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研究成果の概要（和文）：ゲノム上の遺伝子を自由自在に改変できるようになれば、生物学全般のみならず、医療や創
薬、農畜産等の分野において大きな発展が期待できる。本研究では、ジーンターゲティング（標的遺伝子破壊）技術を
医療創薬の分野に応用していくことを目的とした基礎研究として、ヒト細胞のジーンターゲティング効率に大きく影響
する因子の探索を行った。その結果、いくつかの遺伝子の発現抑制によりジーンターゲティング効率が上昇することが
明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We have recently constructed an efficient system that enables rapid production of 
genetically modified human cell lines by gene targeting.  Human cell mutants thus made will provide invalu
able tools for human medicine and future drug development.  In this research project, we have identified s
everal human genes, which, when down-regulated, increase the efficiency of gene targeting by homologous re
combination. 
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１．研究開始当初の背景 
	 ゲノム上の遺伝子を自由自在に改変でき
るようになれば、生物学全般のみならず、医
療や創薬、農畜産等の分野において大きな発
展が期待できる。本研究代表者は長年にわた
り動物細胞のゲノム改変、特にヒト細胞のジ
ーンターゲティング（標的遺伝子破壊）の効
率化に関する研究を幅広く行ってきた。その
代表的な成果の一つに、ヒトpreB細胞Nalm-6
を使った独自の遺伝子ノックアウトシステ
ムの確立がある。この系により最短約２ヶ月
という短期間でヒト遺伝子変異株を作製す
ることが可能になったが、ごく最近、エクソ
ントラップ型のターゲティングベクターを
用いることにより、Nalm-6 細胞におけるター
ゲティング効率を最大 100％にまで上昇させ
ることに成功した。これは従来よりも一桁以
上高い効率であるが、こうしたジーンターゲ
ティング技術を医療創薬の分野に応用して
いくためには、幹細胞や初代細胞等のヒト正
常細胞において Nalm-6 と同レベルの高いタ
ーゲティング効率を達成する必要がある。	 
 
２．研究の目的	 

	 上記の目標を実現するためのアプローチ
として、(1)	 何故ヒト Nalm-6 細胞における
ターゲティング効率（相同組換えによる標的
遺伝子破壊の効率）が例外的に高いのか、(2)	 
どのような因子群がターゲティング効率の
効率化に関わっているのか、を明らかにし、
(3)	 そこで得られた成果を他のヒト細胞系
に応用していく、という一連の戦略が有効と
考えられる。本研究ではこの課題に取り組む
べく、ヒト細胞のジーンターゲティング効率
に大きく影響する因子の探索を行った。	 
 
３．研究の方法 
	 ヒト HPRT 遺伝子座を標的とするターゲテ
ィングベクターをエレクトロポレーション
法により Nalm-6 細胞株に導入し、組換え頻
度（すなわちランダム挿入頻度と相同組換え
挿入頻度）およびターゲティング効率を定量
的にアッセイした。ターゲティング効率は、
「相同組換え挿入頻度	 ÷（ランダム挿入頻
度＋相同組換え挿入頻度）」により算出した。
なお、siRNA の導入はターゲティングベクタ
ーの導入と同時にコトランスフェクション
により行った。無処理時（siRNA 非導入時）
の値を指標に、各 siRNA の効果の有無や程度
を検討した。	 
	 

４．研究成果	 

	 上述の通り、ターゲティング効率は、「相
同組換え挿入頻度	 ÷（ランダム挿入頻度＋
相同組換え挿入頻度）」によって求められる。
したがって、この効率を高めるための戦略と
して、①	 ランダム挿入頻度を低下させる、
②	 相同組換え挿入頻度を上昇させる、③	 ①

と②を同時に行う、の３通りが考えられる。
本研究により、主に以下の成果が得られた。	 
	 戦略①として、Top2α、Lig1、Lig3αの発
現抑制（siRNA によるノックダウン）が有効
であることがわかった。また、低酸素濃度下
での細胞培養や Lig4 遺伝子の完全破壊が有
効であることが明らかとなった。低酸素培養
とTop2αノックダウンの効果はヒトiPS細胞
においても確認された。戦略②に関しては、
Parp1、Lig4、Artemis、Exo1 の siRNA による
発現抑制が効果をもつことが初めて明らか
となった。これらの因子はいずれも二本鎖
DNA 切断修復における NHEJ（非相同末端連結）
機構、またはその経路選択に関与することが
近年の研究から明らかにされている。しかし、
これら４因子の抑制による効果は、Blm	 siRNA
を上回る効果ではなかった（以前から Blm の
発現抑制が高い効果をもつことがわかって
いた）ため、さらに検討を進めた結果、53bp1
の発現抑制が Blm 抑制と同程度の効果をもつ
ことがわかった。そこで、53bp1 遺伝子をノ
ックアウトしたヒト細胞株を新たに作製し、
解析したところ、53bp1 欠損によりターゲテ
ィング効率が大幅に上昇することが実証さ
れた。Blm	 siRNA と同レベルの効果を示す
siRNA の発見は 53bp1 が初めてであるが、不
思議なことに両者の抑制による相乗効果は
認められなかった。戦略③に関しては、Lig4
遺伝子破壊株を用いて上記の siRNA の効果を
検討したが、強い相乗効果を見いだすことは
できなかった。しかしながら、Lig4 と Artemis
をともに欠損するとターゲティング効率が
僅かながら上昇することが明らかとなった。	 
	 本研究においてジーンターゲティングの
効率化に効果のあった遺伝子の Nalm-6 細胞
における発現レベルに際立った特徴は見い
だせていない。このため目的(1)の解明は今
後の課題となるが、今回見いだした因子と同
様のステップで働く因子の一つが Nalm-6 細
胞で全く発現していないことが明らかとな
ったため、現在この因子の発現ベクターの構
築を進めている。また、目的(3)の一部に関
しても今後の課題となるが、戦略③が確立さ
れれば即検討可能な状況にあるため、超高効
率ターゲティング技術の確立に向けた今後
の研究の発展が大いに期待できる。ただし、
近年脚光を浴びている人工ヌクレアーゼ（を
用いたゲノム改変）の問題点と同様に、DNA
損傷修復機構（ゲノムの安定性維持に必要不
可欠）の一過性の破綻がオフターゲット変異
を引き起こさないことが医療創薬応用に向
けての大前提であることを忘れてはならな
い。今後、この点に十分留意しながら研究を
進めていく必要があるだろう。	 
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