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研究成果の概要（和文）：今回、若年性骨髄単球性白血病（JMML）発症に関連するPTPN11遺伝子に特異的なジン
クフィンガーヌクレアーゼ（ZFN）を用いて、JMML患者由来のPTPN11変異陽性iPS細胞について、変異の修復を行
った。PCR法およびダイレクトシークエンス法により、正確な位置で変異塩基から正常塩基への修復ができた。
現在、PTPN11変異陰性iPS細胞についても、同様の方法で変異塩基を導入した細胞を樹立している。今後、これ
らの遺伝子改変iPS細胞からCD34陽性細胞を誘導し、その動態の違いを解析し、JMML発症機構の解析を行いた
い。

研究成果の概要（英文）：We performed gene correction using Zinc Finger Nuclease (ZFN) specific for 
PTPN11 gene in juvenile myelomonocytic leukemia (JMML)-derived iPS cells with mutated PTPN11. PCR 
and direct sequencing confirmed that the mutated nucleotide was converted into wild-type one 
precisely. We will introduce mutation into PTPN11 wild-type iPS cells by the same protocol. The two 
types of gene-edited iPS cells (mutant-to-wild and wild-to-mutant) are useful for analysis of the 
cell kinetics to reveal the mechanism of development of JMML. 

研究分野： 遺伝子・染色体解析

キーワード： ZFN　JMML　PTPN11
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

1．研究開始当初の背景 
小児の代表的な難治性血液腫瘍疾患であ

る若年性骨髄単球性白血病(JMML)の約 80%の
患者では、RAS/MAPK シグナル経路に関連する
5 種類の遺伝子変異が排他的に認められる。
エクソーム解析の結果、細胞当たりの変異数
は平均 0.85 であったが、一部の症例では上
記変異に加えて 1～2 個の他の変異が共存す
ることが明らかになった。JMMLが単一遺伝子
変異によって発症するか否かは未だ不明で
ある。 
近年、ジンクフィンガーヌクレアーゼ

（ZFN）を始めとするゲノム改変技術が開発
されている。従来の外来性プロモーターによ
る過剰発現や発現抑制ではなく、本来の遺伝
子座位でのゲノム改変が可能となっている。  
本研究では、研究代表者らが樹立に成功し

た JMML患者由来 iPS細胞を対象として、ZFN
による JMML 関連遺伝子 PTPN11の改変（変異
導入・修復）を行う。本研究により単一遺伝
子変異による細胞動態の違いが明らかにな
れば、JMMLの発症機構を解明するきっかけに
なると考えられる。 
 
2．研究の目的 
本研究の目的は、従来の外来性プロモータ

ーによる過剰発現や発現抑制ではなく、本来
の遺伝子座位でのゲノム改変が可能である
ZFNを利用して、JMML発症原因となる PTPN11
遺伝子変異について、①患者の変異陽性 iPS
細胞の変異を修復する、②患者の変異陰性
iPS 細胞に変異を導入する。そして、単一遺
伝子変異の有無による細胞増殖能の違いを
解析することである。 
 
3．研究の方法 
(1)ZFNの設計 
ZFN 発現プラスミド構築：CompoZr カスタ

ム ZFN (sigma)を用いて PTPN11 226G>A 変異
部位を含む領域に特異的な ZFN を設計した。 
 
(2) 非特異的オフターゲットの有無 
PROGNOS (Predicted Report Of 

Genome-wide Nuclease Off-target Sites)
（ http://bao.rice.edu/Research/Bioinfor
maticTools/prognos.html）を利用して in 
silico により今回作製した PTPN11 特異的
ZFN 配列による非特異的オフターゲットの有
無を検索した。 
 
(3) ドナープラスミドの作製 

ZFN による遺伝子修復・導入は、ゲノム 2 
本鎖 DNA の切断後の生細胞の相同組み換え
機構を利用するため、組み換えに利用される
切断の影響を受けない相同配列が必要とな
る。ZFN による切断部位（本研究では該当遺
伝子変異の近傍）を挟んで上流・下流にそれ
ぞれ 800bp の領域をホモロジーアームとし
て、それを含む領域をサブクローニングした。
以下 2 種類のドナープラスミドを作製した。

①変異修復用（変異塩基→正常塩基）では、
健常人由来細胞からゲノム DNA を抽出し、該
当領域を PCR 増幅した後に、TA クローニン
グベクター（pTA2 ベクター:TOYOBO）にサブ
クローニングした。②変異導入用（正常塩基
→変異塩基）では、①で作製したプラスミド
を鋳型として、QuikChange Site-Directed 
Mutagenesis Kit（Agilent Technologies）
を用いて患者で認められる PTPN11 226G>A変
異へ置換を行った。 
 
