
 

 

博 士 論 文 

 

アルデヒド脱水素酵素の一遺伝子多型の改変による 

代謝酵素活性制御法の開発 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

大 野   元 子 

  



- 1 - 
 

 

 

 

 

アルデヒド脱水素酵素の一遺伝子多型の改変による 

代謝酵素活性制御法の開発 

 

 

 

 

 

 

 

東京大学大学院医学系研究科内科学専攻 

指導教員 小池和彦教授 

大野 元子 

  



- 2 - 
 

目次                                頁 

 

１． 要旨 4 

２． 序文 5 

３． 方法 14 

① 細胞 14 

② 細胞からのゲノム DNA抽出 14 

③ 細胞の ALDH2 SNP genotypingの確認 15 

④ 蛍光タンパク発現によるトランスフェクション効率、編集効率の確認 15 

⑤ Western blotting法によるタンパク発現確認 16 

⑥ 各導入手法を用いた Cas9発現効率の確認 17 

⑦ AAVS1/ALDH2ドナーベクター、ALDH2 SNP編集ドナーベクター、Cas9+gRNA発現

ベクターの作成 17 

⑧ AAVS1/ALDH2および ALDH2 SNPの遺伝子編集 18 

⑨ ALDH2活性の測定 19 

⑩ ALDH2 cDNA定量 PCRによる ALDH2 mRNA発現測定 20 

⑪ レンチウイルスによる Cas9安定発現細胞株の作成 20 

⑫ gRNAの設定と in vitro transcription 20 

⑬ gRNAの in vitro切断効率の確認 21 



- 3 - 
 

⑭ T7エンドヌクレアーゼアッセイによる gRNAの切断効率確認 21 

⑮ ssODN (single strand donor oligoDNA)を用いた編集 22 

⑯ gRNA＋ssODN導入量と SCR7の編集効率への影響の検討 23 

⑰ 統計分析 24 

⑱ プライマー、ssODN 25 

⑲ gRNA認識配列 26 

４． 結果 27 

① 細胞の ALDH2 SNP genotyping 27 

② 各トランスフェクション試薬の導入効率比較 29 

③ AAVS1/ALDH2 と ALDH2 SNPの編集 30 

④ 遺伝子編集後の ALDH2の発現確認と活性測定 36 

⑤ Cas9安定発現細胞株の樹立 41 

⑥ in vitro、in vivoにおける gRNAの切断効率の比較 42 

⑦ ssODNをドナーとした編集効率の検討 48 

⑧ SCR7添加と gRNA+ssODN導入量の編集効率への影響の検討 51 

５． 考察 53 

６． 結語 58 

７． 引用文献 59 

８． 謝辞 75 



- 4 - 
 

１．要旨 

 

アルコール代謝酵素の一つ Aldehyde dehydrogenase 2 (ALDH2) は一塩基多型に

より活性が変化し、ヘテロ遺伝子型の人では低活性によるアセトアルデヒド濃度上昇のため

発癌リスクが高くなる。本研究では、遺伝子編集手法による ALDH2 の活性回復を目指した

検討を行った。 

4 量体で機能する ALDH2 は変異型分子の混在で活性が低下するため、野生型

ALDH2の過剰発現より一塩基多型改変の方が十分な機能回復が得られる可能性が予測さ

れ、実験的にも示唆された。しかし遺伝子編集の効率は低く、実用化には更なる条件の最

適化が必要と思われた。 

以上の検討は、新たな発癌予防法開発の基盤になると考えられた。 
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２． 序文 

 

アルデヒド脱水素酵素 (Aldehyde dehydrogenase、ALDH) はアルコール代謝に関

わる酵素である。人体に摂取されたアルコールは肝臓において、アルコール脱水素酵素 

(Alcohol dehydrogenase、ADH) によりアセトアルデヒドへ、さらにALDHにより酢酸へと代謝

される[1]。ALDH は多くの生物に存在する酵素で、そのうちヒト肝細胞内でアルコール代謝

に関与する酵素 ALDH2は、ヒト第 12染色体に遺伝子が存在し、転写・翻訳後はミトコンドリ

アに局在して機能する。翻訳直後の ALDH2 前駆体タンパクは 517 アミノ酸であるが、N 末

端に 17アミノ酸からなるミトコンドリア移行シグナルペプチドが存在し、ミトコンドリア移行後に

切断されて 500 アミノ酸の成熟型になる。ALDH2 の基質であるエタノールの中間代謝産物

アセトアルデヒドは反応性の高いカルボニル基を持ち、正電荷を帯びたカルボニル基の炭

素原子が求核付加反応を受けやすく[2]、DNA 付加体を形成する結果 DNA変異を引き起

こし[3-5]、発癌のリスクとなる[1, 6-8]。 

 

 

図 1  アルコール代謝と酵素 
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ALDH2の活性に影響を及ぼす一塩基多型 (single nucleotide polymorphism、SNP) 

として、487番目 (前駆体においては 504番目) のアミノ酸をグルタミン酸からリジンに変える

変異 (E487K) が知られている (図 2)。 JSNP データベース検索による ALDH2 遺伝子内

SNPは 19か所あるが、このうち exon内 SNPは 2か所で、アミノ酸変異を伴いタンパク機能

に影響する SNPはこの E487Kのみである。 

  

図 2  ALDH2の SNP とアミノ酸変異 

 

このSNPによる2つの遺伝子型は、活性を持つ野生型 (wild type: wt) のALDH2-1

と活性のない変異型 (mutant type: mut) の ALDH2-2 と呼ばれる。この SNPの変異型はア

ジア人に多く分布し、NCBI dbSNPによる全体の頻度は 3.6%であるが、JSNP データベース

による日本人での頻度は約 30%である。日本人における各遺伝子型の割合は、
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ALDH2-1/ALDH2-1 (wt/wt、野生型ホモ) が約 50%、ALDH2-1/ALDH2-2 (wt/mut、ヘテ

ロ) が 30～40%、ALDH2-2/ALDH2-2 (mut/mut、変異型ホモ) が 10%である (図 3)。 

 

 

図 3  ALDH2の遺伝子型と日本人における割合 

 

ALDH2 の 3 次元構造は４つの同じサブユニットによるホモ 4 量体酵素であるが、正

確には 2 つのサブユニットが 2 量体を形成し、2 つの 2 量体同士が更に結合した形をとる。

野生型 ALDH2 では、487 番目のアミノ酸 Glu
487は同じサブユニット分子の Arg

264および 2

量体を形成する隣接した分子の Arg
475 と水素結合を形成する。変異型サブユニットは野生

型とも変異型とも dimerを形成するが、変異した Lys
487は上述の分子内・分子間水素結合を

形成できず、NAD
+結合領域の変形により活性が低下する[9]。4 量体の各サブユニットが均

等に活性に寄与するわけではなく、変異型サブユニットの活性低下作用が critical のため、

その存在は大幅に活性を低下させる。野生型サブユニット (E) と変異型サブユニット (K) 

の 2量体からなる 4量体分子の構成は 6種類あり得るが、変異型ホモ 4量体 (K4) のミカエ

リス定数 (Km) は野生型ホモ 4量体 (E4) に比較し 150～200倍、酵素活性は 2.5%である
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[10, 11]。ヘテロ 4量体では変異型サブユニット 1つ (E3K1) で酵素活性は 51.2%、変異型

サブユニット 3 つ (E1K3) では変異型ホモ 4 量体 (K4) と同じ 2.5%と推定されるが、ヘテロ

4量体での全体の活性は 13%である[11]。 

ヘテロ (wt/mut) の遺伝子型を持つ人はアルコール摂取は可能だが、ALDH2 活性

が弱いため飲酒後に血液中や唾液中のアセトアルデヒド濃度が上昇し、アセトアルデヒドの

高い反応性による DNA 損傷により発癌リスクが増加する[3-5]。食道癌、頭頸部癌、肝臓癌、

大腸癌、乳癌など様々な臓器の癌との関連が知られているが、特に食道癌・頭頸部癌のリス

クが高く、日本人におけるヘテロ遺伝子型の口腔癌・咽頭癌・下咽頭癌・喉頭癌の相対リス

クは 11~13倍[8]、食道癌ではヘテロ遺伝子型の少量飲酒での相対リスクが 1.8～3.9倍、多

量飲酒では 15～39倍と、飲酒量に応じてリスクが上昇するという報告がある[12, 13]。さらに、

心血管疾患[14-16]、高血圧[17]、糖尿病[18]、脂質異常[19]、脳血管疾患[20]など様々な

疾患に関連があると報告されている。特に心血管疾患については、酸化ストレスによって生

じたアルデヒドが虚血による心筋障害を増大させ[14, 21]、また狭心症治療薬のニトログリセ

リンの活性化に ALDH2 活性が必要なことから[22]、ALDH2 が飲酒と関連なく心筋保護作

用を持つ可能性も示唆されている。従って、ALDH2 の活性改善は様々な疾患を予防し健

康を増進する新たなインターベンションの手法となり得るかもしれない。 

一方、近年遺伝子編集の手法が目覚ましく発達し、分子生物学の分野において一

般的に応用されるようになってきた。遺伝子編集とは、ゲノムにおける任意のターゲット部位

に対しDNA二重鎖切断を人工的に導入し、DNA修復機構を利用して遺伝子ノックアウトや
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ノックインなどを起こすという手法である[23, 24]。レンチウイルスやレトロウイルスなどによる

