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研究成果の概要（和文）：　本研究では、ヒト3番染色体上にコードされるTERT抑制遺伝子の同定および染色体
工学技術を用いたゲノムレベルでのTERT抑制機構の可能性を追求した。染色体工学的手法により3p21.3領域を保
持する人工染色体の構築に成功し、さらにそれらがTERT発現を抑制することを明らかにした。以上の結果から、
3p21.3領域には少なくとも１つTERT抑制遺伝子が存在することを明らかにした。
　さらに3p21.3領域上の候補遺伝子である遺伝子A及び遺伝子Bについては、ノックダウンと過剰発現の実験結果
から、これらの遺伝子が3番染色体上のTERT抑制に関わる責任遺伝子であることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：　In this study, we identified TERT suppressor genes encoded on human 
chromosome 3 and addressed the possibility of a genome-level TERT suppression mechanism using 
chromosome engineering technology. We succeeded in constructing HACs that carry the 3p21.3 region by
 chromosome engineering and further demonstrated that the HACs suppress TERT expression. These 
results indicate that there is at least one TERT-repressed gene in the 3p21.3 region.
　Furthermore, the results of knockdown and overexpression experiments of candidate genes on the 
3p21.3 region, gene A and gene B, strongly suggest that these genes are responsible for TERT 
repression on chromosome 3.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： TERT　染色体　人工染色体上　がん
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究成果により、腎がんや口腔扁平上皮がんにおける3p21.3領域のヘテロ接合性の消失(LOH)が高頻度に認
められることの背景にある生物学的意義として、TERT抑制遺伝子の喪失という新たな可能性を示すことができ
た。また、TERT遺伝子は、細胞に不死化能を与えるテロメレース活性を制御する機能をもち、がん細胞の特異的
なマーカーとして着目され、分子標的薬のターゲットとして注目されている。したがって、本研究から得られた
新規のTERT抑制遺伝子に関する知見は、これまでにないアプローチからのTERT抑制経路の発見につながる可能性
をもち、TERTを標的とした抗がん剤の開発に向けた道を拓く成果と考えられる。

※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 
染色体末端にはテロメアと呼ばれる特定の反復配列が存在し、染色体を保護する役割を持つ。

正常体細胞ではテロメアは細胞分裂ごとに短縮し、やがて細胞老化が引き起こされると、細胞周
期が停止する。一方、がん細胞では短縮したテロメアが伸長・維持され、無限増殖能を得ている。
これはテロメアを伸長するテロメラーゼ活性によるものであり、テロメラーゼはがん細胞のテ
ロメアを伸長することで細胞老化を防ぎ、不死化能の獲得に寄与している。テロメラーゼは TERT
と TERC のタンパク・RNA 複合体である。また、逆転写酵素である TERT がテロメラーゼ活性の制
御因子として機能することが知られている。 
これまで研究実施者は、微小核細胞融合法（Microcell Mediated Chromosome Transfer: MMCT）

を用いた正常ヒト 3番染色体の腎がん細胞株 RCC23 および口腔扁平上皮がん細胞（OSCC）株 HSC3
への導入により TERT の発現が抑制されることを見出し、3番染色体上に RCC, OSCC における新
規 TERT 抑制遺伝子の存在を示した。また、OSCC では 17 番染色体短腕や 8番染色体短腕、3番染
色体短腕の LOH（Loss of heterozygosity）が報告されている。17番染色体短腕、8番染色体短
腕には、それぞれがん抑制遺伝子 p53、CSMD1 がコードされている。しかし 3番染色体短腕の LOH
はしばしば認められる一方で、3 番染色体短腕に TERT 抑制遺伝子が存在するかどうかについて
は明らかにされていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
研究実施者が独自に同定したヒト 3 番染色体上の複数のテロメラーゼ制御候補遺伝子の遺伝

子単体から染色体ゲノムレベルにおける多角的な機能解析を通して、TERT 制御機構のミッシン
グリンクの解明から新たな口腔がん発生機構の理解を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト 3番染色体上の新規 TERT 抑制遺伝子の同定 
 TERT 発現の抑制が認められたヒト 3番染色体導入株 HSC3 細胞(HSC3#3)において、候補遺伝子
に対する siRNA を用いた遺伝子ノックダウン実験と、親株である HSC 細胞へプラスミドベクタ
ーを用いて候補遺伝子の cDNA を導入し強制発現実験により TERT 発現への影響を解析した。 
 
