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研究成果の概要（和文）： 

我々はこれまでに遺伝子トラップ技術の改良を続け、脂肪細胞分化に必須の遺伝子の検索
を行ってきた。癌細胞を含む哺乳類の細胞は 2 倍体以上であることから、対立遺伝子の１
つが無い状態で形質変化を示すような遺伝子しか得ることができないという欠点があった。
ヒトの 1 倍体の細胞を用いて、従来の遺伝子トラップ法の欠点を克服するシステムを立ち
上げ、マイクロ RNA-33 の低下に関わる遺伝子を得た。 
 
研究成果の概要（英文）：We have developed gene-trap method and applied it to adipocyte 

differentiation. However, mammalian cells are diploid and only such genes which have 

haploid insufficiency can be obtained by this method. This time we utilized P1-55 cells, 

which is a human haploid cell line, and enabled to screen all genes by gene-trap method. 
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１．研究開始当初の背景 

遺伝子トラップ法はランダムな遺伝子挿入
をもとに、機能的な遺伝子を探索する方法で
ある。遺伝子改変マウスを作成しなくても、
細胞レベルで目的とする機能を司る遺伝子
を網羅的に探すことができるという特徴が
ある。我々はこれまでに遺伝子トラップ技術
の改良を続け、脂肪細胞分化、細胞死に必須
の遺伝子の検索を行ってきた。しかしながら、
癌細胞を含む哺乳類の細胞は 2倍体以上であ
ることから、対立遺伝子の 1 つが無い状態で
形質変化を示すような遺伝子しか得ること
ができないという欠点があった。 

２．研究の目的 

今回我々は、ヒトの 1 倍体 (haploid) 細胞株
P1-55 細胞(Ex Cell Res 252;273-280:1999)

に対して遺伝子トラップ法を応用し、

miRNA の発現変化を及ぼす遺伝子を網羅的
に得る方法を開発することを目標とする 

３．研究の方法 

以下の 3 つの検討を軸に研究を展開する。 

1) haploid cell の安定性の検討 
P1-55 細胞はヒト白血病由来であるが、8 番
染色体以外は、1 倍体であることが知られて
いる。予備的検討から、8 週間以上、1 倍体
で安定して増殖すること、miR-33 を発現して
いること、レトロウイルス、レンチウイルス
導入も問題なく行えることを確認している。
この細胞は通常の培養方法によって約 12-30
時間の倍加時間で増殖する。従って、ヒトの
培養細胞においては、1 コピー以上の存在が
生存に必須であるような遺伝子は、あっても
ごく少数であると考えられる。遺伝子トラッ
プにおいては、挿入変異が安定であること、
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さらに培養中に 2倍体に戻らないことが大事
であるため、この細胞の安定性について、ま
ず検討を行う。 
フローサイトメトリー(FCM)法により、細胞
周期解析を行う。細胞の膜透過性の確保後、
RNase 処理を行い、PI 染色を行って、FCM で
測定する。すでに 8 週間培養を繰り返した場
合でも haploidを維持できることを確認して
いる。さらに長期間安定かどうかを検討する。 
2) 恒常的にレポーター遺伝子を発現させた
P1-55 細胞の作成と遺伝子トラップ法の応用 
我々は、これまでに、miRNA の相補配列を遺
伝子の 3’UTR に結合させることで、内因性
の miRNAを制御できることを示した(Horie-T, 
Ono-K et al. Biochem Biophys Res commun. 
2009)。 
そこで今回、GFP を用いた miR-33 デコイ遺伝
子(GFP-miR-33 decoy)を恒常的に発現させ、
内因性の miR-33 の発現を GFP でモニターで
きるシステムを作成する。 
まず GFP-miR-33 decoy が恒常的に P1-55 細
胞に発現する細胞株を得る。さらにここに遺

伝子トラップベクターをレトロウイルスで
導入する。このベクターにおいては、ポリ A
配列のない薬剤(Blasticidin)耐性遺伝子が
ゲノムにランダムに挿入される。その結果、
薬 剤 耐 性 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 細 胞
（Blasticidin に対して耐性を示す細胞）は、
すべてレトロウイルスが内因性の遺伝子近
傍に挿入され、内因性の遺伝子に変異をおこ
した細胞となっている。その中から、GFP が
上昇している細胞を FACS にてソーティング
する。この P1-55細胞は、浮遊細胞であるた

め、限界希釈法により、シングルクローンを
得る。個々のクローンを増殖され、total RNA
を抽出する。3’RACE 法により、挿入変異を
起こした遺伝子を確認する。 
3)得られた遺伝子欠損マウスの表現型の確
認とその役割の検討 
上記の方法によって得られた遺伝子の生体
内での役割につき検討する。 
４．研究成果 
今回の検討により、GFP-miR-33 decoyが恒常
的に P1-55細胞に発現する細胞株を得た。 
さらにここに遺伝子トラップベクターをレ
トロウイルスで導入した。このベクターにお
いては、ポリ A配列のない薬剤(Blasticidin)
耐性遺伝子がゲノムにランダムに挿入され
るため、薬剤耐性遺伝子を発現している細胞
（Blasticidin に対して耐性を示す細胞）は、
すべてレトロウイルスが内因性の遺伝子近
傍に挿入され、内因性の遺伝子に変異をおこ
した細胞となっている。 
miR-33が低下している細胞を得るために、そ
れらの細胞から GFP が上昇している細胞を
FACSにてソーティングした。この P1-55 細胞
は、浮遊細胞であるため、限界希釈法により、
シングルクローンを得た後、3’RACE 法によ
り、挿入変異を起こした遺伝子を確認した。

複数の遺伝子の変異が得られたが、なかで
も downstream of tyrosin kinases 1(DOK1)
遺伝子について着目した。 

実際にこの DOK1 遺伝子欠損細胞において
は miR-33 の発現が低下しており、miR-33 の
宿 主 遺 伝 子 で あ る  steroid response 
element binding protein 2（Srebp2）遺伝
子の発現も低下していた。さらに、DOK1遺伝
子欠損マウスにおいては、野生型のマウスと



 

 

比較して、やせ形であり、脂肪細胞の分化が
抑制されている一方、耐糖能が改善されてい
た。この表現型が miR-33、Srebp2 とどのよ
うな関係にあるかを詳細に検討する予定で
ある。本法によって、従来の遺伝子トラップ
法を改良することができ、目標とする遺伝子
を簡便に同定することができることが示さ
れた。今後、疾患の本態解明に応用していく
予定である。 
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