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研究成果の概要（和文）：ヒト Nalm-6 細胞を用いて、DNA 鎖切断修復に関わる遺伝子をジーン

ターゲティング法により破壊し、さまざまなヒト遺伝子ノックアウト細胞を系統的に作製した。

これらの細胞株について詳細な表現型解析（特に放射線感受性や抗癌剤感受性、組換え頻度の

解析）を行い、遺伝子機能や修復機構に関する多くの興味深い知見を得ることができた。 
	 
	 
研究成果の概要（英文）：In	 this	 study,	 we	 have	 generated	 a	 series	 of	 human	 cell	 mutants	 
that	 lack	 one	 or	 two	 genes	 implicated	 in	 DNA	 strand	 break	 repair.	 These	 gene-knockout	 
mutants	 allowed	 us	 to	 perform	 comprehensive	 genetic	 analysis	 of	 human	 DNA	 repair	 genes,	 
especially	 those	 involved	 in	 DNA	 double-strand	 break	 repair	 and	 genetic	 recombination.	 	 
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１．研究開始当初の背景 
	 DNA 鎖切断修復は細胞や個体のゲノム安定
性維持に不可欠であり、その異常や欠損はゲ
ノム不安定化や細胞死を引き起こすのみな
らず、がん化や遺伝病、早期老化などの重篤
な疾患に直結する。しかし、DNA 鎖切断修復
には多様な経路が存在しており、各々の分子
機構の詳細はよくわかっていない。また、さ
まざまなタイプの損傷に対してこれらの経

路がどのように作用するかについても解明
されていない。こうした課題をヒト細胞を用
いて解決できれば、がん化機構の解明や、よ
り優れた放射線療法や化学療法の開発にも
貢献できる。疾患の診断や治療などの医療応
用を考えると、種差を考慮する必要のないヒ
ト細胞由来の変異株を作製し解析するのが
望ましいが、一般にヒトなどの高等動物細胞
では、導入した DNA が染色体上のランダムな
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位置に挿入される反応（ランダムインテグレ
ーション）が圧倒的に高い頻度で起こってし
まうため、ジーンターゲティング効率は極め
て低く、遺伝子ノックアウトによる逆遺伝学
解析は不可能であった。しかし、私たちは最
近、ヒト体細胞を用いたジーンターゲティン
グ法により遺伝子ノックアウト細胞の作製
を効率良く行えるシステムの開発に成功し
た。	 
	 
	 
	 
２．研究の目的	 

	 本研究では、これまでに開発したヒト遺伝
子ノックアウトシステムを利用して、DNA 鎖
切断修復に関与する遺伝子を破壊した変異
株（ノックアウト細胞）を系統的に作製し、
その機能を逆遺伝学的に解析することを目
的とする。これにより、ヒト細胞におけるさ
まざまな DNA 鎖切断修復経路の詳細な分子機
構や細胞内での役割分担、遺伝学的相互作用
を明らかにし、修復機構の全体像を分子レベ
ルで捉えるとともに、得られた知見をジーン
ターゲティングに応用していくことを目標
とする。特に、“ Alternative	 (Back-up)	 
End-Joining”の分子機構とランダムインテ
グレーションとの関係を調べることに重点
を置く。また、放射線や抗がん剤によって誘
発されるさまざまなタイプの DNA 損傷（特に
DNA 鎖切断）に対して、各修復経路がどのよ
うに協調してゲノムを安定に維持している
のかを明らかにする。以上のアプローチを通
じて、がん化機構の解析や、より優れたがん
治療法の開発など、医療分野への応用展開を
図るとともに、任意の動物細胞（特にヒト細
胞）に適用可能な高効率ジーンターゲティン
グ技術の開発を目指す。 
 
 
 
３．研究の方法 
	 DNA 鎖切断修復に関わるヒト遺伝子を
Nalm-6 細胞において系統的にノックアウト
し、ホモ変異細胞の作製を行った。一本鎖切
断修復に関わる POLβ，APTX，TDP1、相同組
換えに関わる RAD52，RAD54，MUS81，BLM，FANCB、
非相同末端連結（エンドジョイニング；NHEJ）
に関わる KU70，KU80，LIG4，ARTEMIS，DNA-PKcs，
53BP1 等をターゲットとした。作製したヒト
細胞変異株の表現型解析においては、まず、
得られたノックアウト細胞の増殖速度とコ
ロニー形成率、細胞周期分布を調べ、野生株
との比較を行った。次に、さまざまな DNA 損
傷に対する感受性を調べた。損傷誘発剤とし
ては、電離放射線（X線）、紫外線および以下
の薬剤を主に使用した：過酸化水素、メチル
メタンスルホン酸（アルキル化剤）、ブレオ

マイシン（放射線類似作用物質）、ネオカル
チノスタチン（放射線類似作用物質）、カン
プトテシン（トポイソメラーゼ I 阻害剤）、
エトポシド（トポイソメラーゼ II 阻害剤）、
NU1025（ポリ ADP リボース合成酵素阻害剤）、
シスプラチン（DNA 架橋剤）。感受性試験は、
コロニーアッセイ法ないし増殖阻害アッセ
イ法（生細胞内の ATP 濃度を測定）、アポト
ーシスアッセイ（カスパーゼ 3/7 活性を測定）
等により行い、野生株と比較した。ヒト変異
細胞株における組換え頻度の解析において
は、ランダムインテグレーションとジーンタ
ーゲティングの頻度を HPRT 遺伝子座を用い
て定量的に調べた。また、ランダムインテグ
レーションにおけるトポイソメラーゼ II と
DNA リガーゼの役割についても検討を行った。	 
	 
	 
	 
４．研究成果	 

	 ヒト Nalm-6 細胞を用いたジーンターゲテ
ィングにより、さまざまなヒト DNA 鎖切断修
復遺伝子を系統的に破壊し、得られた変異細
胞株（ノックアウト細胞）の詳細な表現型解
析を行った。特に、LIG4との二重変異株の作
製を中心的に行い、概ね予定通りにヒト遺伝
子ノックアウト細胞の作製を行うことがで
きた。作製したヒト遺伝子ノックアウト細胞
株の表現型解析により、相同組換えと非相同
末端連結がともに DNA 二本鎖切断修復に重要
であること、低線量の電離放射線やトポイソ
メラーゼ II 阻害剤による損傷に対しては非
相同末端連結が重要であること、また非相同
末端連結がトポイソメラーゼ I阻害剤やポリ
ADP リボース合成酵素阻害剤による損傷に対
しては toxic な（生存に不利な）修復を行う
こと、等を明らかにした。その他、ARTEMIS
が DNA 二本鎖切断修復の経路選択に働いてい
る（相同組換えを負に制御している）可能性
や、POLβと非相同末端連結との間に何らか
の遺伝学的相互作用があること等も明らか
にした。また、ARTEMIS と LIG4 が直接相互作
用していることを初めて示した（J.	 Exp.	 
Med.,	 2012)。一方、組換え頻度に関する詳
細な解析から、Alternative	 End-Joining に
よるランダムインテグレーションが非相同
末端連結の不在時に促進されること、また、
この反応には導入ベクター中に存在するゲ
ノムとの相同領域が重要であること、さらに
この反応には２種類の DNA リガーゼ（LIG1 と
LIG3）が関わっている可能性が高いこと、等
を明らかにした。これらの知見、および、そ
の他の解析結果から、相同領域中の反復配列
を最少限にとどめたベクターの構築、あるい
は、ARTEMIS や 53BP1、BLM、LIG4 の発現抑制
が、効率的なジーンターゲティングに有効で
あるという可能性を示すことができた。	 
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