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PRESS RELEASE  2023/2/13      
 

 

効率的なゲノム編集を可能とする脂質ナノ粒子の開発 
～ゲノム編集治療への貢献に期待～ 

 
ポイント 
・ゲノム編集治療の実現に欠かせない脂質ナノ粒子の製剤設計方法を確立。 
・RNPの脂質ナノ粒子への効率的な搭載と細胞内での RNPのリリースの両立の重要性を解明。 
・CRISPR-LNPの静脈内投与により肝臓遺伝子の 80%以上のノックアウトを達成。 

 
概要 

北海道大学大学院薬学研究院の佐藤悠介助教、原島秀吉教授、同大学大学院生命科学院修士課程の
小沼はるの氏の研究グループは、効率的なゲノム編集*1 を可能とする脂質ナノ粒子（Lipid 
Nanoparticles: LNPs*2）の開発に成功しました。 

2020 年にノーベル化学賞の対象となった CRISPR/Casシステム*3は、多様な難治性疾患に対する
根本的治療戦略として期待されています。しかしながら、その医薬品応用のためにはゲノム編集ツー
ルを標的組織だけに安全かつ効率的に送達する技術が必要不可欠となります。 

LNPは薬物の体内動態を制御する技術（Drug delivery system: DDS*4）の一つです。研究グループ
はこれまでに、CRISPR/Cas9タンパク質-RNA複合体（ribonucleoprotein: RNP*5）を一本鎖オリゴ
DNA（ssODN*6）と複合体化させ LNPに封入した製剤（CRISPR-LNP）の開発に成功しています。 
今回、研究グループは、細胞質内送達後の RNPの ssODNからのリリースに着目し、最適な ssODN

の設計方法を確立しました。また、最適化された CRISPR-LNP の静脈内投与により、肝臓遺伝子の
80％以上のノックアウトを達成しました。今回開発された最適 ssODN の設計に基づいた CRISPR-
LNPのゲノム編集治療への実用化が期待されます。 
なお、本研究成果は、2023年 2月 10日（金）公開の Journal of Controlled Release誌に掲載され

ました。 
 

  

本研究の概要図 
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【背景】 
ゲノム編集技術は、標的の遺伝子だけを選択的に破壊・修復・改変できる技術であり、1 回の投与

により永続的な効果をもたらすことができます。2020 年にノーベル化学賞の対象となったゲノム編
集技術である CRISPR/Cas9システムは、標的配列の認識を担う gRNAと標的配列の切断を担うCas9
タンパク質との複合体（ribonucleoprotein: RNP）から成ります。gRNA の配列を変更することによ
って様々な標的遺伝子の改変を行うことができるため、設計や実験方法の簡便さから、多くの研究者
の間でその利用が広まりました。しかしながら、ゲノム編集治療の実現には、ゲノム編集ツールを標
的組織や細胞だけに安全かつ効率的に送達する技術が必要不可欠となります。 
脂質ナノ粒子（Lipid Nanoparticles: LNPs）は、薬物の体内動態を制御する技術（Drug delivery 

system: DDS）の一つで、COVID-19に対するワクチンにも採用されています。2021年には、LNPを
用いた CRISPR/Cas ゲノム編集治療法の最初の臨床試験が実施されました。CRISP/Cas システムの
送達方法としては、DNA、mRNA、あるいは RNPとして送達する 3 つの方法に分けられます。DNA
や mRNA として送達させる方法では、標的細胞内で Cas9 タンパク質を産生した後、Cas9 タンパク
質と gRNAが出会い、RNPを形成する必要があります。そのため、ゲノム編集が起こるまでに多くの
過程が必要となります。また、長期間にわたる Cas9 タンパク質の産生は、標的ゲノム領域以外での
ゲノム DNA 切断（オフターゲット切断）が起きてしまう可能性が高まるとされています。一方で、
RNPとして送達する方法では、細胞に取り込まれた後は、核に移行するという過程のみでゲノム編集
を行うことができます。加えて、RNPが細胞内に存在する時間はとても短いので、オフターゲット切
断が起こるのを低減することができます。 

RNP 送達によるゲノム編集の実現が有望視される一方で、送達効率の低さや実用的な製造方法の
確立が課題となっています。研究グループはこれまでに、一本鎖オリゴ DNA（ssODN）を RNPと複
合体化させ、RNPに強い負電荷を付与することで、正に帯電した脂質との静電的相互作用により RNP
を効率的に LNPへ封入した製剤（CRISPR-LNP）の開発に成功しています。しかし、ssODNを用い
た戦略では、LNPの製造過程だけではなく、細胞内移行後の RNPの状態、すなわち RNPが ssODN
からリリースされ標的ゲノム DNA に結合できるかにも着目する必要があります。そこで研究グルー
プは細胞内での RNPのリリースに着目し、最適な ssODNの設計方法の確立を試みました。 

 
【研究手法】 

gRNAに対する様々な相補率（0-100%）を示す ssODNを設計しました。各 ssODNと RNPから作
製される LNPのゲノム編集効率を比較することで、最適な ssODN配列の設計方法の確立を目指しま
した。 

