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CRISPRゲノム編集技術は、標的とするゲノムDNA配列を自在に改変することを可能とする技術として幅広い分野に応用されているが、いくつか
の解決すべき課題も残されている。例えば、標的配列だけでなく標的配列に類似した配列まで切断してしまうオフターゲット切断が大きな問題
点の一つである。また、CRISPRゲノム編集技術を用いて新しいDNA配列の挿入（ノックイン）を行う際には、オフターゲット切断の他に、ゲノム上
の標的領域以外の箇所へのドナーDNAの挿入（ランダム挿入）も問題となる。一般的には、二本鎖DNA（dsDNA）よりも一本鎖DNA（ssDNA）のド
ナーを用いた方がランダム挿入の頻度が少ないと考えられている。我々はこれまでに、長鎖ssDNAをドナーDNAとして用いた高効率ノックイン
法であるEasi-CRISPR法を開発し、それを用いて数多くのモデル動物を作製してきた。現在Easi-CRISPR法は、国内外で多数利用されているポピ
ュラーな手法の一つとなっているが、ssDNAをドナーに用いた場合でもランダム挿入が生じることが分かってきた。我々の実験において作製し
たレポーターマウスにおいても、ドナーDNAのランダム挿入の存在が示唆された。しかしながら、ssDNAドナーを用いた際に、どのような機序で
ランダム挿入が起こるかのか、および挿入部位や挿入のされ方の特徴に関しては、これまでにあまり知られていない。
今回我々は、次世代シークエンス（NGS）技術を活用し、Mmp9レポーターマウス作製時（稲垣豊教授との共同研究）に得たファウンダーマウスに
おけるオフターゲット候補部位 (OCS)の探索、およびドナーDNAのランダム挿入部位（ICS）の探索と特徴づけ、を行なった。その際に、Cas9切断
箇所に近接した配列を解析できるCIRCLE-seq法を独自に改良した方法（CRISPR-KRISPR法と命名）を用いた（図１）。なお、本研究は生命科学統
合支援センターのメンバー（写真）を中心として共同研究として進められたものである。

独自のCRISPR-KRISPR法を、レポーターマウス作出実験で得たファウンダーマウス個体におけるOCS探索およびICS探索に適用した（図１）。
CIRCLE-seq法と異なる点はゲノムの断片化処理の部分であり、CIRCLE-seq法では超音波破砕による物理的なDNA切断方法を用いているのに対
し、CRISPR-KRISPR法では酵素切断法を用いる。これにより、より少量のゲノムDNA量（3µg）で一連の実験を行うことができる（CIRCLE-seq法では
25µg以上を必要とする）。また、本手法ではDNA断片化装置が不要であると言った利点もある。
　野生型マウスおよびMmp9レポーターマウス作出実験で得た11個体のファウンダーマウスを供試し、CRISPR-KRISPR法により802箇所のOCSと
23箇所のICSを見出した。選抜した50箇所のOCSについてアンプリコンシークエンシングにより検証したところ、ファウンダーマウスにおいてオフ
ターゲット変異は認められなかった。またICSに関しては、PCR法と塩基配列確認により最終的に6箇所のランダム挿入部位を検出したが、その配
列を詳細に解析したところ、これらの配列はゲノムの欠失や重複、レトロトランスポゾンなどのリピート配列を伴って挿入されていることが明らか
となった（図２）。検出されたOCSとICSのオーバーラップは観察されず、Cas9によるオフターゲット切断と関係なくランダム挿入が生じている可能
性が示唆された。
　CRISPR-KRISPR法は、従来のCIRCLE-seq法に要するDNA量より少量のDNAでも実施可能であり、耳片由来のDNAでも十分に解析できる手法
である。CRISPRゲノム編集によって得られたサンプルに存在しうるオフターゲット部位とランダム挿入部位を同じ手順で解析することが可能であ
る。これにより、意図しない編集を有したファウンダー個体を除外して適切なファウンダー個体を選別することなどに活用できる。

CRISPR-KRISPR法は、loxPのようなタグ配列の挿入やアデノ随伴ウイルス（AAV）による遺伝子デリバリー実験におけるAAVベクター挿入など、各
種ゲノム編集実験の評価に利用できるものと考えられる。今回使用したNGSのリード長は短いものであったことから（150bp）、現時点では短い
領域の配列の解析にしか用いていないが、今後、本手法にロングリードシークエンサーを活用することで、LINE配列のような重複配列や長いホ
モロジーアームを含むドナー配列のランダム挿入部位の検出にも適用可能であると考えられ、より多くのゲノム編集実験の評価や品質管理に応
用可能な手法となると期待される。
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図１：CIRCLE-seq法とCRISPR-KRISPR法の
比較
オリジナルのCIRCLE-seqは、25ugのゲノム
DNAを超音波破砕により断片化し、環状化
DNAを作成する（左パネル）。CRISPR-KRIS-
PRは、～3ugのゲノムDNAを用いてDNA断
片化酵素により断片化する（右パネル）。
CRISPR-KRISPRは、同一の方法でOCS検出
とICS検出が可能な手法である。ICS検出に
適用する際にはドナーDNA上にgRNAを設
計する。

図２：PCR断片のシークエンシングにより確認されたランダム挿入箇所の構造
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