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研究成果の概要（和文）：ヒト人工染色体(HAC)ベクターは遺伝子・細胞移植治療に用いる新規遺伝子導入ベク
ターとして臨床応用を期待されているが、ニワトリ細胞やチャイニーズハムスター細胞を用いて作出されたた
め、異種動物由来蛋白質の混入や未知ウイルスに感染する危険性があった。本研究において、ゲノム編集技術等
を用いて、ヒト細胞内において、ヒト染色体全遺伝子領域を削除し、HACベクターを構築する新規染色体改変の
開発を検討した。また、ヒトiPS細胞等から異なるヒト細胞株へ任意の染色体を移入する新規染色体導入法を確
立した。本研究成果は、HACベクターの臨床応用のみならず、ヒトiPS細胞を用いた疾患治療研究にも大いに貢献
しうる。

研究成果の概要（英文）：Human artificial chromosome (HAC) vector is an atractive tool as a novel 
gene delivery vectors for gene- and cell-therapy. However, there is a risk of contamination with 
animal-derived proteins or infection with unknown viruses because HAC vectors were constructed by 
using chicken cells and Chinese hamster cells. In this study, we investigated the development of a 
novel chromosome engineering technology to eliminate the entire human chromosome gene region and 
construct HAC vectors in human cells using genome editing technology. In addition, we established a 
novel chromosome transfer technique for transferring an arbitrary chromosome from human iPS cells to
 different human cell lines. The results of this research will contribute greatly not only to the 
clinical application of HAC vectors but also to the research on disease treatment using human iPS 
cells.

研究分野： 再生医療

キーワード： ヒト人工染色体　微小核細胞融合法　ゲノム編集

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HACベクターは、搭載する遺伝子サイズに制限がなく、宿主染色体を傷つけずに、独立して保持され、長期間安
定な遺伝子発現を示す。このことから、デュシェンヌ型筋ジストロフィー症の根治治療をはじめとして、様々な
遺伝子・細胞移植治療への応用が期待されている。しかしながら、作製の際に異種動物細胞を使用していること
から、医薬品の製造管理及び品質管理の基準（GMP: Good Manufacturing Practice）に関する省令に適していな
い。本研究成果である、異種動物細胞不使用のHACベクター運用技術は、HACベクターを用いた新規遺伝子・細胞
移植治療の開発に向けた最大の課題を克服するものである。

※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 

ヒト人工染色体を用いた遺伝子・細胞移植治療実現に向け臨床応用を期待されている。しかし
ながら、従来のヒト人工染色体（HAC）ベクターは、ニワトリ DT40 細胞や CHO 細胞を用い
て作出されたため、異種動物由来蛋白質の混入や未知ウイルスに感染する危険性があった。HAC

ベクター構築におけるこれら異種動物細胞の利点としては、DT40 細胞は高い相同組換え効率を
示すため、染色体工学による HAC ベクターの作出・操作が容易であり、また、CHO 細胞は微
小核細胞融合法（MMCT）による広範な細胞株への HAC ベクター移入法が確立されている点が
挙げられる。従って、ヒト細胞内において、高度な染色体改変技術を確立する、また、ヒト細胞
から異なるヒト細胞へ染色体を移入する手法を確立することにより、異種動物細胞を用いない、
新規染色体工学技術を確立できると考えられた。 

 

２．研究の目的 

異種動物細胞を使用しない (Animal-free) HAC ベクターの構築・導入方法の開発を行う。 

課題 1）ヒト正常細胞内においてゲノム編集技術によりヒト染色体からセントロメア配列を残し、
遺伝子領域を削除し、Animal-free HAC を構築する。 

課題 2）ヒト正常細胞(iPS 細胞・間葉系幹細胞)から新規微小核細胞融合法により染色体を移し
替える手法を開発する。 

 

３．研究の方法 

（１）課題１への取り組みとして、ヒト細胞内において、セントロメア、もしくはテロメア近傍
を効率よく切断可能な CRISPR/Cas9 ベクターの構築を行う。任意の複数の標的候補配列に対し
て切断可能な CRISPR/Cas9 および、ターゲティングベクターを作製し、CelI assay により切断
活性を検討する。ヒト iPS 細胞やヒト間葉系幹細胞などの正常ヒト細胞株に対して CRISPR/Cas9 
に誘導される相同組換えにより、任意標的箇所に loxP などの配列特異的組換え配列もしくは人
工テロメア配を挿入し、染色体改変を行い不要染色体領域を削除するための条件を検討する。 
 
（２）課題 2 への取り組みとして、ヒト iPS 細胞やヒト間葉系幹細胞などの正常ヒト細胞株か
らの MMCT 法による染色体導入方法の検討を実施する。複数の薬剤を併用し、高効率の微小核形
成条件を検討する。 
4)ヒト iPS 細胞などのヒト細胞株に対して、微小核細胞融合法を実施するために有効とみられ
る遺伝子改変を行う。 
 
