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研究成果の概要（和文）：がんゲノムの解析によって、固形腫瘍を構成している細胞は様々な細胞が共生していること
が知られるようになった。本研究ではがんはどのような細胞によって構成されているかを探索した。CRISPR/Cas9ライ
ブラリーによってゲノムに多様な変異を導入した細胞から抽出したゲノムDNAのシークエンスを行い、ライブラリーDNA
と比較した。その結果、細胞のゲノムDNAライブラリーの多様性は、導入ライブラリーより低下していることが判明し
た。in vitroで細胞死が誘導や、細胞増殖が抑制されるクローンが存在し、そのような細胞は、他の細胞に比しin vit
roでの生存が不利であることを表していると考えている。

研究成果の概要（英文）：It has been demonstrated that solid tumors are composed of various genomic 
mutated cells by genomic sequencing and analysis of diversity. In this program, we tried to identify 
critical mutations to generate solid tumors by random mutagenesis using CRISPR/Cas9 library. We used 
library which randomly made deletions at promoter regions of almost all reported human genes. We infected 
CRISPR/Cas9 library to human cancer cell lines to generate randomly mutated cell pool. Diversity of 
library extracted cell line were reduced within several days culture after introduction of library 
compared to that of original library. This observation suggest that in introduction of library make some 
clones die or proliferate less, as these clones have disadvantage to survival in vitro compared to other 
clones.

研究分野：総合生物
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１．研究開始当初の背景 

血液系細胞の研究から「がん幹細胞」の

存在が示唆され、その単離が試みられてい

る。しかし、必ずしも全ての癌で単離でき

ているわけではない。一方、次世代シーク

エンサーの活用によって大量の DNA シーク

エンスが可能となった。悪性腫瘍では、遺

伝子の変異や転座・重複などゲノムの変化

が認められることは古くから知られている

ところであり、癌ゲノムのシークエンスは、

がんの成立過程を知る上で重要な情報を提

供すると期待されている。2014 年には、が

んを構成する単一細胞のゲノムシークエン

スが報告され、一つの固形腫瘍であっても

非常に多様な細胞から構成されていること

が示された。がんは、増殖能が高い細胞や、

細胞死に対して抵抗性である細胞のみが選

択的に選ばれてクローナルな腫瘍を形成し

ていると考えると、理解しやすい。しかし、

決してそのような単純な機構で腫瘍が成り

立っているのではないことが示されたこと

になる。実際、様々な細胞形質を付与した

細胞群を混合して腫瘍形成を試みると個体

内では、試験管内で認められる増殖能や細

胞死への抵抗性だけでは説明できないさま

ざまな細胞群が混成して腫瘍を形成するこ

とが知られている。 

そこで、腫瘍の維持や転移における細胞

群の性質を明らかにすることが腫瘍形成を

理解する上で必要であると考えられる。 

 

２．研究の目的 

今回の研究課題では、形成された腫瘍の

性質を探索するというアプローチではなく、

最近実用化されたCRISPR/Cas9システムと、

超並列ゲノム解析を活用して、多様な細胞

を混合して腫瘍形成を誘導し、誘導された

腫瘍を調べることで、腫瘍の維持や転移に

貢献する細胞群を調べ上げ、腫瘍という細

胞社会の構成員を明らかにすることを目的

とした。 

CRISPR/Cas9 システムを利用して様々な

細胞株で網羅的な遺伝子破壊を行う。それ

らの細胞を用いて免疫不全マウス内で腫瘍

形成を誘導し、腫瘍形成後に次世代シーク

エンサーでゲノムを解析することで、腫瘍

を構成する細胞群の中に見られる遺伝子変

異とそのような変異を持つ細胞の頻度情報

のリストを作成する。そして、様々な変異

を持つ細胞群を再構成し腫瘍形成を誘導す

ることで、そのリストの有意性の検証も行

う。 

 

３．研究の方法 

すでに配布が開始されている「Mouse 

GeCKO v2 Library, 1 plasmid system」

(addgene)を用いて、マウス細胞株に変異の

導入を行う。最初に、モデル細胞として

NIH3T3 細胞を用いる予定である。NIH3T3 細

胞は、細胞培養では無限に増殖が可能であ

るが、免疫不全マウスに移植しても腫瘍が

形成されないことが知られている。そこで

上記ライブラリーを導入し、様々な遺伝子

変異が導入さえている細胞集団を作成する。

また腫瘍形成能が比較的低い事が確認され

ている乳がん細胞株MDA-MD-468についても

検討を行った。 

Guide RNA 発現ベクターには Puromycin

耐性遺伝子が挿入されているので、

Puromycine によって選択することで Guide 

RNA が発現している細胞群が得られる。これ

らからゲノム DNA を回収し、ライブラリー

の導入効率やライブラリーの多様性が維持

できているかを、次世代シークエンサーを

用いた解析で決定する。さらに培養を継続

することによる細胞の多様性の変化を継時

的にゲノム DNA を回収しシークエンスする

ことで解析した。 

 

４．研究成果 

CRISPR/Cas9ライブラリーをNIH3T3細胞

と MDA-MD-468 細胞株への導入を試みた。導

入した細胞から抽出したゲノム DNA から、

ライブラリーに付加されているアダプター

配列に相補的なプライマーを用いて、ライ

ブラリーDNA を回収した。このゲノムより回

収されたライブラリーと、オリジナルライ

ブラリーについて次世代シークエンサーを

用いて大規模並列型にシークエンスを決定

した。その結果を解析し、オリジナルライ



ブラリーと導入細胞より抽出されたゲノム

DNA より回収されたライブラリーを構成す

るクローンの種類と頻度を比較検討した。

その結果、細胞から抽出されたゲノム DNA

で見られるライブラリーの多様性は、導入

ライブラリーより低下していることが判明

した。このことはライブラリー導入によっ

て in vitro での細胞死が誘導されたり、細

胞増殖が抑制されたクローンが存在するこ

とを示唆するものである。実際、他の細胞

に比し in vitro での生存が不利であると予

想されるアポトーシス抑制タンパク質を欠

失させるようなクローンはライブラリー導

入細胞には見られなかった。 
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