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研究成果の概要（和文）：エストロゲン受容体 (ER) は、半分以上の乳がんで高い発現が認められており、細胞
増殖に関与することから治療標的の一つとなっている。ER 発現を増加させる遺伝子変異を同定するため、乳が
ん患者由来のサンプルをERの発現ごとに高発現群、低発現群に分類し、次世代シークエンサーを用いたエクソー
ム解析を行った。その結果、検出した SIN3A のナンセンス変異が、ER発現増加を介して細胞増殖を促進するこ
とを明らかにした。SIN3A の生体における機能を詳細に確認するため、GONAD法によるSIN3A変異ノックインマウ
スの作成に着手した。条件検討の結果、GONAD法による遺伝子改変マウスの作成に成功した。

研究成果の概要（英文）：The estrogen receptor (ER), which exhibits high expression in over half of 
breast cancers, has become one of the therapeutic targets due to its involvement in cell 
proliferation. To detect gene mutations that increase ER expression, we classified samples from 
breast cancer patients into high-expression and low-expression groups based on ER expression and 
performed exome analysis using next-generation sequencing. As a result, we found that the detected 
nonsense mutation in SIN3A promotes cell proliferation through increased ER expression. To 
extensively investigate the functionality of SIN3A in vivo, we initiated the creation of SIN3A 
mutant knock-in mice using the GONAD method. Through careful consideration of the conditions, we 
successfully generated genetically modified mice using the GONAD method.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 乳がん　SIN3A

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
私たちは、SIN3A 変異が乳がん細胞の増殖を促進することを明らかにした。乳がんにおける SIN3A の機能をさ
らに詳細に明らかにするためには、in vivo モデルを確立し、生体に近い系で解析することが一番の近道であ
る。しかしながら現在、SIN3A の機能を解析できるモデル動物は存在しない。本研究は、GONAD法を用いてノッ
クインマウスを作成し、世界初の SIN3A の機能を解析できるモデルマウスを確立するものである。GONAD法を用
いて遺伝子改変マウスの作成に成功した。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
乳がんは、女性の罹患率第1位のがんであり、死亡者数は未だに上昇している。約 
60% の乳がんは Estrogen receptor α (ERα) の高発現が認められ、ERα 陽性乳がんに分
類される。内分泌療法は、ERα 陽性乳がんに対する主要な治療であるがタモキシフェ
ンなどの ERα シグナル抑制剤は、初期ステージでの投与により大幅に再発率が下が
る一方、内分泌療法にも関わらず、多くの女性は再発する。このような女性への治療

の選択肢は少ない。耐性の原因の一つはゲノム異常である。乳がんを含め、すべての

がんは、増幅・欠失・変異などのゲノム異常の蓄積により多様性を獲得する。蓄積さ

れたゲノム異常はヘテロな細胞集団を形成し、恒常的なERα発現を維持し、内分泌療
法耐性に寄与する。耐性を打破するためには、ゲノム異常によって形成される細胞群

の分子機構を理解し、特徴に合わせた ERα を抑制する治療戦略が必要である。しか
しながら、ERα 陽性乳がんにおいてERα 発現を上昇させる変異遺伝子は明らかではな
い。ERα発現上昇に関わる遺伝子変異を特定する。 
 
２．研究の目的 
私たちは、ERα 発現を増加させる遺伝子変異を同定するため、これまでにERα 高発現
群、低発現乳がん患者組織のゲノム DNA について、次世代シークエンサーを用いた
全エクソーム解析を行った。検出した変異遺伝子の内、ERα の上流に位置し、ERα の
発現を抑制する機能が報告されていた Switch-Independent 3 Transcription Regulator 
Family Member A (SIN3A) の変異に着目し、ERα 発現に対する機能を検討した結果、
(i) 変異体は ERα の発現を上昇させるLoss-of-function 変異であること、(ii) 変異体
は、乳がん細胞株の増殖を促進することを見出した (Watanabe et al., Sci Rep, 2018)。こ
れらの結果は、SIN3A の変異誘導性の ERα 陽性乳がんが存在することを示唆する。
本研究では、SIN3A 変異の機能をより明確にし、Loss-of-function 変異により、SIN3A 
の機能が低下した ERα 陽性乳がんにおける治療標的分子を in vivo、in vitro モデルを
用いて同定することを目的とする。目的を達成するために、本研究では、SIN3A 変異
ノックインマウスを作成し、SIN3A 変異体の機能を詳細に検討する。ノックインマウ
スの作成は、従来の方法では、多大な時間を要する。そこでCRISPR/Cas9ゲノム編集

