
Edit-R Lethal crRNA Control #1および#2は、CRISPR-Cas9システムを用いた
ゲノム編集実験（アレイ化crRNAライブラリースクリーニングを含む）におい
て、crRNAの導入条件の至適化とトランスフェクション効率のモニタリング
のために開発されました。これらのcrRNAコントロールは、ゲノム内の何千
もの箇所を一度に標的とすることによって細胞を死滅させるように設計さ
れており、アポトーシスを引き起こすことが分かっている二本鎖切断を引き
起こします（論文1、2）。観察された細胞死はCas9およびガイドRNA依存性
であるため、これらのcrRNAコントロールを用いてCas9の機能性とcrRNA導
入効率の両方をモニターすることができます。細胞死の表現型は、目視検
査や、標準的な生存率インジケータ（トリパンブルーまたはヨウ化プロピジ
ウム）を用いた染色、レサズリンアッセイによって容易に評価することがで
きます。この細胞死表現型は、crRNAコントロール導入から48時間以内の
発現が可能であり、次のアッセイを実施する前に、crRNA導入の成功の是非
を評価することができます。

Edit-R Lethal crRNA control＃1は非常に強力な細胞死を誘導し、Edit-R 
Lethal crRNA control＃2は中等度の細胞死を誘導します（Figure 1）。これ
らの2つのcrRNAコントロールは、幅広いダイナミックレンジに対応してお
り、様々なヒト・マウス細胞においてcrRNA導入条件の至適化が可能です。

crRNA導入のための至適化条件（例えば、トランスフェクション試薬の至適
量）は、Edit-R Lethal crRNA controlを用いて細胞集団の目視検査（Figure 
1）によって容易に決定することができます。ゲノム編集後の変異導入確認
用アッセイ（ミスマッチ検出アッセイなど）とは異なり、これらのcrRNAコン
トロールは追加のサンプル調製および分析を必要としません。

Edit-R Lethal crRNA controlの導入が細胞生存率に与える効果を定量化
し、他のポジティブコントロール（PSMD7 crRNA）およびネガティブコン
トロール（Edit-R crRNA non-targeting control）が細胞生存率に与える
効果と比較しました。レサズリンアッセイによって決定された細胞生存率
のデータから、Edit-R Lethal crRNA control＃1は非常に強力な細胞死を
誘導し、Edit-R Lethal crRNA control ＃2は中等度の細胞死を誘導するこ
とが確認できました（Figure 2A）。このグラフは、1ウェル当たり0.13 μg
のDharmaFECT 4トランスフェクション試薬の使用が、最も強力な細胞
死の表現型を与えることを示しています。この時に、Edit-R crRNA non-
targeting control（NTC）では、細胞生存率にいかなる影響も見られません
でした。

Edit-R Lethal crRNA controlによって同定された至適化条件が、特定の細
胞アッセイにおける表現型と相関するかどうかを決定するために、一例と
してプロテアソーム依存性の表現型も試験しました（Figure 2B）。ヒト変
異ユビキチン（Gly76Val）をN末端に融合したEGFPおよびCas9を発現す
る遺伝子組換えU2OS細胞（U2OS Ubi [G76V] -EGFP-Cas9細胞）におい
ては、通常は、ヒト変異ユビキチン-EGFP融合タンパク質がプロテアソーム
によって分解されます。プロテアソーム経路が、PSMD7のような重要なプ
ロテアソーム関連遺伝子の機能的ノックアウトによって破壊されると、ヒ
ト変異ユビキチン-EGFP融合タンパク質が蓄積し、EGFP蛍光が高くなりま
す。PSMD7 crRNAによるプロテアソーム依存性の表現型と、Edit-R Lethal 
crRNA controlによる細胞生存率の比較は、以下に述べるように、crRNA
の導入条件の至適化のためにEdit-R Lethal crRNA controlを使用すること
が有効であることを明らかにしました。DharmaFECT 4トランスフェクショ
ン試薬を１ウェル当たり0.02 μgおよび0.04 μg用いてPSMD7 crRNA（細
胞プロテアソームの機能を破壊する）を細胞に導入した場合、プロテアソ
ーム破壊の弱い表現型（EGFPが低発現）が見られましたが、これは、同一
のトランスフェクション条件でEdit-R Lethal crRNA controlを細胞に導入
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Figure 1. 位相差画像：Edit-R Lethal crRNA controlで処理したCas9発現
細胞における細胞生存率の明らかな低下を示す。
ヒト変異ユビキチン（Gly76Val）をN末端に融合したEGFPおよびCas9を発現する
U2OS細胞（U2OS Ubi [G76V] -EGFP-Cas9細胞）（論文3）を96ウェルプレートに1ウ
ェル当たり10,000細胞で播種しました。24時間後、1ウェル当たり0.02〜0.13 μgの
DharmaFECT 4トランスフェクション試薬を用いて25 nMのcrRNA：tracrRNA複合体
を細胞にトランスフェクトしました。細胞生存性について視覚的に評価しました。

