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Revvity Pin-point™塩
基編集システム：
次世代遺伝子編集技
術の標的範囲と精度
を向上させる、新規
のヌクレアーゼ非依
存性のモジュラー式プ
ラットフォーム

Introduction
塩基編集は、ゲノムに正確な変化を導入できる次世代の遺伝子編
集技術です。もともとは2016年にハーバード大学のDavid Liuら1)に
よって開発された塩基編集は、臨床応用に向けて急速に進歩してい
ます。塩基編集システムは、未成熟停止コドン2)やスプライス部位の
破壊3)を導入することで目的の遺伝子をノックアウトすることができ、
遺伝子修正のために特定の点変異を導入することもできますが4)、
潜在的な治療標的すべてにアクセスできる技術としてはまだ限界が
あります5,6)。

CRISPR-Casに基づく遺伝子編集システムの限界の一つは、標的認
識に必要なプロトスペーサー隣接モチーフ（protospacer adjacent 
motif: PAM）に依存していることです。PAM配列は、Cas酵素が標的
DNA配列に結合する場所を決定し、したがって塩基エディターが効
果を発揮できるDNAの領域（塩基編集ウィンドウと呼ばれる）を決定
します。野生型Cas9はNGG PAM(Nは任意の塩基）に依存します。G
リッチPAMがCas9変異体によってしばしば使用される一方で、他の
Cas変異体は、TリッチPAMを利用するクラス2V型酵素を含む様々
な代替PAM配列要件を抱えています。PAM less、あるいはPAM less
に近い酵素も開発されており、それらはPAM結合要件が緩和されて
いるため、ゲノム中の塩基編集の機会をさらに拡大する可能性があ
ります7)。2020年、CRISPR-Cas塩基編集システムのバイオインフォマ
ティクス研究により、シトシン塩基編集システムで修正可能な単発
性疾患に関連するヒトSNVのうち、利用可能なシステムの編集ウィ
ンドウで対応可能なものは約25%に過ぎないことが明らかになりま
した6)。
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塩基編集ウィンドウは、デアミナーゼの使用法と塩基エディター
の設定の組み合わせによって変更することもできます。塩基編集
には、シトシンデアミナーゼ（C:GからT:Aへの塩基変化を誘導）
またはアデニンデアミナーゼ（A:TからG:Cへの変化を誘導）を用
いることができます。シトシンデアミナーゼを例にとると、クラス、
型、生物種によって編集ウィンドウや効率に差があります8,9)。さら
に、異なるリンカーの使用や塩基編集モジュール全体の構成も、
オンターゲットの編集効率や精度に影響を与える可能性があり
ます10,11)。

ここでわれわれは、Collantesら12)により最初に報告されたPin-
point™塩基編集プラットフォームのユニークなモジュール性と、ア
クセスすることが困難なゲノムターゲットに対処するためのその
利点を実証しました。ここで述べられている新しいスクリーニング
アプローチにより、RNAガイドヌクレアーゼ、デアミナーゼ、様々な
ガイドRNAデザイン、アプタマーの組み合わせを簡単かつ迅速に
評価することができ、様々な治療的塩基編集アプリケーションを
可能にし、最適化することができます。

結果

Pin-pointプラットフォームは、3つの異なるコンポーネントで構
成されています（Figure 1）。RNAガイドヌクレアーゼは、アプタマ
ーを含むgRNAによって目的のゲノム遺伝子座に誘導され、アプ
タマー結合タンパク質を介してデアミナーゼがリクルートされま
す。複合体のRNAガイドヌクレアーゼ部分はDNAのRループをほ
どき、塩基変換のために一本鎖をデアミナーゼにアクセスさせま
す。特定のニッカーゼII型ヌクレアーゼが使われると、標的鎖にニ
ック（切れ目）が作られ、目的の塩基変化を促進するDNA修復メ
カニズムが開始されます。不活性化されたII型またはV型ヌクレ
アーゼが使われると、変換された塩基は次のDNA複製によって

DNAに組み込まれます。この塩基編集システムの3つの構成要素
はすべて、特定の用途や標的に合わせて構成し、最適化すること
ができます。 

Figure 1. Pin-point塩基編集システムのモジュール構成要素　1) RNA
ガイドヌクレアーゼ、ニッカーゼまたは不活性化型　2) RNAガイドヌク
レアーゼと協働するように特別に設計された、アプタマーを伴うシング
ルガイドRNA、crRNA、またはcrRNA:tracrRNA　3) アプタマー結合タン
パク質によってリクルートされたデアミナーゼ

