAポリメラーゼによっ
て正しい塩基配列が合成される．

　　　一方，BERは，脱アミノ化，酸化損傷，アルキル化損傷，脱プリン化，脱ピリミジン
化などによる DNA損傷を修復する．この修復機構では，損傷した塩基が特異的に認識
され，最初に apurinic/apyrimidinic（AP）サイトが形成される．その後，APサイトの
みが修復される場合や，数ヌクレオチドが除去された上で修復が行われる場合がある．
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因性 DSBの修復でも重要な役割を果たす．V
（D）J  recombinationにおける NHEJでは，
Ar temis 7），Cer nunnos（XLF）8），LIG49），
DNA-PKcs10）などの分子が必須であり，それら
の異常は放射線高感受性を伴う原発性複合型免
疫不全症の原因となる．一方で，LIG4ととも
に機能する XRCC4の変異は，免疫不全を引き
起こさない場合もあると報告されている 11）．
MMEJでは，DSB端を結合する際に，両端の
短い相補配列（マイクロホモロジー領域）を利
用する．MMEJでは，ほとんどの場合，配列
情報が欠失する（図 2b）．

H　　　　　R

　HRによる DNA修復過程は複雑である．ま
ず，5′末端の DNA鎖において，MRE11がエ
ンドヌクレアーゼとして機能し，DNA鎖上に
ニックを入れる．その後，ニックを起点に両方

向へ DNAが削り込まれる DNA end resection
が進行する 12）．その結果，3′末端の一本鎖
DNA（ssDNA）が形成される．
　RAD51は，ヌクレオソームから DNAを解
離させながら ssDNAに巻き付き，フィラメン
ト状の構造を形成する 13）．この RAD51-ssDNA
フィラメントは，姉妹染色分体内の相同な配列
を探索し，相補配列にアニールする．続いて，
DNAポリメラーゼが DNA鎖の伸長を行い，
欠失していた配列を正確に補完する．その結果，
損傷部位は完全に修復される（図 3）．

DSBに対する応答

　DSB修復が行われる前に，損傷部位の検出
機構とシグナル伝達機構が機能する．DSBの
検出は主にMRE11-RAD50-NBS1（MRN）複
合体により行われる．ATMは PI3キナーゼ様
セリンスレオニンキナーゼであり，DSB周辺
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図 2　NHEJとMMEJ
　　　NHEJは，DSBを修復する主要な経路の 1つであり，修復過程で DNA

末端から数ヌクレオチドが除去または付加されることがある．しかし，
DNA末端が適切に整っており，修復のための追加のプロセシングが不要な
場合には，NHEJでも正確に DSBが修復されることがある．一方，MMEJ
は，DNA末端を削り込み，わずかな塩基配列の相補性（マイクロホモロジー）
を利用して DNA鎖を結合する修復経路である．この修復過程では，必然
的に欠失変異が生じる．
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のヌクレオソーム内に存在するヒストンH2AX
をリン酸化する（図 4）．このリン酸化 H2AX
（γH2AX）はDSB周囲に広がり，損傷部位を
修復分子に示す重要な目印となる 6）．なお，
γH2AXは，フォスファターゼである PP2Aや
PP4により脱リン酸化され，H2AXに戻る14）（図
4）．
　続いて，RNF8や RNF168などのユビキチン
E3リガーゼを含む複数の因子がDSB周辺に集
積する．これらのリガーゼは，モノユビキチン
化や Lys63-linkedユビキチン鎖の形成を介し
て，53BP1や BRCA1といった DNA修復制御
分子のDSB局在を促進する15）16）．この過程で，
ユビキチン化は脱ユビキチン化酵素である
OTUB1や OTUB2によって調節される．具体
的には，OTUB2が脱ユビキチン化を進める17）

