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研究成果の概要（和文）：PhiC31 組み替え系は高効率部位特異的組換系である。本研究では、

遺伝子搭載サイズに上限のない人工染色体ベクターの利点を生かし、このベクター上に一度の

組み換え反応で多数コピーの外来遺伝子の搭載を可能する系の構築に成功した。この系は、さ

まざまな形質差の原因の一つであるゲノムコピー数多型を個体および細胞レベルで再現できる

系として有意義である。 
 
研究成果の概要（英文）：PhiC31-based recombination allows the multiple introduction of 
transgenes when the recipient sites (attB sites) are available. We sought to apply this 
system to the human artificial chromosome (HAC) vector, which can carry the huge size 
of transgene. We successfully generated the HAC vector carrying multiple copies of attB 
sites (attB-HAC) in CHO cells. It was confirmed that transgenes tagged with the donor 
site (attP site) can be loaded onto the attB sites on the attB-HAC, in independent manner 
of PhiC31 integrase. Intriguingly, Southern blot analyses implicated that multiple copies 
of transgenes can be loaded onto the attB-HAC in one recombination-reaction in CHO cells. 
The present study suggests the efficacy of attB-HAC as a tool for reproduction of gene 
copy number variation in animal models and cell models. 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2008 年度 5,600,000 1,680,000 7,280,000 

2009 年度 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

2010 年度 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

年度  

  年度  

総 計 13,200,000 3,960,000 17,160,000 

 
 
研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：ゲノム科学・応用ゲノム科学 
キーワード：ゲノムコピー数多型、人工染色体 
 
１．研究開始当初の背景 
 
疾患感受性、薬剤感受性などヒト形質差をも
たらす現象として、1 塩基遺伝子多型(SNP)
に加え、新たに DNA コピー数多型（CNV）が
発見された。CNV はヒトゲノム上の 12%にも

及ぶ領域を覆う多型である。しかし動物個
体・細胞レベルで CNV を再現し、CNV が形質
差を直接もたらしているのかどうか検証で
きる系はなく、研究進展の障害となっている。 
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本研究ではこの問題解決のため、複数遺伝子
の部位特異的挿入が可能な PhiC31 組み換え
系と、我々が開発した搭載可能な DNA の長さ
の制限がないベクターである人工染色体ベ
クター操作技術とを融合させ、特定ゲノムを
任意のコピー数で細胞に導入し個体・細胞レ
ベルで CNV を再現する方法論を開発し、ポス
トゲノム研究を推進する。 
 
３．研究の方法 
 
PhiC31 組み換え系の適用が可能な人工染色
体ベクターが出発資材であり、この作出が最
重要課題である。まず外来遺伝子のレシピエ
ントサイトとなる attB 配列を多数配したプ
ラスミドを構築し、これを Cre-Lox P 系で CHO
細胞内に保持された人工染色体ベクター
(HAC)上に搭載する（attB-HAC)。つづいて、
この attB 配列に対して、ドナーサイトであ
る attP 配列を持つ外来遺伝子が PhiC31 イン
テグラーゼ依存的に搭載できるかどうかを
検討する。さらに、一度の組み換え反応で複
数コピーの外来遺伝子が搭載できるかどう
かを検討することで、CNV 再現のための実験
系となりうるのかどうか評価する。 
 
 
４．研究成果 
 
34 コピーの attB 配列を持つ attB-HAC を CHO
細胞内で構築することに成功した。外来遺伝
子として attP 配列を持つ Neo カセットを用
いて PhiC31 インテグラーゼとともにトラン
スフェクションしたところ、G418 耐性の細胞
の 60％以上が目的とする attB サイト上に挿
入されており、attB-HAC は外来遺伝子のドナ
ーベクターとなることが分かった。さらにサ
ザンブロット解析の結果、一度の組み換え反
応で多くの G418 耐性細胞で attB-HAC 上に複
数コピー（3 コピー以上）搭載できているこ
とを示す知見が得られた。今後、大きなサイ
ズの外来遺伝子で同じように一度の組み換
え反応で attB-HAC 上に複数コピーを搭載で
きるかどうか明らかにする必要があるが、本
研究で開発した attB-HAC は CNV 再現を可能
にすると新たな実験システムとして期待で
きる。 
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