システム、GONAD法を利用し、短期間でノックインマウスを作成する。GONAD法
は、東海大学の大塚氏らにより開発された方法で、これまで熟練の技術が必要であっ

た採卵、核酸の顕微注入、移植操作をなくすことで、小規模研究室でも遺伝子改変マ

ウスを作製することを可能にする画期的な手法である(Gou Takahashi et al., Scientific 
Reports, 2015)。本申請では、GONAD法を用いてLoss-of-function 変異を有する SIN3A 
のノックインマウスを作成することで、これまでに存在しなかった SIN3A 機能不全

モデルマウスを作成し、SIN3Aの機能を in vivo において検証することでSIN3A変異乳
がんの病態を解明する。 
 
 
３．研究の方法 
SIN3A 機能不全モデルマウスを作成するため、GONAD 法を用いて SIN3A 変異をノ
ックインする。Rosa26 プロモーター領域の下流を認識する gRNA を設計した。ノッ

クイン配列 -LSL (LoxPDsRed-stop-LoxP) 配列-GFP-SIN3A WT cDNA 配列-を設計し

た。設計した gRNA およびノックイン配列の受精卵への導入は、GONAD法により実

施する。まず、マウスを交配し、交配確認後、卵菅にgRNA、CAS9 タンパク質、ノッ

クイン配列または TMR-Dextran を注入し、ネッパジーン社のエレクトロポレーター

NEPA21を用いてエレクトロポレーションすることにより、受精卵にベクターを導入し



 

 

た。 
 
４．研究成果 

私たちは、乳がん患者由来のサンプルをエストロゲン受容体 (ER) の発現ごとに高発現

群、低発現群に分類し、次世代シークエンサーを用いたエクソーム解析を行った。その

結果、検出した SIN3A のナンセンス変異が、ER 発現増加を介して細胞増殖を促進す

ることを明らかにしました。SIN3A の生体における機能を詳細に確認するため、SIN3A 
変異を発現するマウスの作成に着手した。変異体を発現するマウスを作成するための予

備検討を実施した。まず操作手技を確立するため、卵子への蛍光色素の導入を試みた。

マウスを交配後、プラグを確認し、0.7 日目のマウスについて、2μg/μL TMR-dextran, 0.05% 
trypan blue を含む Opti-MEM 1.5 μL を卵管に注入し、ネッパジーン社のエレクトロポ

レーターを用いてトランスフェクションした。トランスフェクション後、24 hr におい
て、卵管を取り出し、500μL の 3%FBS/PBSを子宮側から卵管側に向けて灌流、卵管を

切り刻み卵子を回収した。回収した卵子を蛍光顕微鏡で観察した。その結果、ほとんど

の卵子に蛍光色素が導入されていることを確認した(図 1)。ノックイン予定のオリゴ

DNA 配列の作成に時間がかかったため、さらに GONAD 法の手技を確立させるため、

実際に gRNA、CAS9 をトランスフェクションし、ゲノム編集マウスを作成できるか検

討した。AKR1B7 遺伝子において、gRNA を作成し、
交配したマウスの卵管に CAS9 と共に注入し、トラン

スフェクションした。GONAD 法を用いて処置したマ

ウスから生まれた胎児の内、13.5% が、ホモのノック

アウトだった。23.1%は、AKR1B7のヘテロのノックア

ウトだった。25% は、複数の箇所がノックアウトされ

たモザイク状態であり、短期間に両アレルノックアウ

トマウスを作成することができた。蛍光色素、gRNAを
用いて、GONAD 法を用いて卵管においてトランスフ

ェクションし、遺伝子改変マウスを作成することに成

功し、GONAD 法を再現することができた。今後は、

SIN3A コンディショナルノックインマウスの作成す

るための検討をおこなっていく予定である。 
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