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研究成果の概要（和文）：がん細胞の脆弱性の同定を目指し、がん抑制遺伝子ノックアウト株と野生株での
CRISPR/Cas9 sgRNAライブラリースクリーニングを行った。遺伝子破壊によって、野生株と比較してノックアウ
ト株において顕著に細胞増殖が抑制される候補遺伝子群が得られた。このうち遺伝子産物に阻害剤が利用できる
ものについて調べたところ、ノックアウト株で感受性が亢進した阻害剤が見出された。こうした遺伝子が、この
がん抑制遺伝子の発現抑制が見られるがん細胞での薬剤標的となりうると考えられる。

研究成果の概要（英文）：To identify vulnerabilities in cancer cells, we performed CRISPR/Cas9 
screening in tumor suppressor gene knockout cells and wild-type cells. Gene disruption screening 
yielded a set of candidate genes that markedly suppressed cell proliferation in the knockout cells 
compared to the wild-type cells. The knockout cells showed a higher sensitivity than the wild-type 
cells to several compounds that target the products of these candidate genes. These genes may be 
potential drug targets in cancer cells where the expression of the tumor suppressor gene is 
suppressed.

研究分野：分子生物学

キーワード： がん抑制遺伝子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がん遺伝子やがん抑制遺伝子のなかには、複数のがんで高頻度に変異や発現量に異常が見られるものがある。こ
うしたがん細胞でがん遺伝子、がん抑制遺伝子以外に薬剤標的を見いだすことができれば、既存薬に対する耐性
の問題が回避でき、新たな治療法の開発につながる。今回得られた、がん抑制遺伝子ノックアウト株で遺伝子破
壊によって増殖が抑制される遺伝子はがんの新規な薬剤標的候補となり、その遺伝子産物を標的とし、感受性が
ノックアウト株で亢進する化合物は、新規な抗がん剤のシードとなりうる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
 複数の癌で高頻度に変異や発現量に異常が見られる癌遺伝子や癌抑制遺伝子が存在す
る。こうした癌細胞で癌遺伝子、癌抑制遺伝子以外に薬剤標的を見いだせれば、既存薬に
対する耐性の問題が回避でき、新たな治療法の開発につながる可能性がある。このような
癌細胞の脆弱性（ウイークポイント）として最もよく知られている例は、2005年に報告さ
れた、BRCA1やBRCA2遺伝子に変異を持つ遺伝性乳癌や卵巣癌におけるPARP1蛋白質で
ある。実際、PARP1阻害剤がBRCA1/2変異をもつ癌の治療薬となっている。こうした脆
弱性を見いだすためには、網羅的、系統的なスクリーニングを行うのがふさわしい。2004
年ごろよりsiRNAスクリーニングが、また2013年ごろからCRISPR/Cas9スクリーニングが
動物培養細胞で行えるようになり、研究開始当時には変異を持つ細胞での遺伝学的スクリ
ーニングが行えるようになっていた。研究代表者も、化合物標的同定を目的としたshRNA
スクリーニングを実施しており、この方法を癌細胞の脆弱性の同定に用いたいと考えて本
研究を提案した。 
 
２． 研究の目的 
 ある癌細胞の脆弱性は、原因となっている癌遺伝子や癌抑制遺伝子が働くパスウエイの
近傍に見つかる場合もあるかもしれないが、全く予想外のパスウエイ上の遺伝子の場合も
あり得る。そこで、癌遺伝子や癌抑制遺伝子の発現異常によって引き起こされる癌細胞にお
いて、ゲノムワイドに shRNA (short hairpin RNA) ライブラリーによるノックダウンスク
リーニングおよび CRISPR/Cas9 sgRNA (short guide RNA) ライブラリーによる遺伝子破
壊細胞スクリーニングを実施する。これによって合成致死遺伝子を同定、解析し、癌細胞の
脆弱性を利用した新たな薬剤標的を見いだすことを目的とする。 
 
３． 研究の方法 
（１） 細胞株： CRISPR/Cas9 スクリーニングを行うために、ヒト一倍体細胞株HAP1
（野生株）と、HAP1 由来の癌抑制遺伝子破壊株（以下、遺伝子破壊株と表記）を得た。そ
れぞれに、Cas9 タンパク質を安定に発現する細胞株を樹立した。 
（２） shRNAスクリーニング： 研究代表者らはこれまでに、ヒト 15,000 遺伝子を標的
とする、レンチウイルス shRNAライブラリー（バーコード付き）での化合物標的経路のス
クリーニングを行っている（Kobayashi et al., BBRC 2015; Takase et al., Sci. Rep. 2017）。同
じライブラリーをHAP1野生株と遺伝子破壊株に感染させて、感染細胞の培養を続けた。 
（３） CRISPR/Cas9 スクリーニング： トロント大学のブーン教授とモファット教授の
協力を得て、ヒト 18,000 遺伝子余りを標的とする、レンチウイルス sgRNA ライブラリー
でのスクリーニング法を習得した。Cas9 を発現するHAP1野生株と遺伝子破壊株にライブ