Table 1. Pin-point塩基編集システムは、さまざまなII型およびV型のヌクレアーゼを用いて予備的に評価されている。
（この評価内容は 2023年7月時点のものです。）

ヌクレアーゼの型やバリアントの違いは、標的特異性、結合効
率、酵素のサイズ、PAMの要件など多岐にわたり、ゲノムへのよ
り高いアクセスを可能にします。Pin-pointシステムは汎用性が高
く、crRNA:tracrRNA、sgRNA、またはcrRNAのみを利用するRNA
ガイドヌクレアーゼに適応できます。 概念実証として、いくつかの 
V型 および II型 酵素のバリエーションを用いて Pin-point システ
ムを評価しました（Table 1）。ここでは、これらの予備的評価のサ
ブセットから得られた結果について述べます。
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aptamer binding protein
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このパイロット評価の１つでは、V型酵素をアプタマーガイドRNA
とシトシンデアミナーゼと組み合わせて、ゲノムにC:GからT:Aの
塩基編集を導入しました。まず、哺乳動物細胞で効率よく発現さ
せるために酵素配列そのものを最適化し、その結果、活性が2倍
上昇することが確認されました（Figure 2A）。次に、gRNAスキャ
フォールド内の異なる位置にアプタマーを配置した様々なガイ
ドRNA設計をスクリーニングし、標的遺伝子に対して活性をさら
に50％増加させる設計を同定しました（Figure 2B）。次に、この
更新された構成が、より治療に関連した第二の標的に対応でき
るかどうかを検討したところ、実際に、さらなる最適化を行わな
くても、第二の標的での編集が観察されました（Figure 2C）。次
に、同じ更新された構成を臨床的に関連性のあるT細胞で使え
るかどうかを検討したところ、このシステムは開発されたがん細
胞株でも、初代T細胞でも有効でした（Figure 2D）。

Figure 2. Pin-point塩基編集システムを用いた不活性化V型酵素の予
備評価。A) V型ヌクレアーゼを最適化した結果、最初の標的部位にお
けるCからTへの編集率が2倍増加した。B) 最初の標的部位のガイド
RNA設計を最適化した結果、設計 #3で編集ウィンドウ全体の編集効
率の増加が観察された。C) このPin-pointシステム構成を2つの異なる
標的部位で検証した。D) 2番目の標的部位も、臨床的に関連性のある
初代T細胞で検証された。

別の例では、別の不活性化V型ヌクレアーゼと組み合わせること
で、ガイドRNAデザインを最適化できることを示しました（Figure 
3A）。次に、ガイドRNAデザイン3を使用し、それを2つの異なるデ
アミナーゼと組み合わせると、塩基編集ウィンドウ内での編集を
さらに調整できることを観察しました（Figure 3B）。

Figure 3. ピンポイント塩基編集システムを用いた第二の不活性化V型
酵素の予備評価。A) ガイドRNA設計を最適化した結果、塩基編集ウィ
ンドウ内で異なる活性と編集結果が得られた。B) ヌクレアーゼと最適
化されたガイドRNAデザイン3を異なるデアミナーゼとペアリングする
と、塩基編集ウィンドウ内で異なる編集結果が得られた。

Pin-point塩基編集プラットフォームでニッカーゼII型酵素を利用
するために、私たちはまず、ヌクレアーゼに特異的なアプタマー
含有ガイドRNA設計のスクリーニングから始め、複数の標的部
位でうまく機能する設計を同定しました（Figure 4A, manuscript 
submitted）。次に、様々なシトシンデアミナーゼを用いて特定の
標的配列をスクリーニングし、治療に関連する標的を正確に編
集するためのPin-pointプラットフォームの最適な構成を特定し
ました（manuscript in progress）。このスクリーニングアプロー
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Figure 4. Pin-point塩基編集システムを用いたニッカーゼII型酵素の予
備評価と、その後の塩基編集ウィンドウへの影響。A) ガイドRNAの設計
を最適化した結果、塩基編集ウィンドウ内で異なる活性と編集結果が
得られた。B, C) 異なるデアミナーゼと標的ガイドRNAをペアリングす
ると、塩基編集ウィンドウ内で異なる編集結果が得られた。