 
４．研究成果 
（１）課題１に対する研究結果 
Animal-free HAC を構築するため、Chr.21q の遺伝子領域 28Mb 削除法の検討を行った。代表的ヒ
ト培養細胞株 HEK293T 及び、ヒト不死化間葉系幹細胞(hiMSC)内において、Chr.21q のセントロ
メア近傍もしくは、テロメア近傍を標的とする CRISPR/Cas9 発現プラスミドベクター2 種を構築
し、下記の条件にて、各種細胞株に導入し Chr. 21qの削除を試みた。NEPA21 エレクトロポーレ
ーターによるエレクトロポーレーション法にて、遺伝子導入を行い、Chr.21q 削除効率について、
導入条件①: DNA 量 10µg、もしくは、導入条件②: DNA 量 20µg の 2 条件を比較した。導入後、
48 時間後において、対象細胞から DNA を抽出し、Chr. 21q 削除が生じた染色体を検出するプラ
イマーを用いて PCR 法にて評価した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ HEK293T 細胞、もしくは hiMSC における Chr. 21q 削除法の検討 

 
この結果は、Chr. 21q において、想定された通り 28Mb が削除されたことを示す（図１）。また
導入遺伝子量は 10µg/実験がより削除効率が良いと示唆された。従って、ヒト細胞内において、



CRISPR/Cas9 を用いて、全遺伝子領域を削除することは可能であろうと考えられた。 
次に、上記の CRISPR 配列を用いて、ヒト iPS 細胞内において、Chr. 21q が削除可能かを検証し
た。検証した。 
しかしながら、ヒト iPS 細胞においては、同様の手法では Chr.21q 切断を示す結果を得られなか
った。ヒト iPS 細胞においては、HEK293T や hiMSC と比較し、ゲノム編集効率が低いと推察され
た。課題解決に向けて、CRISPR/Cas9 を用いて相同組換えにより、ヒト iPS 細胞内において、
Chr.21q のセントロメア側、および、テロメア側に loxP 配列、蛍光マーカー(EGFP もしくは
mCherry)、薬剤耐性マーカー(Neo 耐性遺伝子)を挿入し、Cre 発現により、Chr. 21q 削除が生じ
た場合に、Neo 耐性遺伝子が発現し、G418 選抜により、 Chr.21q 削除細胞株の取得を試みた（図
2）。 

 

 
図 2 Cre-loxP システムを用いた、Chr.21q 削除法の模式図 

 

2 回のターゲティングを行い、mCherry 陽性かつ EGFP陽性を指標として、セントロメア側及びテ

ロメア側へ loxP 配列を挿入したヒト iPS 細胞クローンを取得した(図 3)。 

 

 

図 3 ヒト iPS 細胞におけるセントロメア側及びテロメア側への loxP 配列挿入細胞の取得結果 

 

これらの結果として、図 4 において示すように、3 クローンにおいて、mCherry蛍光陽性かつ EGFP

蛍光陽性であって、想定した位置にターゲティングがなされたことを示す PCR 解析結果が陽性

となる、3クローンを取得できた。今後は、このクローンに対して、Cre-loxP組換えによる Chr.21q

削除を行い、組換えの結果、Neo 耐性遺伝子が発現し、G418 耐性を示すヒト iPS 細胞クローンの

取得を行う必要がある。さらに、Chr. 21p についても同様の手法で、遺伝子領域を削除するこ

とで、ヒト iPS 細胞内における HAC ベクターを構築することを試みる。 

 



 
図 4 フローサイトメトリ―により分取された mCherry 陽性、EGFP 陽性クローンに対する PCR 解

析結果 

 

（２）課題 2 に対する研究結果 

 ヒト細胞から他のヒト細胞への染色体導入法の開発について検討した。微小核を形成しうる

化合物として、コルセミド及び、MAS 溶液について hiMSC 及び、ヒト iPS 細胞に対して、微小核

形成可能か評価した。 

 hiMSC については、コルセミド 0.1µg/mL、ヒト iPS 細胞については、分裂期停止試薬(MAS) 

0.1µg/mL を用いた際に、微小核形成が見られた（図 5, 図 6, 黄色矢印）。これらの条件を用い

て、モデルヒト細胞株 HT1080 へ染色体導入を行ったところ、1x10-6 程度の染色体導入効率が得

られた。また、FISH 解析の結果、HT1080 細胞内において、hiMSC から移入された HAC ベクター

もしくは hiPS 細胞から移入されたマウス人工染色体(MAC)ベクターが、宿主染色体から独立し

て保持されていることが示された。これにより、ヒト細胞から異なるヒト細胞へと染色体移入を

行う新規 MMCT 法が確立された。 

今後は、更に染色体導入効率を高めるために、手法を改良する必要がある。 

 
図 5 コルセミド処理により微小核形成を示す hiMSC の顕微鏡像 

 

 
図 6 MAS 処理により微小核形成を示す hiPS 細胞の顕微鏡像 

 

 



 
図 7 hiMSC から HAC ベクターを導入された HT1080 細胞の FISH 解析像(左)、hiPS 細胞からマウ

ス人工染色体ベクターを導入された HT1080 細胞の FISH 解析像(右) 
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