ラリーを感染させて、感染細胞の培養を続けた。HAP1 野生株と遺伝子破壊株それぞれで、
感染初期と 2週間培養後、3週間培養後の細胞を回収した。 
（４） 候補遺伝子の同定： shRNA または sgRNA ライブラリースクリーニングで生き
残った細胞のゲノムDNAからバーコード領域またはsgRNAコード領域をPCRで増幅し、
次世代シークエンスによって各バーコード、sgRNA の頻度を調べて、野生株と遺伝子破壊
株で比較した。野生株より遺伝子破壊株で頻度が低い shRNA や sgRNA が標的とする遺伝
子群（Depleted genes）と頻度が高い shRNA や sgRNA が標的とする遺伝子群（Enriched 
genes）を得た。それぞれについてパスウエイ解析を行った。 
（５） 候補遺伝子の検証： 野生株よりも遺伝子破壊株で頻度が低い shRNA、sgRNAが
標的とする遺伝子群のなかから、遺伝子産物自体やそれが作用するパスウエイに対する特
異的阻害化合物が利用可能な遺伝子を検索し、これら阻害化合物に対する HAP1 野生株と
遺伝子破壊株の感受性を調べた。具体的には、様々な濃度の阻害化合物を細胞に添加して数
日間培養し、WST-8 アッセイを用いて細胞増殖への効果を測定した。 
（６） メタボローム解析： 野生株と遺伝子破壊株でメタボローム解析を行った。 
  
４． 研究成果 
（１） shRNAスクリーニング： 当初は肺癌由来A549 細胞を利用する計画であったが、
一倍体細胞のほうがゲノム編集による遺伝子破壊が容易であることを考慮し、ヒト一倍体
HAP1 細胞株を shRNA スクリーニング、CRISPR/Cas9 スクリーニングの両方で用いるこ
ととした。HAP1野生株と遺伝子破壊株において、細胞増殖抑制を指標に shRNAスクリー
ニングを行い、遺伝子破壊株特異的に増殖を抑制する shRNAを同定した。 
（２）CRISPR/Cas9 スクリーニング： Cas9 タンパク質を安定発現する HAP1 野生株と
遺伝子破壊株を作成し、これらに sgRNA ライブラリーを感染させて、CRISPR/Cas9 スク
リーニングを実施した。sgRNA 領域のシークエンスデータを得て、HAP1 野生株と遺伝子
破壊株それぞれの 2週間培養後、3週間培養後の各 sgRNAの頻度（相対的リード数）を感
染初期の各 sgRNAの頻度で割り、遺伝子ごとに平均値(値が小さければ、その sgRNAを発
現すると細胞増殖が抑制されることを示唆する)を算出した。その値を野生株と遺伝子破壊
株で比較した。この方法で、遺伝子破壊株特異的に sgRNA の頻度が低下する遺伝子群
（Depleted genes）、頻度が上昇する遺伝子群（Enriched genes）を得た。Depleted genes が、
この癌抑制遺伝子の合成致死遺伝子候補と考えられる。 
 Depleted genes と Enriched genes についてそれぞれパスウエイ解析を行って、各遺伝子
群に濃縮されたシグナリングパスウエイを同定した。その結果、Depleted genes は、 
① これまでにこの癌抑制遺伝子産物が作用することが知られていたパスウエイの関連遺
伝子群 
② それ以外のパスウエイ上の遺伝子群 
③ それらのいずれにも含まれない遺伝子群 



に分けることができた。 
（３）メタボローム解析： Depleted genes の上位に代謝酵素遺伝子が複数含まれていたた
め、HAP1野生株と遺伝子破壊株でメタボローム解析を行った。その結果、遺伝子破壊株で
顕著に代謝物が低下している代謝パスウエイが見出された。 
（４）阻害剤感受性の検討： Depleted genes、Enriched genes の上位の遺伝子について、
個々の siRNA を用いて mRNA のノックダウンを行い、野生株と遺伝子破壊株での増殖抑
制に差がみられるか検討したが、期待された方向への差がみられるものは少なかった。
siRNA による短期のノックダウンでは、増殖への影響の差が見にくいのかもしれないと考
えられた。 
つぎに、Depleted genes 中の遺伝子またはその遺伝子産物がかかわるシグナリングパスウ
エイや代謝パスウエイに働く阻害化合物があるかどうか検討したところ、複数の遺伝子産
物について既知阻害化合物が利用できることが分かった。そこで、これらについて野生株と
遺伝子破壊株の感受性を調べたところ、野生株に比べ遺伝子破壊株の感受性が高い阻害化
合物が複数同定できた。 
 
以上の結果から、今回同定した Depleted genes 中には、この癌抑制遺伝子と合成致死の関
係にある遺伝子が少なくともいくつか含まれることが分かった。この癌抑制遺伝子は複数
の癌で発現が低下している。つまり、こうした合成致死遺伝子の働きを抑えることで、こう
した癌細胞の増殖を抑制できると考えられる。こうした癌細胞は、今回同定した化合物に対
して感受性が高い可能性がある。 
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