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【本研究のポイント】 

・近年、がんの進化・不均⼀性・治療抵抗性の重要なメカニズムとして環状の染⾊体外
DNA（extrachromosomal DNA, ecDNA）(※1)が注⽬されています。⼀⽅で、がん細胞
内における ecDNA の機能や動態については不明な点が多く、この理由の１つとして
ecDNA を⼈⼯的に改変する技術が確⽴されていないことが挙げられます。

・CRISPR-Cas9 (※2)によるゲノム編集で⽤いるガイド RNA を最適化することにより
（「セーフガード gRNA(※3)」を使⽤）、ecDNA の効率的なゲノム編集技術を世界で初
めて確⽴しました。

・従来型の CRISPR-Cas9 では、ecDNA の過剰な DNA 切断が⽣じ、細胞死や ecDNA
の喪失が誘導されること、「セーフガード gRNA」を⽤いると、細胞毒性を抑えつつ効
率的なゲノム編集が可能になることを体系的に明らかにしました。

・コンピューターシミュレーションを⽤いることにより、ecDNA に DNA 切断が起き
た時の細胞の応答を体系的に理解することに成功しました。

・今回確⽴した ecDNA のゲノム編集技術は、がんの悪性化や薬剤耐性に深く関与する
ecDNA の機能解析・動態解明を可能にする基盤技術であり、将来的には ecDNA を標
的とした新しいがん研究や治療戦略の発展に⼤きく貢献することが期待されます。

がんの進化の⼒を⽩⽇のもとに 
〜がん細胞の環状の染⾊体外DNAを標的にしたゲノム編集技術の開発に成功〜
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【研究概要】 
名古屋⼤学⼤学院医学系研究科分⼦腫瘍学の杉本陽平 ⼤学院⽣、鈴⽊洋 教授ら

の 研 究 グ ル ー プ は 、 が ん 細 胞 に 多 数 存 在 す る 環 状 の 染 ⾊ 体 外 DNA
（extrachromosomal DNA, ecDNA）を対象に、CRISPR-Cas9 を⽤いて効率的にゲ
ノム編集できる技術の開発に成功しました。

近年、がんの進化・不均⼀性・治療抵抗性の重要なメカニズムとして ecDNA が注
⽬されています。ecDNA は、がんの増殖を強く促す遺伝⼦などを含む特殊な環状
DNA で、多くのがん細胞に存在し、１つの細胞内に数⼗コピーが存在することが知
られています。細胞分裂のたびに不均等に分配されるため、結果としてその数が細胞
ごとに不均⼀になります。このため、がんの悪性度が増し、がんが治療に抵抗性を獲
得したり再発したりする原因になると考えられています。そのため ecDNA の働きを
調べることは、ecDNA を持つがんの本質を理解する上で⽋かせません。 
 ecDNA の機能や挙動を詳しく理解するためには、CRISPR-Cas9 などを⽤いて
ecDNA の配列を改変し、ecDNA の可視化や機能の解析などを実施することが重要
です。しかし、がん細胞内における ecDNA の機能や動態については不明な点が多
く、この理由の１つとして ecDNA を⼈⼯的に改変する技術が確⽴されていないこと
が挙げられます。 
 本研究では、従来型の CRISPR-Cas9 と、研究グループがこれまでに開発してきた
CRISPR-Cas9 の切断活性を任意に調節できるセーフガード gRNA を⽐較すること
により、最適な ecDNA のゲノム編集技術の開発に取り組みました。 
 興味深いことに、従来型の CRISPR-Cas9 を ecDNA に適⽤したところ、ecDNA が
編集される効率が低いだけでなく、細胞死や ecDNA の減少が顕著に⽣じることが明
らかになりました。これらの現象は、１つの細胞内に多数存在する ecDNA に DNA
切断が過剰に⽣じることで、細胞に強いストレスが加わった結果である可能性が⽰
唆されました。このため、多くの分野で広く使われている従来型の CRISPR-Cas9 が、
ecDNA のゲノム編集にはそもそも不向きであることが浮き彫りになりました。 
 この問題を解決するために、セーフガード gRNA を利⽤して切断活性を適度に抑
えると、ecDNA の減少を回避しつつ、ecDNA に⾼効率でゲノム編集を⾏うことが可
能になりました。さらに、実験結果とコンピューターシミュレーションを組み合わせ
た解析から、短い時間に ecDNA の DNA 切断がどれだけ集中するかが、細胞の⽣存
や ecDNA の維持、ecDNA 編集の可否を左右する重要な要因であることを⾒出しま
した。 
 本研究の成果により、これまでゲノム編集が難しかった ecDNA を効率よく編集す
ることが可能になります。これにより、ecDNA がどのように振る舞い、がんの悪性
化や治療抵抗性にどのように関与しているのかを、より詳しく調べることができる
ようになることが期待されます。 