NTC = Edit-R crRNA Non-targeting control

APPLICATION NOTE



した際に観察された弱い細胞死効果に対応しています。DharmaFECT 4ト
ランスフェクション試薬を１ウェル当たり0.07 μg用いてPSMD7 crRNAを
細胞に導入した場合、プロテアソーム破壊の表現型がよりはっきりと見ら
れました（EGFPが中程度に発現）。最も強い表現型は、DharmaFECT4ト
ランスフェクション試薬を１ウェル当たり0.13 μg用いてPSMD7 crRNAを
細胞に導入した場合に見られました。これは、同一のトランスフェクション
条件でEdit-R Lethal crRNA controlを細胞に導入した際に観察された最
も強い細胞死効果に対応しています。PSMD7 crRNA およびEdit-R crRNA 
non-targeting controlは、この量のDharmaFECT4トランスフェクション試
薬では顕著な細胞生存率の低下を示さなかったことから、細胞死はEdit-R 
Lethal crRNA controlの特異的な作用に起因することを示しています。

Edit-R Lethal crRNA controlは、Cas9 mRNAおよび proteinと共にガイド
RNAを導入する際にもコントロールとして使用可能です。例えば、Edit-R 
Cas9 Nuclease mRNAあるいはEdit-R Cas9 Nuclease protein NLS 
を、Edit-R synthetic sgRNA あるいは crRNA:tracrRNAと共に細胞に導入
することにより、完全にDNA-freeのゲノム編集実験が可能です。

crRNA：tracrRNA複合体をEdit-R Cas9 Nuclease protein NLSと共に
HUVEC細胞に導入する際にDharmaFECT1トランスフェクション試薬を1ウ
ェル当たり0.8 μg用いた場合、Edit-R Lethal crRNA Control #1あるいは#2
を導入した実験区において最も強い細胞死の表現型が生じました（Figure 
3 ）。重要なこととして、PPIB crRNA およびEdit-R crRNA non-targeting 
controlは、この量のDharmaFECT1トランスフェクション試薬では顕著な
細胞生存率の低下を示しませんでした。

結論
Edit-R Lethal crRNA controlは、ゲノム全体の何千もの複数の場所で
CRISPR-Cas9システムを介した二本鎖切断を引き超すことで細胞死をもた
らすユニバーサルなポジティブコントロールです。これらのcrRNAコントロ
ールは、ミスマッチ検出アッセイまたは塩基配列決定のような労力と時間
を要するアッセイを必要とせずに、細胞死の表現型を迅速かつ容易に評価
することができます。

Edit-R Lethal crRNA controlで観察された細胞死の表現型は、Cas9および
ガイドRNAの細胞への導入の程度と相関します。これらの簡単に使用可能
なcrRNAコントロールは、遺伝子を標的とするcrRNAと同様に使用でき、様
々なCas9タイプと互換性があり、多くのCRISPR-Cas9遺伝子ノックアウトア
プリケーションにおけるコントロールとして有効です。
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Figure 2. Edit-R Lethal crRNA controlによる細胞死、および、プロテア
ソーム関連遺伝子（PSMD7）をターゲットとするcrRNAによるプロテオソ
ーム依存性の表現型は、最適なトランスフェクション条件と相関する。
A. U2OS Ubi [G76V] -EGFP-Cas9細胞に、様々なトランスフェクション条件下で
crRNAを導入した時の細胞生存性について、レサズリンアッセイを用いて分析しまし
た。Edit-R Lethal crRNA controlは、DharmaFECT量の増加と共により細胞死を引
き起こしました。

B.蛍光測定法を用いて細胞のEGFP発現（プロテアソーム系が破壊されると上昇す
る）を分析しました。EGFPを高発現するトランスフェクション条件は、細胞生存率
を用いて検討したトランスフェクション至適化条件と一致しました（すなわち、1ウ
ェル当たり0.13 μgのDharmaFECT 4トランスフェクション試薬の使用）。U2OS Ubi 
[G76V] -EGFP-Cas9細胞を96ウェルプレートに1ウェル当たり10,000細胞で播種しま
した。プレーティングの24時間後、1ウェル当たり0.02〜0.13 μgのDharmaFECT 4ト
ランスフェクション試薬を用いて25 nMのcrRNA：tracrRNA複合体を細胞にトランス
フェクトしました。全ての結果は、トランスフェクションの72時間後にUTに対して正
規化しました。

UT =未処理細胞、NTC = Edit-R crRNA Non-targeting control

Figure 3. Edit-R Lethal crRNA control：tracrRNA複合体のHUVEC細胞
への導入条件の至適化
HUVEC細胞を96ウェルプレートに1ウェル当たり5,000細胞で播種しました。プレー
ティングの24時間後に、DharmaFECT1トランスフェクション試薬を1ウェル当たり0.2
、0.4および0.8 μg用いて、50 nMのEdit-R Lethal crRNA control：tracrRNA複合体お
よび25 nMのEdit-R Cas9 Nuclease protein NLSを細胞にトランスフェクションしまし
た。トランスフェクションの72時間後にレサズリンアッセイを用いて細胞生存性につ
いて分析しました。

UT =未処理細胞、NTC = Edit-R crRNA Non-targeting control
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