遺伝子導入では外来配列がゲノム内にランダムに組み込まれるのに対し、遺伝子編集では

標的とする任意の配列を改変することが可能である。 

  

 

図 4  DNA二重鎖切断に伴う遺伝子修復機構 

 

DNA 二重鎖切断の修復機構には、主に非相同末端結合 (non-homologous end 

joining: NHEJ) と、相同組換え修復 (homology-directed repair: HDR) の二種類がある 

(図 5) 。NHEJは切断されたDNA末端をそのまま結合するもので、欠失や変異などを伴うこ

とが多く、遺伝子破壊をもたらし得るのに対し、相同組換え修復は相同性のある配列 (ドナ

ー配列) を鋳型として修復するもので、導入したいドナー配列を共に導入しておくことで、点
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変異や遺伝子など目的の配列を挿入することができる。従って遺伝子編集においては、ノッ

クアウトもしくはノックインのいずれの場合でも、編集したい任意の部位に DNA 二重鎖切断

を入れることができるヌクレアーゼが必要となる。 

従来の遺伝子編集手法である Zinc finger nuclease (ZFN) [25-28]や Transcription 

activator-like effector nucleases (TALEN) [28-32]は共にFok1ヌクレアーゼドメインとDNA認

識部位からなる人工ヌクレアーゼで、ターゲット部位に対しヌクレアーゼが左右から特異的

に結合し中央で Fok1 ドメインが 2量体を作って DNAを切断する、というタイプのものである

が、一つのターゲットに対し配列特異的な二種のタンパクをカスタマイズする必要があり、簡

便な方法であるとは言い難かった。一方、新しく登場した Clustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats (CRISPR) / Cas system[33-37]は、元々細菌などの持つ外来

DNAに対する防御機構を応用したもので、現在 Streptococcus pyogenes の持つ Cas9 が研

究用ツールとして実用化され、一般的に用いられるようになってきた。この手法では、ヌクレ

アーゼである Cas9 と、ターゲットに相補的に結合する短い一本鎖の single guideRNA 

(sgRNA または gRNA) が複合体を形成し、gRNAによってターゲット部位に Cas9が誘導さ

れ DNA 二重鎖切断を起こす[38-40] (図 6)。ターゲットとなり得る条件としては PAM 

(proto-spacer adjacent motif) と呼ばれるNGG配列の存在が必要であり、gRNAはこのNGG

の上流 20 塩基と相補的な配列を持つように設計する。この条件を満たせば比較的フレキシ

ブルにターゲットを設定することが可能であり、またターゲットに関わらずヌクレアーゼの

Cas9 は共通で、gRNA をカスタマイズするだけで様々なターゲットを切断することができるた
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め、これまでの ZFNや TALENよりも簡便な遺伝子編集ツールとして急速に広まり、より幅広

いターゲットや目的に対し適用が試みられている。 

 

図 5  CRISPR/Cas system 

Cas9 ヌクレアーゼと gRNAが複合体を形成し、gRNAが標的 DNAに相補的に結合し

てCas9を導く。標的部位はNGGの配列 (PAM : proto-spacer adjacent motif) を持つこ

とが条件であり、NGGの上流で DNA2重鎖切断が起こる。 

 

レンチウイルスやレトロウイルスを用いた遺伝子編集による治療は、特に血液領域で

進歩が目立ち、多くの血液疾患で既にヒトを対象にした臨床試験も行われている (表 1)。血

液疾患では、患者由来の造血幹細胞を一旦取り出した後、体外で遺伝子操作を行い、得ら

れた細胞を体内に戻すという ex-vivo editingの手法をとりやすく、新たな遺伝子の導入が有

効な場合は効果的である。一方、機能喪失型変異でなく変異そのものが有害である場合、

病因となる遺伝子自体を編集する必要がある。ZFN、TALEN、CRISPRといった遺伝子編集
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技術はこうした特定のターゲットへの編集に対し応用が試みられているが、血液以外の領域

では ex-vivo editingの技術が十分確立されていない面が多く、現在は体内で直接に編集を

行う in-vivo editing についてのマウスレベルでの報告が徐々に出てきている (表 2)。しかし

in-vivo editingのヒトへの臨床応用のためには、更に十分な編集効率の上昇・安全性の担保

が必要と考えられる。 

 

 標的 導入分子 viral vector 文献 

SCID 造血幹細胞 ADA, IL-2R gamma chain  γ-RV [41-43] 

β-サラセミア 造血幹細胞 β-globin, cHS4 insulator SIN LV [44] 

Fanconi貧血 造血幹細胞 FANC-A SIN LV [45] 

Wiscott-Aldrich症候群 造血幹細胞 WASP γ-RV [46] 

慢性肉芽腫症 造血幹細胞 gp91 γ-RV [47] 

白質ジストロフィー 造血幹細胞 ABCD1, ARSA SIN LV [48] 

 

表１ ウイルスを用いたヒトへの遺伝子編集を用いた治療 

レンチウイルス・レトロウイルスによる遺伝子編集を用いた治療で、現在ヒトへの臨床試

験が進んでいるもの。すべて造血幹細胞が標的であり、いずれも ex-vivo editingによる。 
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 標的細胞 標的分子 導入コンストラクト 標的生物 
edit 

-ing 
nuclease 

編集 

様式 
文献 

血液         

HIV感染症 CD4 T細胞 CCR5 adenoviral vector human ex ZFN NHEJ [49, 50] 

神経・筋         

Duchenne型筋ジストロフィー 筋細胞 Dystrophin AAV vector mouse in CRISPR NHEJ [51-53] 

肝臓         

α1アンチトリプシン欠損症 iPS細胞 α1-antitrypsin plasmid mouse ex ZFN HDR [54] 

遺伝性高チロシン血症 肝細胞 Fah plasmid mouse in CRISPR HDR [55] 

血友病 B 肝細胞 凝固因子Ⅸ AAV vector mouse in ZFN HDR [56, 57] 

慢性 B型肝炎 肝細胞 HBV genome plasmid mouse in 
CRISPR 

NHEJ 
[58, 59]  

TALEN [60] 

その他         

嚢胞線維症 腸幹細胞 CFTR plasmid human organoid ex CRISPR HDR [61] 

遺伝性白内障 受精卵 γC-crystallin Cas9 mRNA, ssODN mouse in CRISPR HDR [62] 

 

表２ 遺伝子編集技術を用いた治療の試み 

   ZFN、TALEN、CRISPR といった遺伝子編集技術による報告。HIV感染症に関しては 

ヒトでの臨床試験が行われているが、その他は動物実験レベルのものが多い。 

 

本論文では、日本人に多く分布する ALDH2 SNP の変異型が、癌を初めとした多く

の疾患と関連することに着目し、遺伝子編集の手法を用いてヘテロ (wt/mut) から野生型ホ

モ (wt/wt) への SNP 改変によりタンパク機能を改善し、これらの疾患リスクを下げる可能性

を探ることを目的とした。ここで、ALDH2が4量体で機能するタンパクであることから、外来遺

伝子の強制発現とALDH2 SNPの直接編集を比較し、4量体という特徴が編集の手法とタン

パク機能改善にどのように影響するか、また臨床応用に向けて更に遺伝子編集の効率を上

げるための様々な条件や手法について検討した。 
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３．方法  

 

① 細胞 

ヒト腎臓上皮細胞の 293T細胞はAmerican type culture collection (ATCC) より購入

し、10%胎児ウシ血清及び penicillin、streptomycinを添加した Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (D-MEM) を用いて 37℃、5% CO2環境下にて培養した。 

ヒト肝細胞の JHH1 細胞、JHH2 細胞、JHH5 細胞、JHH6 細胞、JHH7 細胞は医薬

基盤研究所 JCRB細胞バンクより購入し、10%胎児ウシ血清およびpenicillin、streptomycin

を添加したWilliam's E培地を用いて 37℃、5% CO2環境下にて培養した。 

ヒト肝細胞の JHH4 細胞は医薬基盤研究所 JCRB細胞バンクより購入し、10%胎児

ウシ血清および penicillin、streptomycinを添加したMEM培地を用いて 37℃、5% CO2環

境下にて培養した。 

ヒト肝細胞の Huh1 細胞、Huh7 細胞、Alexander 細胞は医薬基盤研究所 JCRB 細

胞バンクより、ヒト肝細胞の Huh6細胞は理化学研究所細胞材料開発室より購入し、10%胎

児ウシ血清および penicillin、streptomycin を添加した D-MEM 培地を用いて 37℃、5% 

CO2環境下にて培養した。 

 

② 細胞からのゲノム DNA抽出 

12well Plateに播種した細胞を 0.25%トリプシン処理にてはがし、約 4×10
5個の細
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胞を遠心してペレットにした後 PBSに懸濁し、QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) を用い

て細胞 DNA を抽出した。得られた DNA は NanoDrop1000 (Scrum) により濃度を定量し

た。 

 

③ 細胞の ALDH2 SNP genotypingの確認 

各細胞の ALDH2の SNP genotypingは、細胞から抽出した DNAを鋳型とし、SNP

の wt または mutに対応した 2種の Reverse (Rv) プライマーを用いて、それぞれ La Taq 

DNA Polymerase (TaKaRa Bio) で PCR を行うことにより確認した。プライマーと一致した

SNP の存在に応じて 135 kb の断片が増幅されることから、得られた反応溶液を 2% 

agarose gelにて電気泳動し、DNA断片の増幅の有無により SNPの遺伝子型を確認した。 

TaqMan PCRによるALDH2 SNP genotypingでは、TaqMan SNP Genotyping Assay 

(Thermo Fisher Scientific) の ALDH2 SNPに対応したプライマー及びプローブのセットと

TaqMan® GTXpress™ Master Mix (Thermo Fisher Scientific) を使用し、StepOnePlus™ 

リアルタイム PCRシステム (Applied Biosystems) により増幅・測定を行い、DNA断片の増

幅曲線により SNPの遺伝子型を確認した。 

 