(2) 新規 TERT 制御遺伝子による抗がん効果の検討 
 実験(1)より決定した TERT 制御遺伝子を HSC3 細胞へ導入し安定発現株を樹立後に、細胞形態
変化の確認および細胞老化誘導の解析を細胞老化マーカーであるβ-ガラクトシダーゼの染色に
より行った。 
 
(3) 人工染色体上へ巨大合成遺伝子の搭載（TERT 制御候補遺伝子群） 
 3p21.3染色体領域にコードされている候補TERT制御候補遺伝子のBACをインテグレースによ
る部位特異的組換えによって、人工染色体上へ搭載を行った。 
 
(4) 天然 3p21.3 染色体領域の人工染色体への搭載と染色体ゲノムレベル機能解析 
3p21.3 領域を人工染色体へ搭載するために、人工テロメアおよびヒト 3p21.3 領域近傍相同領

域を含むターゲティングベクターを構築し、ヒト3番染色体を保持するニワトリB細胞由来DT40
細胞に導入させ相同組み換えにより改変 3番染色体を作製した。次に、ゲノム編集により 3p21.3
領域付近に loxP 配列を挿入し、Cre 発現による人工染色体上の loxP サイトとの組み替えを生じ
させ、neo耐性構築による選択により3p21.3領域の人工染色体への搭載を行った(3p21.3-HAC)。
さらに、上述で作製した天然型領域を搭載させた人工染色体 3p21.3-HAC を HSC3 細胞へ微小核
細胞融合法により導入した。人工染色体導入クローン(HSC3 3p21.3-HAC)の単離後、TERT 発現動
態や細胞増殖抑制能等を含むがん形質について解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) ヒト 3番染色体上の新規 TERT 抑制遺伝子の同定 
 ヒト 3 番染色体全長を腎がん細胞に導入すると TERT 発現は抑制されるが、3p21.3 領域を除去
した 3番染色体を導入したところ、TERT の発現が抑制されなくなった。したがって、TERT 抑制
遺伝子がヒト 3番染色体上の 3p21.3 領域に存在することが示唆された。また、HSC3 にヒト 3番
染色体を導入し（HSC3#3）、TERT の発現解析を行ったところ、初期培養株において TERT の発現
低下が確認された。さらに、HSC3#3 を長期培養すると、TERT が再活性化した HSC3#3R が得られ
た。そこで TERT 抑制遺伝子を同定する目的で、次世代シークエンサーによる網羅的遺伝子発現
解析を行い、HSC3#3 細胞株特異的に発現上昇を示す遺伝子の検索を行った(図 1)。HSC3 親株、



HSC3#3R で発現が低下し、HSC3#3 で発現が上昇している遺伝子を解析すると、3番染色体上の遺
伝子が 40個得られた。そのうち、3p21.3 領域の遺伝子が 9個含まれていた。 
続けて、siRNA による TERT 抑制遺伝子の同定を行ったところ、特に遺伝子 A 及び遺伝子 B に

おいて TERT 発現量が上昇した（図 2）。次に、遺伝子 A 及び遺伝子の cDNA をコードしたプラス
ミドベクターを用いた安定発現株を樹立
し、強制発現系による TERT 抑制効果につい
て検討を行った。その結果、遺伝子 A 及び
遺伝子 B の両方において樹立した 10 クロ
ーン全てにおいて、親株およびコントロー
ルである GFP発現クローンと比較してTERT
発現抑制が認められた。さらに、ヒト 3 番
染色体導入クローンと同等レベルまでTERT
の発現抑制が認められるクローンも含まれ
ていた(図 3)。 
以上の結果から、遺伝子 A 及び遺伝子 B

が TERT 抑制責任遺伝子であることが強く
示唆された。 

 
 