本研究成果は、2026年 1 ⽉ 14 ⽇に国際学術誌『Nucleic Acids Research』のオ
ンライン版に掲載されました。また、2026年 1 ⽉ 27 ⽇付発⾏の印刷版に掲載予定
です。



1. 背景
がんは、細胞の遺伝⼦に DNA の異常が発⽣・蓄積することで発⽣・進⾏する病気で

す。がん細胞のゲノム異常には、単純な遺伝⼦の変異だけではなく、より複雑な染⾊体
の構造の異常もあります。その代表例の１つが、染⾊体外 DNA（extrachromosomal 
DNA, ecDNA）(※1)であり、近年注⽬を集めています。 
 ecDNA は、もともと染⾊体上に存在していた遺伝⼦領域が、染⾊体から⾶び出して
環状の DNA として細胞内に存在するようになったものです（図１右）。ecDNA には、
がんの増殖を強く促す遺伝⼦などが多く含まれ、通常の染⾊体とは異なり、細胞分裂の
際に均等に分配されません。その結果、同じがんの組織の中でも、細胞ごとに ecDNA
の数（量）が異なる状態になり、がん細胞の不均⼀性が⽣じます。この性質は、がんが
環境の変化に適応し、薬剤耐性を獲得したり再発したりする重要な要因の⼀つと考え
られています。 
 このように ecDNA は、がんの進化や悪性化に深く関与する重要な因⼦であるにも関
わらず、その働きや振る舞いについては未解明な点が多く残されています。その⼤きな
理由の⼀つとして、ecDNA を直接ゲノム操作して解析するための技術が⼗分に確⽴さ
れていないことが挙げられます。ecDNA の機能を理解するためには、ecDNA をゲノム
編集し特定の配列を改変することにより、蛍光タンパク質などを⽤いて ecDNA の細胞
内での挙動を観察したりすることが不可⽋ですが、こうした解析⼿法の有⽤性はこれ
まで⼗分に評価されていませんでした。 
 近年、CRISPR-Cas9(※２)に代表されるゲノム編集技術の発展により、染⾊体上の DNA
を簡便に編集することが可能になりました。しかし、ecDNA は１つの細胞内に数⼗も
存在するという点で、通常の染⾊体 DNA とは⼤きく性質が異なります。これまでの
CRISPR-Cas9 に関する研究の多くは、⼆倍体細胞における２つの DNA配列（相同染
⾊体）を前提として進められてきたため、１細胞内に多数存在する ecDNA に適⽤した
際にどのような影響や細胞応答が⽣じるのかについては、体系的な評価はほとんど⾏
われていませんでした。 
 本研究では、こうした背景のもと、ecDNA を安全かつ効率的に操作するためにはど
のようなゲノム編集条件が最適なのかを明らかにすることに取り組みました。 

【図 1：ecDNA と本研究で使⽤したがん細胞株の染⾊体画像】 
右の画像は DNA FISH(※4)の画像で、⻘のシグナルが染⾊体を、⾚のシグナルが ecDNA
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を、緑のシグナルが ecDNA が⾶び出してきた染⾊体領域を⽰しています。細胞１と細
胞２で⾚⾊のシグナルの数（＝ecDNA の数）が異なり、ecDNA の数は細胞ごとに不均
⼀であることがわかります。 

2. 研究成果
本研究では、がん細胞に存在する ecDNA（図１左）を対象として、CRISPR-Cas9 に

よるゲノム編集を⾏った際に⽣じる細胞応答を解析しました。まず、ecDNA を標的と
して従来型の CRISPR-Cas9 を⽤いたところ、細胞死や ecDNA の喪失が⾼頻度で観察
されることが分かりました。これらの結果から、多くの分野で広く使われている従来型
の CRISPR-Cas9 が、ecDNA のゲノム編集にはそもそも向いていないことが明らかに
なりました。 