④ 蛍光タンパク発現によるトランスフェクション効率、編集効率の確認 

4 well スライドチャンバーに細胞を播種し、24 時間後に copGFP (Chlamyopsin  

Green Fluorescent Protein) 発現プラスミド pSIF1-H1-siLuc-copGFP (System Bioscience) 



- 16 - 
 

を Fu-GENE HD transfection reagent (Promega) または Lipofectamine 3000 Reagent 

(ThermoFisher Scientific) を用いて細胞に導入し、48 時間後に蛍光観察により各トランス

フェクション試薬の導入効率を比較した。 

ALDH2の遺伝子編集後のGFPによる編集効率確認では、編集後 7日後に 4 well

スライドチャンバーに細胞を播種し、編集後 10日後に蛍光観察により効率を確認した。 

細胞は 2% パラホルムアルデヒド (PFA) + 0.1% Triton-Xにて室温で 15分間固定、

透過処理を行った後、1 × PBSで洗浄し VECTASHIELD HardSet Mounting Medium with 

DAPI (Vector) で封入して顕微鏡により観察を行った。 

 

⑤ Western blotting法によるタンパク発現確認 

細胞に溶解用バッファー(50 mM Tris-HCl、1% Triton-X、5 mM EDTA、1 mM 

Na3VO4、50 mM NaF、Protease inhibitor cocktail (Complete Mini, Roche)) を添加し、セル

スクレイパーにより細胞溶解液を回収し、上清をサンプルとした。サンプルは熱変性後、 

10%ポリアクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGE により泳動分離し、PVDF メンブレン

(Amersham Bioscience) に転写した。メンブレンを Immunoshot reagent 1 (コスモバイオ) 

で希釈した一次抗体で 4℃一晩反応後、Horseradish peroxidase (HRP) 標識抗 IgG二次

抗体と室温で 1時間反応し洗浄した後、イムノスター®LD (Wako) で発色させ、LAS-3000 

image analyzer (Fuji Photo Film Co.) で観察した。 

一次抗体は、ALDH2 に対しウサギ抗 ALDH2 抗体  (HPA051065) (Atras 
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Antibodies)、 Cas9に対しマウス抗 Cas9抗体 [7A9-3A3] (ab191468) (abcam)、β-actinに

対しマウス抗 beta-actin9 抗体 (clone AC-15) (Sigma Aldrich) を用いた。二次抗体は

ECL Rabbit IgG, HRP-linked whole Ab (from donkey) 、ECL Mouse IgG, HRP-linked 

whole Ab (from sheep) (GE Healthcare Life Science) を用いた。 

 

⑥ 各導入手法を用いた Cas9発現効率の確認 

Cas9を様々な手法により導入した後、Cas9発現をWestern blottingにより確認した。

12 well plateに 293T・JHH7細胞を播種し、各手法にて Cas9を細胞に導入後、24、48、72

時間後に細胞を回収し、Western blotting 用サンプルとした。プラスミドによる導入では

PrecisionX Cas9 SmartNuclease System (System Bioscience) 内の Cas9 + gRNA発現ベク

ターを、Fu-GENE HD transfection reagent (Promega) を用いて導入した。 

 

⑦ AAVS1/ALDH2ドナーベクター、ALDH2 SNP編集ドナーベクター、Cas9 + gRNA発現

ベクターの作成 

AAVS1 編集用の ALDH2 cDNA ドナーベクター作成のため、JHH5 細胞 (wt/wt)

より ISOGEN (Wako) を用いて RNAを抽出し、得られた RNAを SuperScriptⅢ (Thermo 

Fisher Scientific) により逆転写し、野生型 ALDH2 cDNA を得た。この cDNA を AAVS1 

Safe Habor TALE-Nuclease Kit (System Bioscience) 内の pAAVS1 (Puro耐性遺伝子 + 

GFP遺伝子あり) に組み込んで、AAVS1編集用ドナーベクターを作成した。 
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ALDH2 SNP編集用のドナーベクターは、ALDH2遺伝子の野生型 SNPの両側約

800 bpからなる homology armで薬剤選択マーカー (puro耐性遺伝子、hTK) と GFP遺

伝子を挟み、PiggyPac transposase 処理にて不要な配列を除くことで ALDH2 の正常な配

列が復帰されるように設計したドナーベクターを、System Bioscience 社に依頼して作成し

た。 

Cas9 + gRNA 発現ベクターは、AAVS1/ALDH2 の編集には Cas9 および AAVS1

に対応した gRNA を共発現する Cas9 SmartNuclease AAVS1-gRNA Targeting Vector  

(System Bioscience) を用いた。ALDH2 SNP 編集には PrecisionX Cas9 SmartNuclease 

System (System Bioscience) を用いて、ALDH2 SNP近傍を認識しかつドナーベクターを

認識しないよう設定した gRNA 配列を Cas9 発現ベクターに組み込んで作成した。(ここで

設定した gRNA認識配列は⑬の intron-1に相当する。) 

 

⑧ AAVS1/ALDH2および ALDH2 SNPの遺伝子編集 

293T細胞・JHH7細胞を 12 well plateに播種し、24時間後 50～70% confluentの

細胞に対し、ドナーベクター及び Cas9 + gRNA発現ベクターを Fu-GENE HD transfection 

reagent (Promega) または Lipofectamine 3000 Reagent (ThermoFisher Scientific) を用い

て推奨プロトコールに従ってトランスフェクションした。 

編集後の細胞を 10 cm dishに低密度で播種した後 5日目以降に puromycin 2μ

g/ml にて編集が起こったと思われる細胞を選択し、コロニーを単離した。編集の確認は、
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単離したコロニーの細胞より抽出した DNA を鋳型として、挿入された配列の両端 (5’側お

よび 3’側) における gapをまたぐように設定した PCRプライマーセットにより PCRで増幅を

みることで確認した。ALDH2 SNPの編集では、選択したコロニーの細胞に対し、PiggyBac 

transposase expression vector (System Bioscience) を Fu-GENE HD transfection reagent 

(Promega) を用いてトランスフェクションし、ALDH2 遺伝子内に組み込んだ薬剤選択マー

カーなどの余計な配列 (GFP + puro + hTK) を除去した後、Ganciclovir 5μM にて

negative selectionを行い、ALDH2遺伝子配列が編集され復帰したと思われる細胞を選択

し、コロニーを単離した。 

 

⑨ ALDH2活性の測定 

ALDH2活性の測定には、ALDH2 Activity Assay Kit (Abcam) を用いた。10 cm 

dishに播種しほぼ 100% confluentにした細胞を 0.25%トリプシンにて処理し、細胞懸濁液

を計数後、500×gで 10分遠心して回収した細胞ペレットを PBSでリンスし、2×10
7個 / ml

になるよう kitに附属の Extraction Bufferを加え、この上清を測定サンプルとした。ALDH2

が触媒する反応 CH3CHO + NAD
+
 + H2O → CH3COOH + NADH + H

+  の反応産物

NADHが 450 nmの光を吸収することから、各細胞サンプルの 450 nmの吸光度 (OD450) 

をModel 680 Microplate Reader (BIO-RAD Laboratories) を用いて振盪しながら 1分毎に

30分計測し、吸光度の経時変化の傾き (OD450/min) を ALDH2活性とした。 
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⑩ ALDH2 cDNA定量 PCRによる ALDH2 mRNA発現測定 

6 well plate に播種し 100% confluent にした各細胞より NucleoSpin RNA 

(MACHEREY-NAGEL)を用いてRNAを抽出し、得られたRNAをSuperScriptⅢ (Thermo 

Fisher Scientific) により逆転写し、cDNAライブラリーを得た。これを templateとし、ALDH2 

の exon内 primer (約 100 bpを増幅) と FastStart Universal SYBR Green Master (Rox)  

(Roche Diagnostics) を用いて定量 PCRを行い、細胞内の ALDH2 mRNA発現量を比較

した。なお、コントロールとして GAPDH も共に増幅した。 

 

⑪ レンチウイルスによる Cas9安定発現細胞株の作成 

Cas9安定発現用レンチウイルスは、293T細胞に Cas9発現用レンチウイルスベクタ

ーCASLV100PA-1 (System Bioscience) 及び pPACKH1 Lentivector Packaging Kit 

(System Bioscience) を Effectene (QIAGEN) を用いてトランスフェクションし、細胞上清を

回収して作成した。得られたレンチウイルス粒子を 293T、JHH7 細胞に 0.1% polybrene 

(Merck Millipore) と共に添加し、puromycin 2μg/mlにて選択し、Cas9安定発現細胞株

を得た。 

 

⑫ gRNAの設定と in vitro transcription 

ALDH2 SNPの近傍において、Cas9のターゲットとなる PAM (NGG配列) を exon

内で 2か所、intron内で 4か所の計 6か所設定し、それぞれの PAMに対応する gRNAを
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Guide-it sgRNA in vitro transcription kit (Clontec laboratories) を用いて in vitro 

transcriptionにより合成し、DNaseＩ処理、フェノール・クロロホルム処理、イソプロパノール沈

殿にて精製した。 

 