一方，OTUB1は物理的に E2酵素を抑制する

酵素活性非依存的な制御を行う18）（図 4）．
　DSB応答におけるユビキチン化の役割の一
つは，DNA end resectionの制御である．この
プロセスはDNA修復経路の選択に関与してお
り，end resectionが進行すると NHEJが抑制
される．一方で，end resectionが起こらなけ
ればHRは開始されない．
　DNA末端が削り込まれた後，もう一つの
PI3キナーゼ様セリンスレオニンキナーゼであ
る ATRが活性化する．ATRはリン酸化依存的
なシグナリングを介して，DSB応答のさらな
る段階を進める 19）．
　ATMと ATRは，DNA損傷応答における細
胞周期チェックポイントの活性化においても中
心的な役割を果たす．ATMと ATRは，それ
ぞれ CHK2，CHK1をリン酸化することで，細
胞周期の停止を引き起こし，DNA修復が完了

図 3　HR
　　　HRでは，まず DSB端で 3′末端を持つ DNA一本鎖が露出するように，DNAの削り

込み（end resection）が行われる．次に，露出した ssDNAが姉妹染色分体の DNA二
本鎖に侵入（strand invasion）し，相補的な配列にアニールすることで，損傷部位と
姉妹染色分体との間に Dループ構造が形成される．その後，DNAポリメラーゼによ
る DNA伸長が行われ，損傷 DNAから失われた配列情報が正確に復元される．姉妹染
色分体は損傷 DNAの相同配列を完全に保持しているため，HRでは非常に高い精度で
DNAが修復される．
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するまでの時間を確保する（図 4）．このように，
ATMと ATRはゲノム安定性の保護において
重要な司令塔として機能する．

DSBを利用したゲノム編集

　ゲノム編集ツールとしては，ZFNs, TALENs, 
CRISPR/Casが代表的である．これらのツール
は，いずれも特定のゲノム配列を認識し，標的
配列に DSBを発生させる．ZFNsと TALENs
はタンパク自体が標的配列を直接認識する．一
方，CRISPR/Casシステムでは，ガイド RNA
を介して標的配列を認識する（図 5a）．
　ゲノム編集ツールが細胞内に存在すると，
DNAの切断と修復が繰り返され，最終的に
NHEJやMMEJによって変異が導入される．
この機構は遺伝子破壊に特に有効であり，臨床
応用として，βサラセミアや鎌形赤血球症にお
いて，BCL11A遺伝子の破壊が行われている20）．
　標的配列の上流および下流に相同な配列を含
むドナーDNA（プラスミドや single-strand ol-
igodeoxynucleotide: ssODN）をゲノム編集ツー
ルと同時に導入することで，DSBのHR（また
は HDR）修復を誘導し，ドナー配列をゲノム
に正確に組み込むことが可能である．しかし，
HRの頻度は低く，NHEJやMMEJによる修
復が優先されるため，非特異的な変異が導入さ
れるリスクがある．また，CRISPR/Casシス

テムが誤認識する配列（オフターゲット部位）
においてもNHEJやMMEJによる目的外変異
が生じる可能性がある．

ニックを用いたゲノム編集法

　DSBを利用したゲノム編集により，常染色
体上の遺伝子にヘテロ接合性変異を導入する場
合，片方のアレルで目的通りの編集が成功して
も，もう一方のアレルに非特異的な変異が生じ，
目的の細胞が得られないことが多い．この課題
を克服するために，ニックを DSBの代替とし
て用いる方法が考案された．例えば，Tandem 
Nick（TN）法や Single Nicks in the Target Gene 
and Donor Plasmid（SNGD）法を用いれば，
比較的効率的にヘテロ接合性変異を持つ細胞を
作成できる21）（図 6a, b）．ニックは，Cas9タン
パクのヌクレアーゼドメインの一方を失活させ
た変異体（Cas9D10Aや Cas9H840Aなど）を用い
て誘導できる（図 5b）．
　ニックを複数発生させることで，相同染色体
間の相同組換えを促進する方法もある（図
6c）．この手法は，NICER法（a method for 
correcting heterozygous mutations that em-
ploys multiple nicks induced by Cas9 nickase 
and a homologous chromosome as an endoge-
nous repair template）と呼ばれ，オンターゲッ
トおよびオフターゲットにおける目的外変異を

