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研究成果の概要（和文）：核内受容体は脂質リガンドと結合することで遺伝子の転写を調節する転写因子である
が、その活性はリガンドとの結合だけでなくリン酸化などの翻訳後修飾によっても調節されている。しかしなが
らこれまでの研究は新規リガンドの探索に偏っており、翻訳後修飾に影響する内因性制御因子の同定は不十分で
あった。本研究では順遺伝学的手法であるCRISPRスクリーニングを用いて、核内受容体の1つであるビタミンD受
容体の内因性制御因子を網羅的に抽出した。この候補分子は悪性腫瘍をはじめとする様々な疾患の創薬標的とな
りうる。

研究成果の概要（英文）：Nuclear receptors are transcription factors that regulate gene transcription
 by binding to lipid ligands. However, previous studies have been biased toward the search for novel
 ligands and have failed to identify endogenous regulators that affect post-translational 
modifications. In this study, we used CRISPR screening, a sequential genetic method, to 
comprehensively extract endogenous regulators of the vitamin D receptor, one of the nuclear 
receptors. This candidate molecules might be potential therapeutic targets for various diseases 
including malignant tumors.

研究分野： 実験病理学

キーワード： ビタミンD　がん　順遺伝学　CRISPR　ゲノム編集　核内受容体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ビタミンDシグナルはがん治療の標的になり得るが、ビタミンDサプリメントはがんの罹患率や予後を改善しな
い。よってがん細胞内で減弱しているビタミンDシグナルを活性化させることが有効と思われるが、従来の研究
は主に新規脂質リガンドの探索に偏っており、ビタミンDシグナル経路のリン酸化異常や原因キナーゼの理解は
進んでいない。本研究でビタミンDシグナルの活性化に関わる内因性蛋白質が明らかになれば、これを標的とす
る全く新しいがんの予防法や治療法の開発に繋がる。

※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 
  ビタミン D はステロイド⾻格を持つ脂溶性の分⼦
で、その作⽤の⼤部分は核内受容体スーパーファミリ
ー(NRs)に属する転写因⼦ビタミン D 受容体(VDR)に
よるものである。VDR は他の転写調節因⼦と複合体を
形成して標的遺伝⼦発現調節領域に常時結合してお
り、VDR にビタミン D が結合すると複合体の構成分
⼦が変化して標的遺伝⼦発現が調節される。NRs は主
にリガンドとの結合によってその転写活性が制御さ
れているが、他にリン酸化によるリガンド感受性の変
化やリガンド⾮依存性の活性化機構も知られている。
よってビタミン D シグナルには、ビタミン D を細胞
内外で活性型または不活性型に代謝する酵素とその
調節因⼦、VDR と転写因⼦複合体を形成するパートナ
ー分⼦、および VDR を翻訳後修飾するシグナル分⼦
など多くの遺伝⼦産物が関与している(図 1)。 
ところでビタミン D シグナルはカルシウム代謝以外
にも多くの⽣理作⽤を持っており、特に腫瘍の進展に
対して抑制的に作⽤することが知られている。多くの
進 ⾏ が ん で は ビ タ ミ ン D を 活 性 型 に 代 謝 す る
CYP27A の発現減弱や不活性型に代謝する CYP24 の
発現亢進がみられ、同シグナルが減弱している(Deeb 
et al., Nat Rev Cancer, 2007)。よってビタミン D やそ
の下流シグナルは潜在的にはがんの治療標的となり
うると考えられるが、ビタミン D に焦点をあてた新規
がん治療法の開発は進んでいない。  

２. 研究の⽬的 
  本研究ではビタミン D シグナル経路を対象とした個別化がん治療戦略の開発を⽬指す。VDR
蛍光レポーターと CRISPR ライブラリによる網羅的遺伝⼦ノックアウトを組み合わせ、ビタミ
ン D シグナルを制御する分⼦群を順遺伝学的に抽出し(図 1)、リガンドによらないビタミン D
シグナル標的療法の開発に繋げる。 