⑬ gRNAの in vitro切断効率の確認 

In vitro において gRNA をターゲット DNA および Cas9 nuclease と反応させ、各

gRNA の切断効率を比較した。ターゲット DNA は、293T 細胞ゲノム DNA を鋳型として

ALDH2 SNPを含む約 2 kbの断片 (SNP近傍にて切断すると 1.4 kb + 0.6 kb となる) を

PCRにて増幅し、QIAquick Gel Extraction (QIAGEN) により精製した。得られたターゲット

DNA と in vitro transcriptionで合成した gRNAに、Guide-it sgRNA Screening kit (Clontec 

laboratories) 内のCas9 nucleaseを添加して反応させた後、1.5% アガロースゲルにて電気

泳動し切断断片を確認した。電気泳動結果を元に各バンド強度を ImageJ により定量解析

し、未切断断片を a、切断された 2断片を bおよび cとして、切断断片の割合 (fcut) を論文

を参考に[63] 以下の式により求めた。 

fcut ＝ (b+c) / (a+b+c) 

 

⑭ T7エンドヌクレアーゼアッセイによる gRNAの切断効率確認 

DNA 二重鎖内の相補的結合のミスマッチを認識して切断する T7 エンドヌクレアー

ゼを用いたアッセイにより、各 gRNA による細胞への変異導入効率を確認した。12 well 
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plate に播種した 293T-Cas9 安定発現細胞株に gRNA  1μ g を Lipofectamine 

MessengerMAX Reagent (ThermoFisher Scientific) を用いて導入し、編集 72時間後の細

胞より QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) にて細胞ゲノム DNAを抽出した。これを鋳型と

して、SNPを含む約 540 bpの配列 (SNP近傍で切断すると 140 bp + 400 bpになる) を 2

段階PCRにて増幅した。得られた断片を 95℃で 2分熱しDNAを一本鎖に変性させた後、

85℃→30℃に 10 分間かけて徐々に冷却し再アニーリングさせ、編集により変異が入った

部位での DNA二重鎖のミスマッチを形成させた。得られたサンプルを T7 EndonucleaseⅠ

(New England Biolabs) にて 20分処理後、10%TBE アクリルアミドゲルにて電気泳動し、

切断断片の濃度により各 gRNA の変異導入効率を比較した。 電気泳動結果を元に各バ

ンド強度を ImageJ により定量解析し、未切断断片 a、切断された 2 断片 b および c として

切断断片の割合 (fcut)、及び fcut より想定される変異導入の割合 (indel (%)) を論文を参

考に[63]以下の式により求めた。 

fcut = (b+c) / (a+b+c) 

indel (%) = 100 × (1-√(1 − 𝑓𝑐𝑢𝑡) ) 

 

⑮ ssODN (single strand donor oligoDNA) を用いた編集 

編集効率の向上を図り、ssODN (single strand donor oligoDNA) [64]をドナーとして

作成した。ssODNは中央部に ALDH2 の正常型 SNP を持ち、gRNA に対応して PAM配

列・gRNA 認識配列に変異が入りかつアミノ酸を変更しないように設計し、またこの左右に
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相同組換えのための homology arm (90 base) をつけ、全長約 200 base とした。gRNAの

exon1,2、または intron3,4 にそれぞれ対応した 2 種の ssODN を設計し、Integrated DNA 

Technologies社に合成を依頼した。 

Cas9安定発現細胞である JHH7-Cas9を 12 well plateに播種し、gRNA 0.5μg及

び ssODN 0.5μgを Lipofectamine 3000によって導入した。編集 72時間後の細胞より抽出

した細胞 DNAを鋳型とし、編集後の変異を 3’末端に配置した Forward (Fw) プライマーと

その 400 bp下流の Reverse (Rv) プライマーによる PCRを行い、電気泳動により増幅を確

認した。電気泳動結果を元に増幅されたバンド強度を ImageJにより定量解析し、相対的な

編集効率を求めた。 

 

⑯  gRNA＋ssODN導入量と SCR7の編集効率への影響の検討 

NHEJに関与するDNA ligaseⅣの阻害剤 SCR7は、NHEJを抑制することで遺伝子

編集における相同組換えの効率を上げることが報告されている[65]。従って、SCR7 の

DNA 切断や編集への影響を確認するため、gRNA 及びドナーのトランスフェクション時に

DMSOに溶解した SCR7 (Selleck Chemicals) を最終濃度 1μMにて細胞に添加し、添加

しない場合と比較した。この際、gRNA と ssODN の導入量・導入比率の影響も共に調べる

ため、gRNA + ssODNの異なる導入量条件を 5種設定し、negative controlと合わせ 6種の

条件について、SCR7 1μMの添加・非添加それぞれで導入を行った。 

Cas9 安定発現細胞である JHH7-Cas9 を 12 well plate に播種し、各導入条件で
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gRNA及び ssODNを Lipofectamine 3000によって導入した。編集 72時間後の細胞より抽

出した細胞 DNA を鋳型とし、⑮と同様に編集後配列に特異的なプライマーによる PCR を

行い、電気泳動により増幅を確認した。（コントロールとして、同じ位置に相当する編集前

の配列のプライマーを用いた PCR も施行した。）電気泳動結果を元に増幅されたバンド強

度を ImageJにより定量解析し、相対的な編集効率を求めた。 

 

⑰  統計分析 

得られた数値は各群の平均値±標準誤差として示した。2 群間の比較検定には

Studentの t検定を用いた。得られた p値は 0.05未満を統計学的に有意であるとした。 
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⑲  プライマー、ssODN 

ALDH2 SNP genotyping PCR 

Fw 5'-CAAATTACAGGGTCAACTGCT-3' 

Rv(wt) 5'-CCACACTCACAGTTTTCTCTTC-3' 

Rv(mut) 5'-CCACACTCACAGTTTTCTCTTT-3' 

ALDH2 cDNA qPCR 
Fw 5'-CCTTTGGTGGCTACAAGATGTC-3' 

Rv 5'-GCAGGTCCCACACTCACAG-3' 

GAPDH cDNA qPCR 
Fw 5'-GATGACATCAAGAAGGTGGTG-3' 

Rv 5'-TTGTCATACCAGGAAATGAGC-3' 

ALDH2 SNP insert gap PCR 

5’Fw 5'-CATATCACGAAGTCAAGAGTTTG-3' 

5’Rv 5'-CGTACGTCACAATATGATTATC-3' 

3’Fw 5'-CGTTCAGAGGAAAGCGATC-3' 

3’Rv 5'-GCTCCATTCCAACCTAATAG-3' 

AAVS/ALDH2 insert gap PCR 

5’Fw 5'-CCGGAACTCTGCCCTCTAAC-3' 

5’Rv 5'-CCCGTGAGTCAAACCGCTAT-3' 

3’Fw 5'-AGCTATCTGGTCTCCCTTCC-3' 

3’Rv 5'-GATGAGGAAGAGGAGAACAG-3' 

T7 endonuclease assay 1st PCR 
Fw 5'-CTCATACCAGTAATCCCAGTG-3' 

Rv 5'-GGTGATTCCAATCCTGGAAAG-3' 

T7 endonuclease assay 2nd PCR 
Fw 5'-CCAAGAGTGATTTCTGCAATC-3' 

Rv 5'-GCCTTGGCGTATAACGAAGC-3' 

ssODN (exon1,2) Fw 

5'-GGTCAACTGCTATGATGTGTTTGGAGCCCAGT

CACCCTTTGGTGGCTACAAGATGTCGGGGAGTG

GCCGGGAGTTGGGCGAGTACGGACTACAAGCTT

ACACTGAAGTGAAAACTGTGAGTGTGGGACCTG

CTGGGGGCTCAGGGCCTGTTGGGGCTTGAGGG

TCTGCTGGTGGCTCGGAGCCTGCTGGGGGAT -3' 

ssODN (intron3,4) Fw 

5'-TGTTTGGAGCCCAGTCACCCTTTGGTGGCTAC

AAGATGTCGGGGAGTGGCCGGGAGTTGGGCGA

GTACGGGCTGCAGGCATACACTGAAGTGAAAAC

TGTGAGTGTGGAAGCTTCTGGGGGCTCAGGGCC

TGTTGGGGCTTGAGGGTCTGCTGGTGGCTCGGA

GCCTGCTGGGGGATTGGGGTCTGTTGGGGGCT

CGGGG-3' 

SSODN insert PCR 

Fw(NC) 5'-GAGTACGGGCTGCAGGCA-3' 

Fw(e2) 5'-CGAGTACGGACTACAAGCT-3' 

Fw(i3,i4) 5'-AACTGTGAGTGTGGAAGCTT-3' 

Rv 5'-TCCGAGCCACCAGCAGAC-3' 
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⑳  gRNA認識配列 

exon 1 (e-1) 5'-GTTGGGCGAGTACGGGCTGC-3' 

exon 2 (e-2) 5'-GCCGGGAGTTGGGCGAGTAC-3' 

intron 1 (i-1) 5'-ACTGTGAGTGTGGGACCTGC-3' 

intron 2 (i-2) 5'-TAAAGTGAAAACTGTGAGTG-3' 

intron 3 (i-3) 5'-AAAGTGAAAACTGTGAGTGT-3' 

intron 4 (i-4) 5'-ACAGGCCCTGAGCCCCCAGC-3' 
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４．結果 