(2) 新規TERT制御遺伝子による抗がん効果

の検討 
 TERT 発現が特に顕著に認められた遺伝子
B の 2 つのクローンについて、細胞老化誘
導の有無をβ-ガラクトシダーゼ染色法に
より解析を行った。その結果、β-ガラクト
シダーゼで染色される細胞老化の存在が確
認された(図 4)。 

この結果から、解析したクローンにおい
て、TERT 発現低下に起因したテロメレース
活性抑制による複製老化の誘導が示唆され
た。 
 
 
(3) 人工染色体上へ巨大合成遺伝子の搭載（TERT 制御候補遺

伝子群） 
 遺伝子 B については人工染色体上への BAC の搭載を FISH
解析により確認した(図 5)。一方、遺伝子 A については得ら
れたクローンの解析を行っている。 
 
 
(4) 天然 3p21.3 染色体領域の人工染色体への搭載(3p21.3-

HAC)と染色体ゲノムレベル機能解析 
染色体工学技術を用いて、ヒト人工染色体(HAC)上へ3p21.3領域の搭載を行った(図6)。まず、

3p21.3 領域を HAC に搭載するために、CRISPR/Cas9 を利用し、hChr.3delp22(3p21.3 領域より短
腕側が削除されたヒト 3番染色体断片)を保持する CHO 細胞の 3p21.3 領域に対して loxP サイト
を挿入した。次に、MMCT 法により loxP サイトが挿入された hChr.3delp22 を、HAC を保持する
CHO hprt-/-細胞へ移入を行った。 

 

  

 

 



続いて、組換え酵素 Cre を導入し発現させるこ
とにより、Cre/loxP を利用した相互転座による
3p21.3 領域の HAC への搭載を実施した。3p21.3 領
域がヒト 3 番染色体から HAC に転座されているか
確認するため FISHによる解析を行った。その結果、
Cre 導入後の CHO hprt-/- 3p21.3-HAC 細胞では
digoxigenin で標識した HAC 上に biotin で標識し
た 3p21.3 領域における FITC のシグナルが検出さ
れた（図 7）。また、副産物として 3p21.3 領域を欠
失したヒト 3番染色体（hChr.3del3p21.3）を獲得
し、FISH により biotin で標識した 3p21.3 領域の
FITC シグナルが検出されないことを確認した。 
最後に、3p21.3-HAC がヒト 3 番染色体の目的の

ゲノム領域を保持しているかを解析するため、ゲ
ノム抽出を実施し、ヒト 3番染色体における 20個
の STS マーカーを使用した PCR を行った。その結
果、3p21.3-HAC は 3p21.3 領域の D3S3677 から
3p22.2 領域の D3S1298 までが搭載されていること
が示された(図 8)。以上の結果から、Cre/loxP シス
テムの利用により 3p21.3 領域を HAC に搭載するこ
とに成功した。 
次に、3p21.3-HAC が HSC3 細胞において TERT 抑

制効果を示すかどうか解析するため、まず 3p21.3-
HAC 及び hChr.3del3p21.3 をそれぞれ A9 細胞から
HSC3 細胞に導入し、FISH を実施した。HSC3 細胞で
は biotin で標識された 3p21.3 領域を示す FITC の
シグナルが 2つ検出された。HSC3 3p21.3-HAC 細胞
ではHSC3細胞由来のFITCシグナルに加え3p21.3-
HAC 上に FITC のシグナルが検出された（図 9）。HSC3
細胞、HSC3 3p21.3-HAC 細胞、HSC3 hChr.3del3p21.3 
(3p21.3領域よりテロメア側が削除されたヒト3番
染色体) 細胞、HSC3#3 細胞から RNA を抽出し合成
した cDNA を用いて qRT-PCR を実施した。その結果、
親株と比較して、HSC3 3p21.3-HAC 細胞において
TERT が 6割程度抑制された（図 10）。これは、正常 3番染色体を保持する HSC3#3 細胞と同程度
の抑制効果であった。一方、HSC3 hChr.3del3p21.3 細胞では TERT 発現量は抑制されなかった。
以上より、HSC3 細胞において、3p21.3 領域を保持する HAC は TERT の発現を有意に抑制するこ
とが示された。 
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らの遺伝子が 3番染色体上の TERT 抑制に関わる責任遺伝子であることが強く示唆された。 
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