(4) ドナープラスミドへのブロッキング変
異の導入 
ドナープラスミド自体が相同組み換えの

前に ZFNによって切断されてしまう反応や一
度 ZFNによって細胞染色体内に挿入された配
列部位が再び切り離されてしまう反応を抑
制する目的で、上記で作製した 2種類の各ド
ナープラスミドに組み込んだ両側のホモロ
ジーアーム内に、QuikChange Site-Directed 
Mutagenesis Kit（Agilent Technologies）
を用いて 2 か所ずつ塩基置換を行った。 
 
(5) ドナープラスミドへのピューロマイシ
ン耐性遺伝子配列の挿入 
ドナーベクターの挿入確認のスクリーニ

ングのために、ピューロマイシン耐性遺伝子
配列を挿入し、ピューロマイシン耐性ドナー
プラスミドとした。 
 
(6) iPS 細胞への ZFN 発現プラスミド・ドナ
ープラスミドの導入 
iPS 細胞を用いる前に、今回設計した ZFN

の特異性を確認するため、遺伝子導入効率が
良い接着細胞株（A549細胞株）を用いて検討
を行った。ヌクレオフェクション法（LONZA
条件 X-001）で ZFN 発現プラスミドと遺伝子
変異導入用ドナープラスミドを同時に核内
導入し、一日培養後に、ピューロマイシンを
添加し培養した。2 週間後にコロニー形成を
確認した。 
マウス胎児線維芽細胞（MEF）上で維持・

培養した JMML患者由来 PTPN11 変異陽性 iPS
細胞について、MEF を使用せず、ReproFF2 培
地（ReproCELL）を用いて、培養を行った。
iPSコロニー形成後、回収し、TrypLE Select
（Thermo Fisher Scientific）を用いてシン
グルセル化処理を行った後に、ヌクレオフェ
クション法（条件 A-023）で ZFN 発現プラス
ミドと遺伝子修復用ドナープラスミドを同
時に核内導入し、一日培養後に、ピューロマ
イシンを添加し培養した。2 週間後にコロニ
ー形成を確認した。 
 
(7) 遺伝子改変の確認 
 ピューロマイシン添加培養液中で増殖し
た A549 細胞のコロニーあるいは iPS 細胞の
コロニーをピックアップし、ゲノム DNA を抽
出した。それぞれドナープラスミド上の配列
への置換を確認するプライマーセット（F1, 



R1）と正確な遺伝子座位での置換を確認する
プライマーセット（F2, R2）（図 1）を用いて
PCRを行った。PCR後にゲル電気泳動を行い、
ドナープラスミド配列への置換（遺伝子改
変）の有無を確認した。さらに、ダイレクト
シークエンス法により、PTPN11変異部位の塩
基配列の確認を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 改変確認用のプライマーセット 
ドナープラスミドとゲノム配列に相同な配列上

に設計したプライマー（F1）とドナープラスミド

上にのみ存在するピューロマイシン耐性遺伝子配

列上に設計したプライマー(R1)を用いることで、

改変の有無を確認する。また、同様にドナープラ

スミド上にのみ存在するピューロマイシン耐性遺

伝子配列上に設計したプライマー(F2)とゲノム配

列上に設計したプライマー（R2）を用いることで、

改変が正確な遺伝子座位で行われていることを確

認する。 

 
 
(8) 遺伝子改変タイプの確認 
ZFN によるゲノム改変が可能であった細胞

では、ホモタイプあるいはヘテロタイプで改
変がなされる。QuikChange Site-Directed 
Mutagenesis Kit（Agilent Technologies）
を用いてゲノム DNA 上にはない NcoI 認識配
列をドナープラスミド上に導入した。A>C 塩
基置換をダイレクトシークエンス法によっ
て確認し、遺伝子改変タイプの識別を行った。 
 
4．研究成果 
(1)in silico 解析による PTPN11 特異的 ZFN
の非特異的オフターゲットの有無 
 今回作製した PTPN11 遺伝子特異的 ZFN に
ついて、PROGNOS サイトを利用して解析を行
った。Right arm, left arm 内の 3 塩基ミス
マッチまでを許容条件としても非特異的結
合サイトはなく、in silico 解析では非特異
的オフターゲット効果は認められなかった。 
 
(2) PTPN11遺伝子特異的 ZFN の検証 
 予備検討として、A549 細胞株を用いて、ZFN
による PTPN11 遺伝子変異導入の検討を行っ
た。ピューロマイシン添加培養液で培養開始
後、2週間程度で A549細胞のコロニーが形成
された。各コロニー細胞から抽出したゲノム
DNAを用いた PCR法を行った結果、A549細胞
の適切な遺伝子座位で PTPN11226G>A の変異
塩基置換を含む変異導入用ドナープラスミ