図 4　DSBに対する応答
　　　DSBが発生すると，リン酸化やユビキチン化を介するシグナリングによって DNA end resection

が制御され，DSB修復経路の選択が行われる．さらに，ATMや ATRによって細胞周期チェッ
クポイントが活性化される．
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図 5　Cas9とニッカーゼ
　　　Streptococcus pyogenes Cas9（spCas9）は，crRNAおよび tracrRNAから構成されるガイド RNAと複合体を

形成する．研究用途では，crRNAと tracrRNAを融合させた単一のガイド RNA（single-guide RNA, sgRNA）
も利用される．spCas9の PAMは 5′-NGG-3′であり，これが標的 DNA配列の認識に必須となる．PAMの
直上に存在する約 20ヌクレオチドの配列が，ガイド RNAの 5′末端配列と高い相同性を持つ場合，spCas9
は 2つのヌクレアーゼドメイン（RuvCおよび HNH）によってそれぞれの DNA鎖に切断を加え，結果とし
て DSBを引き起こす．一方，Cas9の 2つのヌクレアーゼドメインのうち片方を失活させた変異体（代表的
な例として D10A変異や H840A変異）は，DSBではなくニックを発生させるニッカーゼとして機能する．

図 6　TN法，SNGD法と NICER法
　　　a. TN法，b. SNGD法．ゲノムとプラスミドの両方にニックを発生させることで，ゲノム－プラスミ

ド間の組換えを誘導し，ゲノム編集を行う手法．オンターゲットにおける indelがほとんど発生しない
ため，ヘテロ接合性変異の導入に有用である．c. NICER法．ヘテロ接合性変異において，変異配列を
含む変異アレル特異的なガイド RNAと，同じ遺伝子上の他の配列を認識するガイド RNAをニッカーゼ
とともに細胞に導入することで，相同染色体間で相同組換えを誘導する．この方法では，Cas9に依存
した変異の発生や外来性 DNAのランダムインテグレーションなどの目的外変異が起こりにくいため，
正確にヘテロ接合性変異を修正することができる．（富田亜希子・中田慎一郎 医学のあゆみ 292巻 5号
429,430ページの図を一部改変 23）．許可を得て転載．）

ほとんど発生させずに，ヘテロ接合性変異を野
生型に修正することができる 22）．

Base editor（BE）と prime editor（PE）

　CRISPR/Cas9を基盤としたゲノム編集ツー
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ルは，BEや PEへと発展している．これらの
技術は，より精密なゲノム編集を可能にする．
　BEには C:G塩基対を T:A塩基対に変換する
シチジン BE（CBE）24）と A:T塩基対を G:C塩
基対に変換するアデニン BE（ABE）25）がある．
　CBEは Cas9D10Aニッカーゼとシチジンデア
ミナーゼ（APOBECあるいは AID），および
UNGインヒビター（UGI）を融合したタンパ
ク質である．CBEが標的配列に結合すると，
ガイド RNAがアニールしていない DNA鎖の
Cが脱アミノ化され，Uに変換される．UGI
は UNGによる Uの切断を阻害し，BERによ
る修復を抑制する．さらに，ガイド RNAがア

ニールしたDNA鎖に Cas9D10Aがニックを発生
させる．ニックが発生したDNA鎖はMMRに
より新生DNA鎖と誤認識され，U:Gミスマッ
チにおけるデオキシグアノシン一リン酸
（dGMP）は周囲のヌクレオチドとともに取り
除かれ，DNAポリメラーゼによりデオキシア
デノシン一リン酸（dAMP）に置き換えられる．
この状態でDNA複製・細胞分裂が行われると，
C:G塩基対から T:A塩基対への編集が達成さ
れる24）（図 7a）．
　ABEでは，TadA-like deaminase（TadA）や
その変異体がアデニンデアミナーゼとして利用
されている．ABEは，Aをヒポキサンチン（ヌ