３. 研究の⽅法 
  293T細胞および HaCaT細胞に Cas9と VDREレポーターを恒常発現する細胞株を樹⽴した
(図 2左)。続いてその細胞にプール化された sgRNA 発現ベクターをレンチウイルスで導⼊した
(図 2中央; Addgene 67989; Tzelepis et al., Cell Rep, 2016)。ビタミン D を低⽤量および⾼⽤量
で 24 時間処理したのちセルソーターで GFP 蛍光を測定した(図 2右)。まずビタミン D低⽤量
でレポーター活性の⾼いもの(図 2右上、細胞集団 A)を抽出した。これには遺伝⼦ノックアウト
によりビタミン D 感受性が増強した細胞群、すなわちビタミン D シグナルを負に制御する遺伝
⼦群を機能⽋失した細胞群が含まれるはずである。同様にビタミン D ⾼⽤量培地においてレポ
ーター活性が低いもの(図 2 右下、細胞集団 B)にはビタミン D シグナルを正に制御する遺伝⼦
群を機能⽋失した細胞群が含まれる。よってこれらの細胞集団に取り込まれた sgRNA配列を次
世代シークエンシング解析することで、ビタミン D シグナルを制御する遺伝⼦群を網羅的に同
定することができる。選別した細胞からゲノミック DNA を抽出し、gRNA の共通配列を認識す
るプライマーによって gRNA の固有配列を含む領域を増幅し、Nanopore社の次世代シークエン
サーで配列を解析した。⺟集団との差を⽐較してビタミン D の正負の制御因⼦を同定した。こ
の際に既知の制御因⼦であるビタミン D 代謝酵素 CYP24 や CYP27A あるいは VDR ⾃体など
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図 1. 本研究の概要 
ビタミン D 受容体(VDR)は DNA 結合ドメ
インを持つ転写因⼦で、標的遺伝⼦の発
現を調節することによって腫瘍悪性形質
を制御している。VDR の活性状態は、ビ
タミン Dとの結合(すなわちビタミン Dの
多寡やリガンド代謝酵素の活性が関与す
る)、転写因⼦複合体を構成する共因⼦、
および翻訳後修飾に関わる酵素などで調
節されている。CRISPR スクリーニングに
よる順遺伝学的アプローチでは理論上こ
れらの全てを同定できる。 



 

 

が含まれることを確認し、本実験系の確からしさを検定した。抽出された遺伝⼦のうち、データ
ベースを参照して主要ながん細胞株で発現が亢進あるいは減弱している遺伝⼦群を絞り込み、
過去にがん細胞における機能解析が達成されていない遺伝⼦を最終的な候補とした。 

  

４. 研究成果 
 ビタミン D のレポーター系は 3 種類作製した。すなわち①最⼩プロモーターに VDRE応答配
列を 3つ組み込んだ 200 bp 程度の短いもの、②ビタミン D シグナルによって発現が正に制御さ
れる CYP24A 遺伝⼦のプロモーター領域約 7 kb を組み込んだもの、③CYP24A の翻訳開始コド
ンに EGFP をノックインしたものである。これらのうち①はクローニング後もランダムなサイ
レンシングにより蛍光強度⼀定せず、使⽤に適さなかった。③はおそらく遺伝⼦コピー数が 1 と
少ないためかビタミン D処理によっても⼗分な蛍光が誘導されなかった。よって②を選択した。 
  続いて上記のレポーターを 293T と HaCaT に安定発現させてシングルセルクローニングし、
活性型ビタミン D (カルシトリオール)を 1 pMから 1 nMまで様々な濃度で処理し、GFP 蛍光
を観察した。その結果HaCaTでは濃度依存性の蛍光の増強がみられた。⼀⽅で 293T細胞では
蛍光強度の変化は観察されなかった。おそらく表⽪由来細胞株 HaCaT ではビタミン D シグナ
ル経路を構成する分⼦群が発現していて成体正常組織と同様の応答が保たれているのに対し、
胎児の未熟な神経節細胞に由来する 293T (293T 細胞はヒト胎児の腎臓を不死化したものであ
るが、実際には腎臓の構成細胞ではなく腎周囲に付着していた神経節細胞が選択されたと考え
られている)ではビタミン D に応答できないものと考えられた。以上より CRISPR スクリーニ
ングにはHaCaT細胞を⽤いることとした(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 