DNA FISH を⽤いて細胞あたりの ecDNA の量を調べたところ、従来型の CRISPR-
Cas9 を適⽤した細胞集団では、ecDNA を多く保持していた細胞が著しく減少してい
ることが明らかになりました。⼀⽅で、細胞死を起こした細胞を解析すると、これらの
細胞は ecDNA を多く保持していることが分かりました。このことから、ecDNA を多
く含む細胞ほど、従来型の CRISPR-Cas9 の適⽤によって強い影響を受けやすく、細胞
死へと⾄る可能性が⽰唆されました。 

さらに、細胞を詳細に観察したところ、従来型の CRISPR-Cas9 処理後の細胞では、 
ecDNA が微⼩核(※5)と呼ばれる⼩さな核様構造として核外に分離される現象が⾼頻度
で認められました。微⼩核内部には ecDNA が含まれていることがほとんどであったこ
とから、ecDNA が切断された後、細胞の核から排除される現象が⽣じている可能性が
⽰唆されました。これらの結果は、CRISPR-Cas9 による ecDNA 編集が、ecDNA の維
持に⼤きな影響を及ぼすことを⽰しています。 
 ⼀⽅で、本研究では、研究グループの九州⼤学⽣体防御医学研究所の川⼜理樹 助教
らが開発してきた、Cas9 の切断活性を精密に調整するセーフガード gRNA(※3)（図 2）
を⽤いることで、これらの問題を⼤きく改善できることを明らかにしました。Cas9 活
性を適度に抑えた条件では、細胞死の頻度が⼤幅に低下し、細胞あたりの ecDNA の数
を低下させることなくゲノム編集を⾏うことができる細胞の割合が増加しました。さ
らにこの条件下で ecDNA のゲノム編集を⾏ったところ、ecDNA の可視化を⽬的とし
たゲノム配列が ecDNA 上に正しく挿⼊された ecDNA の割合が上昇するとともに、そ
のような ecDNA を多数保持した細胞の割合も増加していました（図３左）。さらに、
この技術を⽤いて、細胞内の ecDNA を蛍光タンパク質で効率よく可視化することもで
きました（図３右）。これらの結果から、セーフガード gRNA を⽤いて Cas9 活性を適
切に制御することで、ecDNA の数を減らさずに⾼い効率でゲノム編集を⾏うことが可
能となることが⽰されました。 
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【図 2：セーフガード gRNA とは】 
セーフガード gRNA とは、ガイド RNA の 5ʼ末端にシトシン鎖を付加したガイド RNA
のことです。付加するシトシン鎖の⻑さを変えることで、ガイド RNA の発現量や Cas9
酵素との複合体形成能⼒、標的 DNA へのリクルート効率などを調整することができ、
結果として Cas9 の DNA 切断活性を幅広くコントロールすることができます。

【図 3：セーフガード gRNA による ecDNA の改変に成功】 
左の画像では、ecDNA（⾚）に⼈⼯的な配列（⻩）が効率よく導⼊され、⾚と⻩のシグ
ナルがオーバラップしていることが確認できます。右の画像では、ecDNA に導⼊した
⼈⼯的な配列に蛍光タンパク質（緑）を集積させた状態の画像です。

また、本研究ではコンピューターシミュレーションを⾏い、上記の実験結果が起きる
理由を明らかにしました。具体的には、仮想時間軸上で ecDNA の DNA 切断イベント
を Cas9 の活性に応じた頻度でランダムに発⽣させるシミュレーションを実施しまし
た（図 4 上）。また、ecDNA が不均等に娘細胞に分配されるシミュレーションも実施
しました。その結果、細胞の⽣存や ecDNA 数の維持には、DNA 切断の総量だけでな
く、ecDNA の DNA 切断が短時間に集中するかどうかが重要であることが明らかにな
りました（図 4 下）。セーフガード gRNA を⽤いると、ecDNA の DNA 切断が時間的に
分散し、細胞が致死的なダメージを受けにくく、ecDNA を保持したまま編集が成⽴し
やすいことが分かりました。 
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 これらの結果から、本研究により、ecDNA を対象としたゲノム編集においては、「強
く切る」という発想ではなく、「必要最⼩限の切断を起こす」ことが重要であるという
新しい指針を⽰すことができました（図５）。 