考察

ここでは、モジュール式Pin-point塩基編集プラットフォームの利
点と、II型およびV型Cas酵素のサンプルとの使用に適応できる
能力を示しました。一旦アプタマーガイドRNAの足場が最適化さ
れれば、このシステムは様々な細胞型に翻訳され、様々な標的
に対応することができます。さらに、異なるデアミナーゼを用いる
ことで、標的ウィンドウへの特異的効果を調べ、目的の特定の塩
基変化を正確に標的化することができます。

アプリケーションによって、またバイスタンダー効果が許容され
るかどうかによって（例えば、遺伝子ノックアウトのために未成熟
終始コドンを導入する場合には許容されるかもしれない）、編集
効率、予測されるオフターゲット、編集精度のバランスをとるた
めにシステムをさらに最適化することができます。Pin-pointシス
テムはモジュール式であるため、異なるアプリケーションのため
にエレメントを入れ替えることができ、各組み合わせのクローニ
ングに時間をかけることなく、ハイスループットでスクリーニング
することができます。

材料と方法

細胞培養とトランスフェクション

トランスフェクションの24時間前に、HEK293T細胞とU2OS細
胞を96ウェルプレートに1ウェル当たり10,000～20,000個を播
種した。DharmaFECT™ Duo Transfection Reagent（Revvity, 
#T-2010）を用いて、Pin-point成分を導入するためのプラスミ
ドまたは化学合成gRNAと、mRNA試薬のさまざまな組み合
わせを細胞にコトランスフェクトした。ニッカーゼII型酵素試験
では、Cas9ニッカーゼを安定発現するHEK293T細胞を作製
し、化学合成gRNAをデアミナーゼmRNAと共導入した。初代T
細胞における不活性化V型酵素試験のために、SepMapカラム

（STEMCELL Technologies）を用いてLymphoprep上に重層す
ることにより、血液（例えば、CPD血液バッグ、アフェレーシスコ
ーン、leukopaksなど）からPBMCを単離した。その後、EasySep 
Human T Cell Isolation Kit（STEMCELL Technologies）を用い
てネガティブセレクションを行い、全CD3+ T細胞を分離した。T
細胞をフローサイトメトリーでチェックし、1x ペニシリン／スト
レプトマイシン（Thermofisher）を加えたImmunocult XT培地

（STEMCELL Technologies）で37℃、5％ CO2で培養した。活性
化後48-72時間後に、Neon Electroporator（Thermofisher）を用
いて、10 µLチップで250k細胞中、1600v/10ms/3パルスで、脱ア
ミナーゼmRNA、不活性化V型酵素mRNA、化学合成gRNAをエレ
クトロポレーションした。

チで得られたデータの一例として、最初の標的では、デアミナー
ゼ 1が標的ウィンドウ内でCからTへの明確な単一塩基置換をも
たらしたのに対し（Figure 4B）、2番目の標的では、デアミナーゼ
2が目的のCで特異的な編集イベントをもたらしたことが確認さ
れました（Figure 4C）。
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細胞溶解とPCR

トランスフェクションから72時間後、proteinase K（Thermo 
Scientific, #FEREO0492）、RNase A（Thermo Scientific, 
#FEREN053 l）、Phusion HFバッファー（Thermo Scientific, 
#F-518L）を含む100 µLのバッファー中で、56℃で30分間、続い
て95℃で5分間熱失活させた。あるいは、細胞をPBSで1回洗浄
し、50 µLのTrypLE express酵素（Thermo Fisher Scientific）
を各ウェルに添加した。細胞が解離した後、新鮮なDMEMを
100 µL加え、再懸濁した細胞20 µLを96ウェルプレートに移し、 
DirectPCR溶解試薬（Viagen Biotech）60 µLとともに以下の条
件でインキュベートした（55℃で45分間、次いで95℃で15分間）
。その後、細胞溶解液を用いて、塩基編集部位を含む領域にまた
がるPCRアンプリコンを作成した。長さ400-1000 bpのPCRアン
プリコンを作製し、Sanger sequencingで塩基配列を決定した。

塩基編集解析

オープンソースツールBEATを改良したChimera™解析ツール
を用いて、サンガーシーケンスリードから塩基編集効率を計算
し、% C to T編集として表示した。Chimeraはまずバックグラウン
ドノイズを決定し、中央値を上限とする外れ値の幾何平均を用
いて、サンプルに期待される変動を定義する。続いて、Chimeraは
バックグラウンドノイズを差し引き、入力ガイド配列の範囲にお
けるベースエディターの編集効率を決定する。
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