図 7　BEと PE
　　　CBEでは Cas9D10Aに APOBECや AIDなどのデアミナーゼ，および UGIが融合している．この編集

システムでは，ガイド RNAが結合していない DNA鎖の Cがデアミナーゼにより Uに脱アミノ化され
る．同時に，Cas9D10Aはガイド RNAが結合している DNA鎖にニックを発生させ，このニックが Gを含
む DNA鎖にMMRを誘導する．MMRにより，Uが Aと対合するように修復され，その後，DNA複製・
細胞分裂を経て，C:G塩基対は T:A塩基対へと変換される．

　　　PEでは Cas9H840Aに RTが融合している．このシステムでは，特殊なガイド RNAである pegRNAが
利用される．Cas9H840Aは pegRNAが結合していない方の DNA鎖にニックを加え，その結果，ニックが
生じた DNA鎖が pegRNAと結合する．この結合により，pegRNAの配列が逆転写の鋳型として利用さ
れ，RTは pegRNAに基づいて新たな DNA配列を合成する．これにより，標的部位に目的の配列が導
入される．
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クレオシドとしてはアデノシンをイノシン）に
脱アミノ化し，脱アミノ化されていないDNA
鎖にニックを導入する．最終的に A:T塩基対
は G:C塩基対へと変換される  25）．
　PEは Cas9H840Aに逆転写酵素（RT）を融合
させたタンパク質である．PEには，pegRNA
という特別なガイド RNAを利用する．pe-
gRNAは，sgRNAが 3′方向に延長され，編集
内容を含む配列（Reverse Transcription Tem-
plate: RTT）と Cas9H840Aが誘導するニックの
3'末端に相補的な配列（Primer Binding Site: 
PBS）を含んでいる．PBSは Cas9H840Aの作用
により発生するゲノム標的配列上の ssDNAと
アニールする．pegRNAとアニールした部分は
RTのプライマーとして機能し，RTTは RTに
よって逆転写される．このようなプロセスによ
り，目的とするゲノム編集が達成される 26）．
　ただし，PEを用いたゲノム編集は，ニック
が加わった DNA鎖で行われるため，MMRに
より元の配列に戻されてしまうことがある．こ
の問題に対処する方法として，ドミナントネガ
ティブ型のMLH1を利用してMMRを抑制す
ると，PEによるゲノム編集効率が向上するこ
とが報告されている 27）．

お　わ　り　に

　本稿では，主にゲノム編集に関連するDNA
修復機構と代表的なゲノム編集手法について概
説した．近年，ゲノム編集技術は飛躍的な進歩
を遂げ，ツールや手法の多様性，さらにはそれ
らを支えるデータベースの整備が進んでいる．
今後も，さらなる革新的な技術の開発が期待さ
れている．臨床応用においては，疾患ごとに最
適なゲノム編集技術を選択し，効果的に活用す
ることの重要性が増していくだろう．
　また，本稿で取り上げたDNA修復機構はそ
の一部に過ぎず，他にも多くの修復機構が存在
している．ゲノムの恒常性維持や発がん機構の
解明において，DNA損傷と修復の理解は不可
欠である．さらに，これらの修復機構を複製や
転写などの生物学的プロセスと統合して考える
ことは，ゲノム編集技術の精度向上だけでなく，
基礎研究や応用研究の発展にも寄与する．
　今後もDNA修復とゲノム編集の研究を深化
させることで，より高度な技術が開発されると
ともに，それらの臨床的意義が一層明確になる
ことが期待される．

　開示すべき潜在的利益相反状態はない．
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