 

① 細胞の ALDH2 SNP genotyping 

まず最初に、各細胞におけるALDH2遺伝子の SNP genotypingを調べた。PCR法

では 293T、JHH5細胞がwtプライマーでのみ増幅しており遺伝子型はwt/wtと考えられる

のに対し、JHH7 細胞では wt 及び mut の 2 種のプライマーで共に増幅がみられ、遺伝子

型は wt/mut と考えられた (図 6)。 

 

図 6 PCR法による ALDH2の SNP genotyping 

a) 各細胞から抽出した DNA を鋳型とし、 SNP の wt と mut をそれぞれ 3’末端に持つ

2種の Rvプライマーを用いて PCRを行った。 

b) wt プライマーでのみ増幅した 293T・JHH5は wt/wt、いずれのプライマーでも増幅し

た JHH7は wt/mut と確認できた。 

 

次に TaqMan PCR法でその他の細胞についても解析したところ、wtの増幅のみ見

られ野生型ホモ (wt/wt) と判明した細胞は 293T・JHH2・JHH4・JHH5・Huh7・Alex、wt・

mut 共に増幅しヘテロ (wt/mut) と判明した細胞は JHH1・JHH6・JHH7・Huh1・Huh6 であ

った (図 7)。 

b) a) 
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293T wt/wt JHH7 wt/mut 

JHH1 wt/mut Huh1 wt/mut 

JHH2 wt/wt Huh6 wt/mut 

JHH4 wt/wt Huh7 wt/wt 

JHH6 wt/mut Alex wt/wt 

 

図 7 TaqMan PCR法による ALDH2の SNP genotyping 

a) wtおよび mutに特異的なプライマーを用いた TaqMan PCRの増幅曲線。 

b) TaqMan PCRの結果より解析した各細胞の ALDH2 SNP genotyping。 

 

さらに、細胞 DNA を鋳型としたシークエンス解析で SNP を確認した (図 8)。wt/wt

の 293T 細胞では ALDH2 SNP に相当する塩基のシグナルが G のみであるのに対し、

a) 

b) 
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wt/mut の JHH7 細胞では SNP 塩基において G及び Aのシグナルが混在しており、遺伝

子型からは妥当な結果と考えられた。 

 

図 8 DNAシークエンス解析による ALDH2の SNP genotyping 

細胞ごとのゲノム DNAシークエンス解析により ALDH2 SNPの塩基が wt (G:グアニン)

もしくは mut (A:アデニン) のいずれかを調べた。 

 

従って、wt/mut の細胞を遺伝子編集によって wt/wt に改変することを目標として、

今後の実験に日本人の肝細胞由来で wt/mut である JHH7 細胞を用いることとした。また

wt/wt のコントロールとして、トランスフェクション効率の高い 293T 細胞、また JHH7 細胞と

同じ日本人の肝細胞である JHH5細胞を選択した。 

 

② 各トランスフェクション試薬の導入効率比較 

トランスフェクション試薬の遺伝子導入効率を確認するため、293T 細胞、JHH7 細
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胞に FuGene HD、Lipofectamine 3000を用いて copGFP発現プラスミドをトランスフェクショ

ンし、72 時間後の copGFP の蛍光を顕微鏡にて観察した。いずれの試薬においても同程

度の蛍光が観察され、293T 細胞の方が JHH7 細胞よりも導入効率が高い印象であった 

(図 9)。 

 

図 9 各トランスフェクション試薬の導入効率比較 

copGFP 発現プラスミド (pSIF1-H1-siLuc-copGFP) を各トランスフェクション試薬を用い

て細胞に導入し、蛍光観察により導入効率を比較した。(NC : negative control) 

 

③ AAVS1/ALDH2 と ALDH2 SNPの編集 

ヘテロ (wt/mut) の細胞である JHH7に対し、SNP を mut→wtに編集し wt/wt とす

ることでALDH2の機能改善を試みることとした。なおヒト19番染色体上に存在するAAVS1 

(adeno-associated virus integration site 1) は、adeno関連ウイルス (adeno-associated virus) 

がヒトDNAに自らのゲノムを組み込む際のターゲット部位として知られているが[66, 67]、遺

伝子を挿入すると安定した転写を得られ、かつ変異・挿入・欠失などでも有害な影響を及

ぼさないことから、新たな遺伝子を安全に挿入することができ、遺伝子治療のターゲット領
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域としてよく用いられる部位である。今回、この AAVS1にALDH2 cDNA (wt) を挿入する

ことで、直接 ALDH2 SNP を編集した場合と比較することとした。そこで、図 10 のとおり、

ALDH2 SNP編集および AAVS1/ALDH2編集のためのドナーベクターを作成した。 
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図 10 AAVS1/ALDH2編集及び ALDH2 SNP編集用ドナーベクターの設計 

a) AAVS1への ALDH (wt) cDNA挿入 

b) ALDH2遺伝子に対する SNP (mut→wt) の編集。 

(EF-1α: elongation Factor 1 alpha promoter, PGK : phosphoglycerate kinase promoter,  

BGH-polyA : bovine growth hormone polyadenylation signal,  

sv40-polyA : sv40 polyadenylation signal, GFP : green fluorescent protein,  

puro : puromycin resistant gene, hTK : human thymidine kinase 

T2A : Thosea asigna (insect virus) ribosomal skip site) 

a) 

b) 
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AAVS1/ALDH2 編集ドナーベクターは、AAVS1 と相同な配列内に ALDH2 

cDNA(wt)と編集確認のための GFP遺伝子、薬剤選択のための puromycin耐性遺伝子を

組み込んだ。 

ALDH2 SNPの編集では、SNP編集と共にGFP遺伝子、puromycin耐性遺伝子、

hTK遺伝子などのマーカーを一旦 ALDH2 内に組み込み、編集後に puromycin によって

選択し、PiggyBac Transposaseによって余計な配列を除去することで ALDH2の正常配列

が復帰されるよう、余計な配列を PiggyBac Transposase認識配列 (TTAA) で挟むように設

計した。PiggyBac Transposaseで余分な配列を除去できなかった細胞は ganciclovirによる

negative selectionで除き、正しく編集された細胞を単離できるようにした。 

これらのドナーベクターと共に、AAVS1 または ALDH2 SNP をターゲットとした

Cas9+gRNA発現ベクターを 293T細胞・JHH7細胞にトランスフェクションし 10日後におけ

る蛍光観察を行った (図 11)。細胞に導入されたプラスミドの半減期は一般的に 50 分～5

時間程度で、ライソソームへの取り込みなどで消失する[68]。さらに核内に入ったプラスミド

は細胞分裂による娘細胞への分配や分解によって徐々に失われるが[69, 70]、外来 DNA

が不規則にゲノムに組み込まれることも知られている[71]。細胞に取り込まれた外来性のプ

ラスミドの一般的タンパク発現のピークはおおむね 24～96時間であり、トランスフェクション

後 10 日時点の観察時にはプラスミド由来の一過性発現の影響は十分低下し、編集によっ

てゲノムにドナーが組み込まれた状態を見ていると想定し、ドナー由来 GFPの蛍光観察に

よって、その確認を試みた。しかしその結果、ドナーベクターのみの導入でも蛍光が観察さ
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れ、蛍光は必ずしも目的のターゲットで適切に編集されたことを反映していないと考えられ

た。Cas9 と gRNA が存在しなくとも、ドナーのみでも蛍光を発する細胞が認められたことは、

ゲノムへのランダムな挿入が起こっている可能性が考えられた。 

 

図 11 GFP発現による遺伝子編集の確認 

293T 細胞・JHH7 細胞に対し、ALDH2 SNP 編集もしくは AAVS1/ALDH2 編集用の

Cas9+gRNA発現 plasmidおよび donor plasmidを共導入、もしくは donor plasmidのみ

を導入し、GFPの蛍光観察によりドナー配列の導入を確認した。(NC : negative control) 

 

次に JHH7細胞に対しALDH2 SNP編集ドナー及びCas9+gRNAを導入後、薬剤

選択にて単離したコロニーに対し、TaqMan PCRによる genotypingを行った (図 12)。mut

の SNPが正しく編集された場合mutの SNPは消失するため、wtのシグナルだけが増幅す

ると考えられるが、単離したコロニーの多くでは wt と mutの PCR増幅曲線が約 1サイクル

分ずれていた。もしランダムな挿入によってドナー由来の wt の SNP が無関係な位置に入

った場合、その細胞は wt の SNP を 2 つと mut の SNP を 1 つ持つことになる。PCR の 1

サイクルで目的の DNA配列は 2倍に増幅するため、シグナルの 1サイクル分のずれは細
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胞内のランダム挿入を示唆する可能性があると考えられた。 

 

図 12 TaqManPCR法による SNPのランダム挿入の予測 

a) JHH7 (wt/mut) へのランダム挿入によるコロニーの TaqMan PCR genotyping。 

b) 正しいターゲットでの遺伝子編集と、ランダム挿入において予測される SNPのパター

ン。 

 

293T細胞・JHH7細胞の AAVS1/ALDH2編集後または ALDH2 SNP編集後に薬

剤選択されたコロニーのうち正しく遺伝子編集されたものを選択するため、挿入された配列

の両端 gap部分における PCRにより insert確認を行った (図 13 a)。その結果、調べたコロ

ニーのうち両端の PCR が共に増幅し、正しく編集が起こったと思われるコロニーの割合は

図 13bのようになった。 
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293T JHH7 

AAVS/ALDH2編集 8/10 4/10 

ALDH2 SNP編集 4/12 3/12 

 