VDRE EGFP

EF1a Cas9

ビタミンD

細
胞
数

GFP (レポーター強度)

ビタミンD低濃度

ビタミンD⾼濃度

A

B

細
胞
数 sgRNA (‒)

sgRNA (+)

sgRNA

図 2. 研究⽅法の概要 
(i) ビタミン D 応答プロモーター(VDRE)の下流に蛍光分⼦(EGFP)を挿⼊した発現ベクタ

ーおよび Cas9 恒常発現ベクターを共発現する細胞株を樹⽴する。 
(ii) 全遺伝⼦に対応する sgRNA 発現ベクタープールをレンチウイルスにより導⼊し、続い

て培地に⾼濃度と低濃度のビタミン D を添加する。 
(iii) セルソーティングにより、ビタミン D 低濃度で GFP 蛍光強度の⾼い集団 A、およびビ

タミン D ⾼濃度で GFP 蛍光強度の低い集団 B を抽出する。 
(iv) 次世代シークエンシングにより各々の細胞集団に組み込まれた sgRNA 配列を解読し、

統計解析により遺伝⼦群を抽出する。 

Calcitriol 1pM Calcitriol 1nM
図 3. ビタミン D レポーターの樹⽴ 
Cas9 発現ベクターとビタミン D レポー
ター(CYP24A:EGFP)を導⼊した HaCaT: 
Cas9:CYP24A-EGFP 細胞に活性型ビタ
ミン D であるカルシトリオールを低濃度
(1 pM)と⾼濃度(1 nM)で処理し、GFP 蛍
光を観察した。ビタミン D 濃度に依存し
た蛍光の増強がみられる。スケールバー
は 50 µm。 



 

 

  続いてビタミン D レポーターを導⼊したHaCaT細胞に、さらに Cas9発現ベクターをトラン
スフェクションした。シングルセルクローニングの後、RT-qPCR によって Cas9 発現の強いも
のを選択した。以降、同細胞株をHaCaT:Cas9:CYP24A-EGFP とする。続いて CRISPR ライブ
ラリをパッケージングし、得られたレンチウイルスをショ糖濃度勾配により濃縮した。それを 1
億個の HaCaT:Cas9:CYP24A-EGFP 細胞に感染させ、ピューロマイシンで選択した。ビタミン
D を⾼⽤量および低⽤量で処理して FACS でGFP強度を可視化すると、CRISPR ライブラリを
適⽤していない HaCaT:Cas9:CYP24A-EGFP と⽐較して、CRISPR ライブラリを適⽤した細胞
では、ビタミン D低濃度でもGFP を⾼発現する細胞群と、ビタミン D⾼濃度でありながらGFP
を発現できない細胞群が観察された。これらの集団をソーティングし、ゲノミック PCR で gRNA
コード領域を増幅して次世代シークエンシングによって解析し、ソーティング前の細胞集団の
結果と⽐較した。その結果、ビタミン D シグナルの正および負の制御因⼦をそれぞれ 200程度
同定した。なおビタミン D シグナルの正の制御因⼦の筆頭は VDR であり、このライブラリの
妥当性が⽰された。同定された遺伝⼦のうち 8 割以上はビタミン D シグナルや VDR、および
CYP24A との関連が報告されていないものであった。すなわちこれらは「ビタミン D シグナル
の調節に関わる内因性蛋⽩質」の候補であり、ビタミン D シグナルを対象とする創薬標的とな
り得る可能性を秘めている。候補分⼦の中には悪性腫瘍で発現する細胞膜分⼦など、がんの治療
標的として有望なものも含まれており、今後は個々の分⼦について機能解析や治療標的として
の有⽤性の検討を進める。 
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