ド配列への置換が確認された。 
 
(3) iPS細胞を用いた遺伝子改変 
 A549細胞を用いた予備検討から、今回 ZFN
発現プラスミドとドナープラスミドが適切
に機能することが確認できた。iPS 細胞をシ
ングルセル化させた後に、PTPN11 226部位の
正常塩基置換を含む変異修復用プラスミド
を用いて、ヌクレオフェクションにより遺伝
子変異修復を行った。A549細胞と同様に、ピ
ューロマイシン添加培養液で培養開始後、2
週間程度で、iPS 細胞のコロニーが確認され
た。各コロニー細胞から抽出したゲノム DNA
を用いて PCR法を行った結果、正確な遺伝子
座位で変異修復用ドナープラスミド配列へ
の改変が確認された（図 2B, C）。一方、コン
トロールである改変操作を行っていない変
異 iPS細胞では、いずれの増幅産物も認めら
れなかった(図 2A)。改変が確認できた 2種類
の iPS 細胞（図 2B, C）について、さらに、
ダイレクトシークエンス法を用いて該当変
異部位 PTPN11 226G>Aの塩基配列を確認した。
その結果、1 種類の iPS細胞で変異塩基（A）
が正常塩基（G）に置換していることが確認
できた（図 3B左）。残りの 1 個の iPS細胞で
は、変異塩基（A）のままであった（図 3C左）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 遺伝子改変の有無・改変部位の確認 
ZFN 発現プラスミドとドナープラスミドをヌクレ

オフェクションし、ピューロマイシン抵抗性に発

育したコロニーを用いて遺伝子改変の有無と改変

部位の確認を行った。(1), F1と R1プライマーセ

ット、(2), F2と R2プライマーセット。 

  

 
(4) 遺伝子改変タイプ（ホモタイプ or ヘテ
ロタイプ）の解析 
次に、遺伝子改変がホモタイプかヘテロタ

イプかについて、ドナープラスミド上に導入
した NcoI 切断部位（塩基置換 A＞C）につい
て、ダイレクトシークエンス法によって確認
した結果、変異塩基側を正確に修復できた
iPS 細胞および正常塩基側を修復した iPS 細
胞について、いずれもヘテロタイプで ZFN に
より改変されていた（図 3B右, C 右）。一方、
コントロールである改変操作を行っていな
い変異 iPS細胞では、NcoI切断配列がないた
め、もとの塩基（アデニン）であった（図 3A
右）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 変異塩基の修復と改変パターン 
PCR によってドナーベクターへの置換が確認
できた 2 種類の iPS細胞について、PTPN11遺
伝子（226G>A）の塩基配列の確認と、人為的
に導入した NcoI切断部位の塩基置換（A>C）
の確認をした。1種類の iPS 細胞では、PTPN11
変異が修復され、NcoI切断部位の塩基置換が
ヘテロで確認された（B）。PTPN11 変異の修復
がされず、NcoI切断部位の塩基置換がヘテロ
で確認された iPS細胞もあった（C）。 
 
（5） 今後の展望 
 本研究により ZFN を用いて JMML 由来の
PTPN11変異陽性 iPS細胞の変異塩基を正常塩
基に修復することに成功した。変異塩基側の
アレルで改変され、結果として変異の修復が
できた iPS細胞（図 4B）の他に、正常塩基側
のアレルで改変が生じた iPS 細胞（図 4C）も
得られた。この正常塩基側のアレルで改変が
生じた iPS細胞については、今後の実験にお
いて、ZFN の作用そのものの影響を確認する
コントロールとして使用できる。iPS 細胞の
シングルセル化や遺伝子導入法の検討に時
間を要したため、最終的な血液細胞分化実験
まで行うことが出来なかった。現在、同様の
方法で、PTPN11遺伝子変異陰性 iPS 細胞に変
異を導入している。ZFN による遺伝子改変は、
従来の外来性プロモーターによる過剰発現
や発現抑制ではなく、本来の遺伝子座位での
ゲノム改変であるため、本来のプロモーター
下流での遺伝子発現調節を再現できる。今

後、これらの遺伝子改変 iPS 細胞から分化さ
せた血液細胞の動態（GM-CSF に対する感受
性）やメチル化の変化を解析することで単一
遺伝子変異の有無による違いを明らかにし、
JMML 発症機構の解明を行いたい。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 本実験で得られた JMML 患者由来 iPS 細
胞を用いた ZFN によるゲノム改変概略図 
PTPN11 226G>A ヘテロ変異を有する患者由来 iPS

細胞（A）を用いて、ZFNによるゲノム改変（変異

塩基（A)の正常塩基（G)への修復）を行った。正

確に変異塩基を修復できた iPS細胞（B）と正常塩

基側を修復してしまった iPS細胞（C）が得られた。

Gは正常塩基、Aは変異塩基、●はドナーベクター

上に導入した制限酵素(NcoI)切断部位塩基置換を

示す。 
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