図 13  insert gap PCRによる編集確認 

a) 挿入配列の両端（3’側、5’側）において、それぞれ gap をまたぐように PCR プライマ

ーのセットを設定した。PCR増幅の有無により、正しい編集を確認した。 

b) 調べた編集後コロニーのうち、正しく編集されたコロニーの割合。 

 

④ 遺伝子編集後の ALDH2の発現確認と活性測定 

293T細胞・JHH7細胞のAAVS1/ALDH2編集後、薬剤選択により正しく編集された

と思われる細胞を単離した。ALDH2 SNP 編集については puromycin による選択、

PiggyBac Transposase 導入及び ganciclovir での選択によって正しく ALDH2 の配列が復

帰したと思われる細胞を単離した。編集前及び編集後の各細胞に対し、Western blotting

によりALDH2の発現を確認した (図 14)。その結果、腎臓上皮細胞である 293T細胞では

ALDH2の発現がほとんどなく、ALDH2の SNP編集後も発現は認めないが、AAVS1への

ALDH2 組み込みでは ALDH2 の発現がみられた。一方、肝細胞である JHH7 では元々

ALDH2 発現があり、SNP 編集後も AAVS1 編集後も発現しているが AAVS1 編集後では

a) 

b) 
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ALDH2 発現がやや上昇しているように見えた。なお、JHH7 では ALDH2 が 2 重のバンド

として見られたが、翻訳直後の ALDH2前駆体は N末端に 17アミノ酸のミトコンドリア移行

シグナルが存在し、ミトコンドリア移行後にこれらの移行シグナルが切断されることから、細

胞溶解液を用いたWestern blottingでは、ALDH2は本来 2重のバンドとして見られ、上の

バンドは細胞質内、下のバンドはミトコンドリアに移行した ALDH2 であることが報告されて

いる[72]。JHH5のALDH2のバンドは濃すぎるために 2重バンドであるかどうか評価ができ

なかったが、JHH7の AAVS1編集による過剰発現でも、ALDH2遺伝子編集後も上のバン

ドが目立っていた。これは編集後のミトコンドリアへの移行効率の変化によって細胞質に停

滞しているものを観察しているのか、翻訳後修飾の変化による分子量変化によるものかは

現時点では不明であり、今後検討が必要と考えられた。 

 

図 14 編集後細胞の ALDH2発現確認 

AAVS1/ALDH2 及び ALDH2 SNP 編集後の細胞に対し、ALDH2 発現を Western 

blottingにて確認した。(PC : positive control、NC : negative control) 

 

次にALDH2の編集前後の酵素活性を測定し比較した (図 15)。ALDH2の反応産

物 NADHの 450 nmの吸光度 (OD450) を測定し、その経時変化の傾きを ALDH2活性と

した。編集前の 293T 細胞、JHH5 細胞、JHH7 細胞の活性測定では、293T では wt/wt で
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あるがそもそも ALDH2 発現がほとんどないため活性が低く、wt/wt で ALDH2 発現もある

JHH5は高活性、wt/mutである JHH7は低活性を示した (図 15 a)。ALDH2 cDNAの定量

PCR によるｍRNA発現の比較では、JHH5・JHH7 では ALDH2発現が多く、293T では発

現はごくわずかであった (図 15 b)。293Tはヒト腎臓上皮細胞であるが、ALDH2は腎臓や

肺などでも発現しており[73]、Western blottingで検出しにくい程のわずかな発現でも wt/wt

であるために JHH7 より活性はやや高くなることが推測された。 

 

図 15 ALDH2活性測定および ALDH2 mRNA定量（編集前） 

a) 編集前の各細胞の ALDH2活性。反応産物 NADHの吸光度 (OD450) の経時変化

の傾きを ALDH2活性として求めた。(n=3) 

b) 編集前の各細胞の ALDH2 cDNA定量 PCRにより、mRNAの発現を調べた。(n=3) 

a) 

b) 



- 39 - 
 

次に編集後の細胞における ALDH2 活性を調べた。薬剤選択したコロニーを単離

せず全体の細胞集団としての活性を見ると活性変化はほとんど見られず、正しく編集され

たものの割合が低いことが考えられた (データ非掲載)。そこで単離したコロニーについて

活性測定したところ、ALDH2 発現がない 293T では ALDH2 SNP 編集でも活性は上昇し

ないが、AAVS1 への ALDH2 遺伝子挿入で著明な活性上昇がみられた。一方元々発現

があり wt/mutである JHH7では、AAVS1への ALDH2挿入および ALDH2 SNP編集で共

に活性が軽度上昇し、編集前よりも有意な上昇であった。また有意差はなかったものの、

ALDH2 SNPの直接編集ではやや高い活性が得られた (図 16)。 

 

 

図 16 編集前後の ALDH2活性測定 

AAVS1/ALDH2及び ALDH2 SNP編集後の ALDH2活性。(NC : negative control) 

(n=3) 
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ALDH2はサブユニットが 4量体を形成した酵素であり、変異型サブユニットが混在

すると低活性となる。従って、元々ALDH2 発現のわずかな細胞では正常型の強制発現に

より高い活性を得られるが、JHH7のようなALDH2発現がありwt/mutの細胞の活性を上昇

させる場合、別の部位に正常型ALDH2を新たに組み込んでも、内在性の変異型が混じる

ことにより活性上昇しにくく、ALDH2遺伝子の SNPを直接編集した方がより活性上昇効率

が良いのではないかと予測された。但し、SNP編集においてはどちらの相同染色体が編集

されるかで編集後の遺伝子型は 1/2の確率で野生型ホモかもしくはヘテロのままであり、活

性が改善する細胞は編集された全体の1/2であり、従って全体の活性を得るには全体の編

集効率を高くする必要がある。また、外来性の強制発現と内因性の発現はプロモーターが

異なり発現量も同じではないため単純な比較はできないと考えられ、より厳密には発現量

も含めた今後の検討が必要である。 

今回、ALDH2 SNP編集ではもっと高い活性上昇を期待したが、実際はAAVS1編

集に比較して明らかな有意性を証明できなかった。ALDH SNP 編集後の細胞のシークエ

ンス確認では SNP 部分で野生型 (G) と変異型 (A) のシグナルが混在しており、2 段階

の薬剤選択の過程で単離が不十分だったことによると考えられる (図 17)。 
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図 17  ALDH2 SNP編集後の SNP部分のシークエンス確認 

  SNP部分で野生型 (G) と変異型 (A) のシグナル混在を認めた。 

 

以上より、細胞の発現様式や目的タンパクの特徴によって、遺伝子編集で得られる

結果が異なることが分かった。しかし、編集後細胞の薬剤選択・コロニー単離によって活性

変化を確認できるものの、細胞集団全体における活性変化はほとんどないことから、更に

に編集効率を上げる工夫が必要であると考えられた。 

 

⑤ Cas9安定発現細胞株の樹立 

プラスミドを用いた遺伝子編集では細胞全体に対する編集効率が低くランダム編

集が多いことから、以後正しい編集効率を上げるための検討を行った。確実な Cas9 発現

を得るためにレンチウイルスによる Cas9安定発現細胞株を作成した (図 18)。 
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レンチウイルスで Cas9 遺伝子をゲノムに組み込んだ Cas9 安定発現細胞株では確

実な Cas9発現が得られ、Cas9の導入発現効率を検討する必要がなくなるため、以後の実

験では Cas9安定発現細胞株を用いることとした。 

 

図 18  Cas9安定発現株の Cas9発現確認  

レンチウイルスを用いて Cas9 安定発現株を作成し、薬剤選択の後に Western blotting

にて Cas9の発現を確認した。(NC : negative control) 

 

⑥ in vitro、in vivoにおける gRNAの切断効率の比較 

CRISPRによる遺伝子編集ではターゲット部位の設定によっても切断効率が変化す

ることが知られており、従って ALDH2 SNP の近傍において切断のターゲットに必要な

PAM（NGG 配列）の候補を exon 部分において 2 か所、intoron において 4 か所の計 6か

所設定し、切断効率を比較した (図 19)。 

(なお、これまでの実験で使用した Cas9 + gRNA発現プラスミドの PAMは i1に相当する。) 
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図 19 ALDH2 SNP近傍での PAMの設定 

ALDH2 SNP近傍において、 DNA二重鎖切断のターゲットとなるPAM (NGG配列) を

exon部分で 2か所 (e1~2)、intron部分で 4か所 (i1~4)の計 6か所設定した。 

 

これらの 6か所の PAMに対応した 6種の gRNAを in vitro transcriptionによりそれ

ぞれ合成し、293T由来 DNA を鋳型として PCR で増幅した ALDH2 SNP を含む 2 kbの

DNA 断片をターゲットとして、in vitro で Cas9 タンパクと反応させた。ターゲット断片は

ALDH2 SNP近傍において切断が起こった場合 1.4 kb と 0.6 kbに分かれるよう設定してあ

る。それぞれの反応産物の電気泳動結果より各バンド強度を ImageJ を用いて定量解析し、

未切断断片を a、切断された 2断片を b及び c として、切断断片の割合 ( fcut ＝ (b+c) / 

(a+b+c) ) を求めた (図 20)。その結果、gRNA(e1)ではやや切断が悪かったものの、その

他 5種 gRNAでは良好な切断がみられた。 
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図 20 in vitro における gRNAの切断効率確認 

a) ALDH2のターゲットを含む全長 2 kbの PCR産物を、in vitro合成した各 PAMに対応

する 6種の gRNA及び Cas9 nuclease と in vitroで反応させた。 

b) 電気泳動結果よりバンド強度を定量し、各 gRNAの切断効率（fcut）を求めた。 

（PC： kitに附属の既知な DNA 2kbを Cas9+gRNAで切断した 1.4 + 0.6kb DNA断片、

NC：PCRによって増幅した 2kb ターゲット DNA断片） 

a) 

b) 
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gRNA の効率には PAM 配列の密度・GC の割合、遺伝子における exon 内・intron

