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研究成果の概要（和文）：我々はヒト iPS細胞で、CRISPR/Cas9により染色体相同組換えを起こす系を、研究期
間中に確立することができた。19番染色体に選択カセットを導入し、ブルーム遺伝子の発現を制御できるように
したiPS細胞を樹立。その細胞株を用いてCRISPR/Cas9により染色体を切断したところ、切断点の近傍で相同組換
えが生じてテロメアまでの領域においてLOHが起きていることをSNPを検定することにより確認した。さらに19番
染色体で用いた選択カセットを導入したトランスポゾンベクターを作製、他の染色体でも機能することを確認し
た。今後、皮膚疾患に関連するiPS細胞株を得て、表記システムの樹立を達成したい。

研究成果の概要（英文）：In order to establish a forward genetic system in human iPS cells to 
identify the unknown mutation related skin disease, we introduced loss of heterogeneity (LOH) by 
inducing chromosomal crossing over, under Bloom syndrome gene (BLM) deficient condition.  The 
Tet-off system was introduced into the BLM gene Under the control of BLM gene expression, we 
successfully identified clones with occurring chromosomal crossing over. By checking the SNP, we 
confirmed homogeneity. This indicated that this clone have occurred homologous recombination on 
these region. Using this system, we are trying to identify the unknown mutation in some iPS cell 
lines related skin disease. 

研究分野： 幹細胞生物学、遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 表皮水疱症などで見られる  revertant 
mosaicismでは、変異のなくなった細胞の
存在が確認されている。しかし、その発生の
メカニズムは不明である。revertant 細胞
を意図的に作ることができれば、治療には
最適であることは言うまでもない。我々は、
以前にマウス ES 細胞において相同組換え
を誘発する系を確立していた。我々は皮膚
幹 細 胞 に お け る 相 同 組 換 え に よ る 
revertant 細胞の生成の可能性を考えてお
り、マウス ES の系をヒト iPS 細胞に応用
し、さらにゲノム編集技術を用いて、“染色
体上の狙った位置”で相同組換えを起し、
意図的にrevertant 細胞を作出する実験系
の確立を考えた。この系は、同時に未知の
病因因子の特定を可能とするため（図１参
照）、有用であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 このシステムを確立し、両アリルに変異
を持っている細胞によって新規の病因因子
を特定すると共に、治療に用いることので
きるrevertant 細胞を作出する新規システ
ムの確立を本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)システムの概要 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
相同組換えで、変異をホモに持った細胞では、
その表現型が強く出る事が期待され、元のヘ
テロの細胞との比較から表現型解析ができ
ると考えられる（図１参照）。 
また、同時に変異がなくなった細胞が生じて
おり、これが意図的に作られた revertant 細
胞であり、治療に使える可能性がある。 
(2)方法 
①【ターゲティングによるモデルシステム】 
ブルーム遺伝子の発現を Tet-off システム
の導入で制御できるようにした iPS 細胞を

樹立。その細胞株において、19 番染色体の
AAVS1 領域に G418/puromycin double 
selection cassette 選択カセットを導入し、
相同組換えを起こした細胞のみを選択でき
るようにした（図２）。 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

②【トランスポゾンベクターによるシステム 
  のゲノムワイド化】 
19 番染色体で用いた選択カセットを導入
したトランスポゾンベクターを作製。１細
胞あたり１コピーのみが導入されたことを、
ベクター上に設置したバーコードにより確
認できるシステムを構築した。 
この際、父方・母方で同じ染色体にセレク
ションカセットが入った元株を用いて組換
わりクローンを得て比較解析を行う。これ
により、片アリル欠失など検出が困難であ
った変異についても同定でき、その領域の
変異が致死であるかどうかの判定も可能に
なると考えられる。尚、セレクションカセ
ットが入ったトランスポゾンベクターは、
ゲノムから痕跡なく抜くことが可能であり、
変異のなくなった細胞は治療に使える可能
性がある。 
 
③【CRISPR/Cas9 の応用】 
マウス ES 細胞の系では、ブルーム遺伝子
の発現制御だけで、染色体上にランダムに
相同組換えを起こすことができた。しかし、
我々のデータでは、ヒト iPS 細胞において
はマウス ES 細胞よりも組換え頻度は低い。
また、樹立を目指している本システムにお
いては染色体の“狙った位置”で組換えを
起したいため、CRISPR/Cas9 の応用を行
った。つまり、狙った位置近傍に作成した
CRISPR/Cas9 による DNA 二重切断の修
復に伴い、相同組換えが起きることを期待
した。 
 
1.ブルーム遺伝子のプロモーター領域に挿
入した Tet-off システムにより、ブルーム遺
伝子の発現を調節する。 
2.近傍に欠失など変異の可能性がある領域
に作製した、CRISPR/Cas9 の切断で相同
組換えを起こし、Cre-recombinase を導入
する。 
3.相同組換えを起し両アリルにカセットを



持 つ ク ロ ー ン の み を neomycin(neo) 
/puromycin(puro)を作用させることにより
選択する。 
 
４．研究成果 
 モデルとして用いた 19 番染色体、及び
トランスポゾンベクター１コピー挿入によ
り得られた 4 番染色体に選択カセットを持
つ細胞株を用いて、ブルーム遺伝子の発現
制御下において、CRISPR/Cas9 により染
色 体 を 切 断 し た 。 こ の 際 、 我 々 は
CRISPR/Cas9 の設計に関して工夫を行い、
組換え率の向上を見た。具体的には、PAM
配列の NGG の GG の所を G/A の SNP が
存在する箇所を選んで CRISPR/Cas9 を設
計し、片方のアリルのみを切断するように
した。これにより、両アリルを切断するよ
うに設計した CRISPR/Cas9 よりも、数倍
の組換えクローンを 1 回の実験で得られる
ようになった（１〜２クローン/1×106 → 

３〜1０クローン/1×106 ）（図３）。 
 

 
 

 
これは、両アリルが同時に切断されている
状態では、片方のアリルを鋳型として修復
する相同組換え機構が機能しないためだと
考えられた。 
 
その結果、それぞれの染色体において切断
点の近傍で相同組換えが生じ、そこからテ
ロメアまでの領域において LOH が起きて
いることを SNP を検定することにより確
認した。染色体の切断箇所から、実際に組
換えが起きているのは 10kb 程度の距離で
あり、切断箇所からセントロメア側で組換
わっているクローンのほうが多く得られる
傾向にあった。これにより病因因子の存在
が疑われる染色体上の場所において、その
近傍で CRISPR/Cas9 を設計することによ
り、図１で示したような特定の場所で LOH
を起こした株が得られ、表現型解析及び
revertant 細胞が得られる可能性が拓けた。 
 
=今後の課題= 
 現時点では、CRISPR/Cas9 の切断部位
からテロメアまで全ての部位が組換わった
クローンしか得られない。この手法で表現
型を示すクローンが取れた場合、組換わり
ポイントからテロメアまでのどこかに変異
領域があることになる。この場合、複数の
CRISPR/Cas9 を染色体上で、ずらして設
計してゆき、それぞれで得られたクローン
の比較で変異領域が絞られる。 
今後、複数の CRISPR/Cas9 及び Cas9 と

違うPAM配列を認識するCpf1を用いるこ
とで切断可能部位を増やし、１つの染色体
で複数の相同組換えを起こす実験系の開発
を開始している。 
 
これらの手法を用いて現在、病因因子の特
定されていない疾患について、細胞株を入
手し、iPS 細胞を樹立後に、本システムを
適用することを計画している。 
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