 
【研究成果】 

研究グループはまず、gRNA に対して様々な相補率を示す ssODN を設計し、RNP と各 ssODN の
複合体（RNP-ssODN）から LNPを作製しました（図 1）。その結果、gRNAと相補鎖を形成が期待さ
れない ssODNでは、比較的粗大で不均一な LNPが形成されました。従って、RNPと ssODNが複合
体を形成することは、粒子径が制御された均一な LNPを得る上で重要であることを見出しました。 
次に、各 ssODNを用いて得られた LNPのゲノム編集効率を比較するため、標的遺伝子がコードす

るトランスサイレチン（TTR）タンパク質の血清中濃度を定量しました。その結果、ssODNの相補率
と標的タンパク質濃度はU字曲線を示すことが明らかとなりました（図 2）。相補率の低い ssODNは、
LNP製造時の RNP-ssODN複合体形成が十分でなく、サイズ制御のできない不均一な LNPが形成さ
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れるため、ゲノム編集効率が低下します。一方、相補率の高い ssODN は、細胞内で RNP が ssODN
からリリースされず、RNP の標的 DNA への結合が阻害されるため、ゲノム編集効率が低下します。
したがって、高いゲノム編集効率の実現には、CRISPR-LNP 製造時の RNP-ssODN 複合体の形成と
細胞内での RNPのリリースの両立が重要であることが示唆されました。 
研究グループは、最も高いゲノム編集効率を示した中間の相補率の ssODN（medium-ssODN）と

相補率の高い ssODN（high-ssODN）、低い ssODN（low-ssODN）について、各温度での RNPとの
複合体形成を検証しました。その結果、生体内温度（~40℃）では、medium-ssODNは大部分が RNP
から解離しているのに対し、high-ssODNは RNPと完全に結合していることが判明しました（図 3）。
RNPの 50%が ssODNと複合体を形成している温度を融解温度（Tm）とすると、high-ssODNの Tm
値は 62℃、最も高いゲノム編集効率を示した medium-ssODN の Tm 値は 32℃であることが分かり
ました。従って、CRISPR-LNP製造時（25℃以下）では RNPと複合体を形成し、細胞内（37℃付近）
では RNP をリリースできる Tm 値（25℃~30℃付近）の ssODN が最適であることを見出しました。 
次に、RNP-ssODN複合体形成が、RNPの標的DNAに対する切断効率に与える影響を調べました。

生体内温度を模倣した 37℃において、標的 DNAと RNP-ssODNを反応させ、RNPによる標的 DNA
の切断効率を評価しました。その結果、medium-ssODNは low-ssODNと同等の切断効率を示すのに
対し、high-ssODNは切断効率が有意に低下しました（図 4）。一方、medium-ssODNが RNPと複合
体を形成する 15℃で反応させたところ、medium-ssODN の切断効率が有意に低下しました（図 4）。
従って、効率的なゲノム編集のためには、RNPが ssODNからリリースされることが必須であること
を見出しました。以上のことから、製造時の RNP-ssODN 複合体の形成と細胞内での RNPのリリー
スの両立を実現する最適な ssODN の設計方法として、Tm 値を 25℃~30℃に制御するという方法を
確立しました（図 5）。 
最後に研究グループは、最適化した CRISPR-LNPを連日投与することにより、血清中 TTRタンパ

ク質濃度を 80%以上減少させることに成功しました（図 6）。 
 
【今後への期待】 

本研究成果である ssODN の最適設計方法は、あらゆる gRNAに対して最適な相補率を決定するこ
とができる設計方法であり、他の RNP 送達キャリアにも適用できる汎用性の高い戦略であると考え
られます。そのため、現在の RNP 送達における課題である搭載効率の低さや生体内での安定性の低
さに対する有用なアプローチの一つとなり、安全性の高い CRISPR/Cas RNP 送達技術の発展とゲノ
ム編集治療への実用化に繋がることが期待されます。 
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【参考図】 

 
図 1. CRISPR-LNPの cryo-TEM観察 
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図 2. ssODNと相補率とゲノム編集効率 
 

 
図 3. RNP-ssDON複合体の温度依存性の検証 
 

 
図 4. RNP-ssODN複合体は切断活性を阻害する 
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図 5. 最適 ssODNの設計方法 
 

 
図 6. CRISPR-LNPの連日投与によるゲノム編集 
 
【用語解説】 
＊1 ゲノム編集 … 遺伝情報が保存されているゲノムDNA上の特定の塩基配列を狙って操作する技術
のこと。 

＊2 LNP … 複数種の脂質を主成分とする直径数十nmから数百nmのナノ粒子のこと。 
＊3 CRISPR/Casシステム … 標的遺伝子を簡便かつ安価に改変できるゲノム編集ツール。sgRNAが特
異性、Cas9タンパク質が遺伝子の切断を担う。 

＊4 DDS … Drug delivery systemの略語。薬物の体内動態を量的・空間的・時間的に制御する手法の
こと。薬効の最大化と副作用の低減が期待される技術。 

＊5 RNP … 核酸とタンパク質の複合体のこと。 
＊6 ssODN … 一本鎖の短い DNAのこと。 