内などの配置、クロマチン構造の accessibility など様々な要因が効率に影響すると考えら

れており[74-78]、in vivoでは細胞内環境の複雑な要因が影響して効率が変化する可能性

が考えられた。そこで 6種の gRNAの in vivoでの切断効率を、T7エンドヌクレアーゼアッ

セイにより調べた。これは、T7エンドヌクレアーゼがDNA二重鎖内のミスマッチを切断する

ことを利用して変異を検出する手法である (図 21) [79]。 

 

図 21  T7エンドヌクレアーゼアッセイ 

遺伝子編集を施した細胞集団よりゲノム DNA を抽出し、これを鋳型として、ターゲット含

む領域を 2段階 PCRにより増幅した。PCR産物の DNA断片を熱変性→再アニーリン

グし、T7エンドヌクレアーゼで DNA二重鎖内の mismatchを切断することで、変異を検

出した。 

 

 

a) 
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本法では、変異を含む部位を PCR で増幅し、熱変性→再アニーリングの過程でミ

スマッチを形成した二重鎖DNAをT7エンドヌクレアーゼで切断することで、切断断片の濃

度により細胞集団における変異の割合が分かる。Cas9とgRNAによって二重鎖切断された

DNAはドナーなしでは主に NHEJの機構により変異を伴って修復されるため、この変異の

割合によって細胞内での gRNAの切断効率を見ることとした。 

293T由来 Cas9安定発現細胞株 (293T-Cas9) に 6種の gRNAを導入し、72時間

後の細胞から抽出したDNAを鋳型として、ALDH2 SNPを含む約540bpをPCRで増幅し、

T7ヌクレアーゼアッセイを行った (図 22)。なお、JHH7は wt/mutであり SNP部分で必ずミ

スマッチが形成されるため、これをコントロールとして用いた。電気泳動結果よりバンド強度

を ImageJ を用いて定量解析し、未切断断片 a、切断された 2 断片 b 及び c から、切断断

片の割合 (fcut ＝ (b+c) / (a+b+c) ) 、また理論上の NHEJによる変異導入の割合 (indel 

(%) = 100 × (1-√(1 − 𝑓𝑐𝑢𝑡) ) ) [63]を求めた (図 23)。なお、切断によって生じるDNA断

片のうち長いもののサイズを共に示した。 
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図 22  T7エンドヌクレアーゼアッセイによる細胞内での各 gRNA切断効率 

293T-Cas9に対し 6種の gRNAをそれぞれ導入後、ALDH2 ターゲットを含む 540bpに

対し、T7エンドヌクレアーゼアッセイにより切断効率 (DNA二重鎖切断後の NHEJによ

る変異導入率) を比較した。 

(fcut ：DNA切断断片の割合、indel(%) ：変異導入の割合) 

 

Cas9による切断部位は PAMの 3塩基上流で起こり、NHEJによる修復のされ方で

欠失や挿入などの変化も起こり得るが、T7 エンドヌクレアーゼの切断が同部位で起こると

想定した場合の切断断片のうち、長い方のサイズを下に示した。切断断片のバンドは

400bp前後にみられるが、最大と最少のものでは 40bpの差があり、移動度の違いがサイズ

の差を反映していると考えられるが、厳密には細かく設定したサイズ既知の DNAマーカー

と共に泳動し評価する必要がある。 

6種の gRNAのうち e2、i3、i4において比較的切断断片の割合が多く、つまりDNA
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二重鎖切断後の変異の割合が多いと考えられた。in vitro での検討ではいずれの gRNA

でも良く切断がみられていたが、細胞内での実際の切断効率は必ずしも in vitroでの結果

と一致しないことが分かった。従って、比較的切断効率の良いと思われる 3つの gRNA (e2、

i3、i4) を今後用いることとした。 

 

⑦ ssODNをドナーとした編集効率の検討 

次に、ドナーによる相同組換えの効率向上について検討した。プラスミドでのドナー

配列導入では薬剤選択のための遺伝子導入などが可能である一方、約 500～1000bp の

homology arm が必要とされるため全体のサイズも大きくなり、導入効率の低下が起こりや

すい[80]。一方、一本鎖の短い DNAである ssODN (single strand donor oligoDNA) [63, 

64]を用いる方法では、homology armは 40～90 base程度、全長 200 base程度と非常に短

いため人工合成も可能で、導入効率改善にも有用であるが[64]、導入できる変異は 10 塩

基程度であり薬剤選択マーカーなどを挿入することはできず、編集されたものを選択して

単離する目的には不適である。薬剤選択などの人工的な段階を経ない臨床応用を目指す

のであれば、編集効率を考慮すると ssODNの方がドナーに適していると考える。 

従って、選択した 3種の gRNA（e2、i3、i4）それぞれに対応した ssODNを人工合成

にて作成した (図 25)。（i3、i4 に対応した ssODN は共通である。）これらの ssODN は、

ALDH2 の正常型 SNP を導入し、かつ PAM・gRNA 認識配列への変異導入を起こして編

集後は再切断されないよう、そして exon部分においてはアミノ酸が変化しないように設計し
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た。(なお今回は行っていないが、PCR 増幅断片の切断により編集を検出する目的で制限

酵素 HindⅢの認識部位も導入してある。)  編集の有無の確認は、編集後変異に特異的

な配列を 3’末端に設定した Fwプライマーを用いて、PCRにより検出した。 

 

 

 

図 23  ssODNを用いた SNP編集 

a) エキソン内をターゲットとした gRNA (e1,e2) に対し、アミノ酸変更を伴わずに PAM 

(NGG配列) が変更されるよう ssODNの配列を決定した。 

b) イントロン内をターゲットとした gRNA (i3,4) に対し、PAM (NGG配列) が変更される

よう ssODNの配列を決定した。 

c) 編集によって変更された塩基が 3’末端に相当するように Fw プライマーを設定し、

PCRの増幅によって編集の有無を確認した。 
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Cas9 安定発現細胞株 293T-Cas9 および JHH7-Cas9 に対し、3 種の gRNA とそれ

ぞれに対応した ssODN を導入し、72 時間後に細胞 DNA を回収した。これを鋳型として、

編集後配列に対応したプライマーによる PCRを行い、電気泳動の結果より増幅DNA量を

定量した (図 24)。293T-Cas9に gRNA(e2) を導入した時のバンド強度を 1としてそれぞれ

の相対量を求め、編集効率を比較した。この結果、gRNA の e2 と i4 では増幅がみられ目

的の編集が起こっているのに対し、i3では増幅が悪く、編集効率が低いと考えられた。 

 

 

図 24  各 gRNAを用いた編集効率の検討 

Cas9安定発現細胞株に対し、gRNA (e2, i3, i4) および対応する ssODNを導入し、編

集後配列に特異的な PCRにより編集の有無を確認した。293T-Cas9に gRNA(e2) を導

入した時のバンド強度を 1 とした相対量を比較した。 
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Cas9 切断効率の良い gRNA を選択しても、ドナーを用いた相同組換えによる最終

的な編集効率には差を認め、相同組み換えの効率もターゲットにより変化する可能性が示

唆された。この結果より、以後の実験には相同組換え効率の良い gRNA (e2、i4)を採用す

ることとした。 

 

⑧ SCR7添加と gRNA+ssODN導入量の編集効率への影響の検討 

DNA二重鎖切断の二つの修復機構のうち、NHEJに関わる遺伝子の RNAiやイン

ヒビターなどによって NHEJ を抑制することで、相同組換えによる編集の効率が上がるとい

う報告がある[65, 81, 82]。この効果を期待して、NHEJに関与する DNA ligaseⅣのインヒビ

ターである SCR7 の編集効率への影響を調べた。同時に、gRNA と ssODN の導入量、導

入比の編集への影響も検討した。 

JHH7-Cas9細胞に対し、gRNA (e2) と ssODNの導入量を 6段階設定し、さらにそ

れぞれ SCR7添加・非添加の 12条件について、導入 72時間後に細胞DNAを回収した。

これを鋳型として編集後配列に対応したプライマーによる PCR を行い、電気泳動の結果よ

り各バンド強度を定量した (図 25)。gRNA 0.25μg＋ssODN 0.25μg、SCR (+) での増幅

DNA量を 1としてそれぞれの相対量を求め、編集効率を比較した。なお PCRのコントロー

ルとして、編集前配列に対応したプライマーによる PCR産物も泳動した。 
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図 25  gRNA・ssODN導入量、SCR7添加有無による編集効率の検討 

JHH7-Cas9に対し、SCR添加・非添加それぞれの条件で gRNA(e2)+ssODNを導入し、

編集後配列に特異的な PCRにより編集の有無を確認した。 

gRNA 0.25μg＋ssODN 0.25μg、SCR (+) でのバンド強度を1とした相対量を比較した。

編集前配列に対応した Fwプライマーを用いた増幅断片をコントロールとした。  

 