【図 4：コンピューターシミュレーションの概要】 
上：仮想時間軸上で ecDNA の DNA 切断イベントを Cas9 の活性に応じた頻度でラン
ダムに発⽣させるシミュレーションを実施しました。 
下：DNA 切断の総量、および、ecDNA の DNA 切断が短時間に集中するかどうかによ
って、細胞の⽣存、ecDNA 数の維持、微⼩核の形成、ゲノム編集の成功率がどのよう
に変わるかが明らかになりました。 

【図 5：研究成果のまとめ】 
ecDNA に対して従来型のゲノム編集⼿法を⽤いると、その標的の多さ故に Cas9 によ
る DNA ⼆本鎖切断が過剰に⽣じます。結果として、⾼い細胞毒性や ecDNA 数の減少、
さらにゲノム編集効率が著しく低いといった問題が発⽣します。⼀⽅でセーフガード
gRNA を使⽤すると、これらの⽋点を克服することができ、ecDNA のゲノム編集が可
能になることを明らかにしました。 
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3. 今後の展開
本研究により、ecDNA のゲノム編集技術を確⽴することができました。これにより、

ecDNA に対して効率的にゲノム編集を⾏うことが可能となり、今後は、この⼿法を活
⽤した ecDNA の機能解析が⼤きく進展すると期待されます。特に、可視化を⽬的とし
た配列が導⼊された ecDNA を解析することで、ecDNA の細胞内における局在や動態
を観察することが可能になります。 
 本研究で確⽴した ecDNA ゲノム編集の最適化技術は、ecDNA を対象とした基礎研
究を加速させるとともに、新しいがん治療を切り拓く技術的基盤になることが期待さ
れます。ecDNA をもったがんに対しては、現時点では、ecDNA が⾒つかっても、これ
を抑えるような治療が世界的に確⽴されていません。研究グループは、本研究をもとに
ecDNA をもったがんに対する新しい治療法の確⽴を進めます。 
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【⽤語説明】 
(※1) 染⾊体外 DNA（extrachromosomal DNA, ecDNA）： 

10〜60%のがん細胞で観察されることが報告されている、染⾊体とは独⽴して
存在する環状の DNA。がんの増殖を強く促す遺伝⼦を含むことが多く、細胞分
裂の際に均等に受け継がれないという特徴を持つ。この性質により、がん細胞集
団内の不均⼀性が⾼まり、悪性化や治療抵抗性、再発に関与すると考えられてい
る。 

(※2) クリスパー・キャス 9（CRISPR-Cas9）： 
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats / CRISPR 
Associated proteins 9 の略。細菌の免疫機構を応⽤したゲノム編集技術で、ガ
イド RNA（gRNA）によって標的された DNA配列を Cas9 という酵素が切断す
ることで、遺伝⼦を編集することができる。

(※3) セーフガード gRNA ： 
gRNA の構造を⼯夫することで、Cas9 による DNA 切断の活性を調整できる技
術。具体的には gRNA の 5ʼ末端にシトシン鎖を付加することで、付加したシト
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シン鎖の⻑さに依存して Cas9活性を段階的に調整することができる。本研究で
はこの仕組みを利⽤して、過剰な DNA 切断を抑制し、ecDNA に対するゲノム
編集を可能にした。研究グループは 2023年にセーフガード gRNA を開発し発表
している。
（参考）
l Nature Biomedical Engineering, Optimization of Cas9 activity through the

addition of cytosine extensions to single-guide RNAs. 2023 May;7(5):672-
691. DOI:10.1038/s41551-023-01011-7.

l プレスリリース：「ゲノム編集の効率や安全性を 100 倍以上⾼める新技術を
開発」九州⼤学・名古屋⼤学、2023年 4 ⽉ 11 ⽇

(※4) DNA FISH： 
DNA fluorescence in situ hybridizationの略。特定の DNA配列を携⾏標識し、
プローブで検出し、細胞内での位置や数を観察する⼿法。 

(※5) 微⼩核： 
本来の核とは別に形成される⼩さな核様構造。 
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