JHH7-Cas9では増幅がみられたいずれの条件でも SCR7(+) の方が比較的増幅が

良く、gRNA 0.5μg + ssODN 0.5μg、SCR7(+) の条件が最も良いという結果であった。導

入量が多ければ必ずしも効率が良いわけではなく、今回の検討では最大量の条件 

(gRNA 0.5μg + ssODN 1μg) ではかえって導入が少なかった。核酸量に比例してトラン

スフェクション試薬も増量するためその毒性の影響や、細胞によってトランスフェクションの

許容導入量が異なる可能性が考えられ、導入量や導入方法を含めた十分な条件検討が

必要な可能性がある。 
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５．考察 

 

CRISPR の登場でより簡便に遺伝子編集が可能になり、今後この技術を用いた遺伝

子治療の分野は更に研究が進むと考えられる。但し、現時点では編集効率が必ずしも高く

はないため、全ての体細胞を改変することが必要な遺伝子の場合、多くは受精卵や幹細胞

に対して遺伝子編集を行い正しく編集されたものを選択するという手法を取らざるを得ない。

一方、全ての細胞でなくとも一部の細胞が改変されれば全体としての機能を回復し得る遺

伝子、例えば酵素タンパクなどの遺伝子であれば、編集効率が高くなくとも治療的に応用で

きる可能性がある。 

今回、本研究では遺伝子編集のターゲットとして活性に SNP が関与する酵素である

ALDH2 を選択したが、サブユニットが 4 量体を作って機能するタンパクであり、変異型分子

の混在が大幅に活性を低下させるという特徴があった。本研究では ALDH2遺伝子 SNPの

直接編集、ALDH2 cDNA挿入による強制発現の 2種類の遺伝子編集を行った。その結果、

発現がわずかな腎上皮細胞の 293T 細胞では新たな遺伝子挿入は有効であるが、元々

wt/mutで発現のある肝細胞の JHH7細胞では内在性の変異型分子が活性に影響するため、

遺伝子の直接編集により変異型を野生型に変えることが有効である可能性が示唆された。

但し、強制発現と内因性の発現が発現量も異なること、ターゲットにより編集効率も同じでは

ないため単純な比較はできないと考えられる。薬剤選択後コロニーの insert PCR の結果で

は、AAVS1 は ALDH2 SNP よりもターゲットとして編集効率自体が良いと考えられ、また相
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同組み換えによる遺伝子のノックインよりも NHEJによる遺伝子ノックアウトの方が簡便である

ことから、内在性 ALDH2 遺伝子をノックアウトした上で AAVS1 に cDNA を挿入するという

方法も有効かもしれない。目的とする遺伝子の発現形態やタンパクの特性、またターゲット

の編集効率などを考慮し、手法を検討・選択するべきであると考えられた。 

今回のプラスミドを用いたリポフェクションによる導入の検討では、薬剤マーカーによ

る選択および insert PCRで目的配列の挿入を確認した細胞でも全てが十分な活性を呈する

わけではなく、正しく編集されたものを DNA 配列、タンパク発現などで吟味して、ようやくあ

る程度の活性の改善を確認できるという状態であり、全体に対し目的の機能改善が得られた

割合が非常に低かったことが分かる。一旦体外で細胞に編集を施し、目的の細胞を選択の

後に体内に戻すという ex-vivo editing の手法であれば、効率の悪さや編集による有害な変

異などのリスクの問題は解消できるかもしれない。一方、体内で直接細胞を編集する in-vivo 

editing の方法は、手法としては簡便であるが、十分な活性を得るには全体の編集効率を相

当上げることが必要と考えられること、有害な変異のリスクが存在することが問題となる。現在

血液領域では既に ex-vivo editing の手法が確立しているが、その他の臓器についてマウス

レベルで行われている遺伝子編集は主に in-vivo editingの研究が多い。臨床応用も可能な

in vivo editing の手法を発達させるには、編集効率および臓器特異性を上げ、リスクを減ら

すための検討が必須である。 

必要なコンストラクトの細胞への導入手段としては、リポフェクションやエレクトロポレ

ーション、ウイルスなどが考えられるが、生体にとって安全で実用化可能であり、かつ細胞の
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種類に応じてより効率の高い有用なキャリアを更に検討する必要がある。肝細胞に対する、

B 型肝炎ウイルスのエンベロープタンパクを利用した drug delivery system である BNC 

(Bionanocapsule) [83, 84] は、肝炎ウイルスが肝細胞に感染する機序を利用して肝細胞特

異的な導入が可能であり、かつ肝細胞に対する導入効率は約 60～100%と非常に高く[83]、

DNA やタンパクなど様々な物質が導入可能である。以前自身が報告した研究でも、高率に

microRNA を肝細胞に導入することができた[85]。BNC の臓器特異性と導入効率の高さは

CRISPRのキャリアとしても有効性が期待され、今後応用を試みたい。 

DNA 二重鎖切断を入れるターゲット部位の選択としては、編集したい配列の近傍で

PAM (NGG配列) の条件を満たす部位が候補となる。しかし、gRNAにおける 20塩基のタ

ーゲット認識配列のうち、5 塩基以下の mismatch では切断が起こり得る[86-88]。このターゲ

ット以外の無関係な部位で二重鎖切断が起こってしまう現象を off-target 効果といい、host

細胞にとって有害な影響を及ぼし得るため、これを最低限に抑えるために gRNAの 20塩基

のターゲット認識配列はなるべく特異的な配列に設定すべきである。配列特異性の点では

exon 内配列の方が良いと考えられるが、exon を切断した場合に正しく相同組み換えが起き

ず NHEJ により変異が入って修復される可能性があり、exon の変異はアミノ酸変異を起こし

てタンパク機能を消失させるリスクが高い。intron 内では特異性が低く、off-target が増えるこ

とが予想される。更に off-target を減らす工夫として、DNA 二重鎖切断ではなく一重鎖切断

によりnickを入れるタイプのCas9変異体 (D10A) を用いて、二重鎖のそれぞれの若干ずら

した位置に nickを入れることで二重鎖を切断するという方法も考案されている[89]。この方法
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では、2種類の gRNAの組み合わせによって切断するためより特異性はより高くなると考えら

れるが、2 種の gRNA を設定し導入する必要があること、また二重鎖切断よりも全体の効率

は低下することがデメリットとなる。また、無関係な部位に nick が入った場合に却ってランダ

ムな組み込みが上がるのかどうかは検討が必要である。 

なお、gRNA の設定自体による編集効率の違いについては、PAM 配列の密度・GC

の割合、遺伝子における exon内・intron内などの配置、クロマチン構造の accessibility など、

様々な要因が効率に影響すると考えられているが[74-78]、現在のところ明らかな指針はなく、

実際試してみないとそのターゲットにおける効率は不明である。細胞内の条件が大きく関わ

るため、in vitro での gRNA効率の検討は実際の細胞内での効率を反映せず、従って複数

のターゲット候補を使って in vivoでの検討を行う必要があると思われる。 

本研究の最終目標は ALDH2 の遺伝子編集により酵素活性を改善させることで、

ALDH2の変異型 SNPが関与する発癌を始めとした様々な疾患リスクを下げることであり、今

後マウスなどを用いた in vivo の実験に発展させることが必要である。現在報告されている

ALDH2 改変マウスモデルには ALDH2 ノックアウトマウス、ALDH2-2 強制発現マウス、

ALDH2-2 ノックインマウスなどがある[21]。ALDH2 ノックアウトマウスは ALDH2 の欠如によ

る病態を知るには有効であるが、ヒトではヘテロ遺伝子型でも低活性の ALDH2 を発現して

いるため、厳密にはヒト体内の動態とは異なる。ALDH2-2 強制発現マウスでは内因性の野

生型ALDH2を大きく上回る発現量で変異型ALDH2 (ALDH2-2) を強制発現させたもので、

変異型が内因性 ALDH2 と結合して低活性となるためヒト変異型ホモのモデルとなっている。
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ALDH2-2 ノックインマウスは ALDH2遺伝子の 1つの alleleを変異型で置換したもので、報

告は少ないが、よりヘテロ遺伝子型のヒトの体内の動態に近い可能性がある。ALDH2 ノック

アウトマウスにおいて、アルコール投与により食道扁平上皮細胞内でアセトアルデヒドによる

DNA damageの増加が報告されているため[90]、ALDH2-2 ノックインマウスで同様の表現型

が起きれば、それをモデル動物として本研究から得られる遺伝子編集手法の効果を in vivo

で検証できると思われる。 

ヒトを対象とした ALDH2 活性改善のための臨床応用可能なインターベンション開発

に向けては、特異性・安全性が担保されなければならず、今後高い編集効率を得ることと共

に、標的細胞への特異性や生体への安全性について、より検討を進めていく必要がある。

本研究における遺伝子編集の効率を上げるための様々な条件や手法の検討は、ALDH2

のみならずその他のタンパクの遺伝子編集についても役立てられるかもしれない。 
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６．結語 

 

アルデヒド脱水素酵素 (Aldehyde dehydrogenase：ALDH) 遺伝子の一塩基多型を

遺伝子編集で改変することよりある程度のタンパク機能改善が得られた。ヘテロ遺伝子型集

団における発癌などの疾患リスク低下を目指した応用に向けて、さらに検討を進めていきた

い。 
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