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研究成果の概要（和文）：本研究では、複数の遺伝子導入用ベクターを同一の遺伝子受容部位へ同時に導入する手法Si
multaneous/sequential Integration of Multivector system (SIM system)を開発した。本手法により、最大３つのプ
ラスミドベクターを同時にヒト人工染色体(HAC)の遺伝子受容部位へ導入することが可能となった。この方法を用いる
ことにより細胞のリプログラミングや分化段階の解析などに必要な複数の遺伝子を効率的に HACに導入し利用すること
が可能となった。

研究成果の概要（英文）：To enable highly efficient loading of multiple gene expression units to the human 
artificial chromosome (HAC), I developed Simultaneous/sequential Integration of Multivector system (SIM 
system). This system allows for simultaneous integration of maximum three gene-loading vectors carrying 
genes of interest by co-transfecting recombinase/integrase expression vectors. This system is useful to 
construct the HACs for cell reprogramming and monitoring of cell differentiation.

研究分野：染色体工学
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１．研究開始当初の背景 
ダイレクトリプログラミング法は体細胞に

様々な組み合わせの遺伝子を過剰発現させ

ることで様々な細胞種に直接分化転換させ

る手法であり、再生医療などへの応用が期待

されている。しかし、ダイレクトリプログラ

ミングを最適化するシステムの開発は遅れ

ており、均質/高機能な分化転換細胞を再現

性よく誘導する手法は確立されていない。 

 
２．研究の目的 
ヒト人工染色体(HAC)は搭載する遺伝子サイ

ズに制限がなく、再現性良く安定に導入遺伝

子を発現させることが可能であり、また任意

に除去することも可能であることから、細胞

のリプログラミングのように多数の遺伝子

の導入や導入遺伝子群の除去が必要な研究

で非常に有効である。しかし、汎用される HAC

には遺伝子導入部位が一カ所しかないため、

多数の遺伝子をHACに搭載するには導入遺伝

子全てを組み込んだ巨大な遺伝子導入用ベ

クターを構築する必要があった。このため

HAC に多数の遺伝子を搭載することは技術的

な難易度が高く、多くの時間と労力が必要で

あった。そこで本研究では均質で高機能なダ

イレクトリプログラミング細胞を誘導する

方法を確立するため、HAC に多数の遺伝子を

迅速に搭載するシステムの開発を行った。 

 
３．研究の方法 
複数ベクター同時導入法を開発するため、

Creリコンビナーゼ及びφC31, Bxb1インテ

グラーゼの認識配列を組み合わせた遺伝子

導入用ベクター群の構築を行った。（図１参

照）また、複数ベクター同時導入が実際に可

能であるか検証するため、蛍光タンパク質で

ある EGFP, Venus, TdTomato の発現ユニット

を遺伝子導入用ベクターに挿入したベクタ

ーを作製した。HACを保持する HPRT欠損

CHO 細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入 に は

Lipofectamine LTX (Life Technologies)を利

用した。 

 

４．研究成果 

多数の遺伝子を効率的に HAC に導入するた

め、複数の遺伝子導入用ベクターを同一の遺

伝子受容部位へ同時に導入する手法

Simultaneous/sequential Integration of 

Multivector system (SIM system)を開発し

た。（図１参照）本手法では、Cre リコンビナ

ーゼやφC31, Bxb1 インテグラーゼなどの組

換え酵素を発現するベクターと、これらリコ

ンビナーゼ/インテグラーゼの認識配列など

から成る遺伝子導入カセットを持つ遺伝子

導入用ベクターをHAC保持細胞に共導入する

ことで、最大３つのベクターを同時に HAC の

遺伝子受容部位へ導入することが可能であ

る。 

 

本法の有効性を確認するため EGFP, Venus, 

TdTomato の３色の蛍光タンパク質発現ユニ

ットを遺伝子導入用ベクターに各々組み込

み、リコンビナーゼ/インテグラーゼ発現ベ

クターと共に HACを保持する CHO細胞に導入

した。その結果、３色の蛍光を発する細胞ク

ローンが得られ、PCR 法および FISH 法によっ

て３種類の蛍光タンパク質発現ベクターが



HAC 上に組換え導入されていることが確認さ

れた。またこの HAC を NIH3T3 細胞に導入す

ることで3色の蛍光を発するクローンが得ら

れたことから、本手法を用いて構築した HAC

は他の細胞へ移入させることが可能で様々

な解析に利用できることが証明された。また

遺伝子導入カセットを変更することで、遺伝

子導入用ベクターを１つずつ連続にHACへ搭

載することも可能であった。さらに FLP リコ

ンビナーゼの認識配列である FRT を loxP 配

列の後ろに配置することで、同時導入法によ

り３つの遺伝子導入用ベクターの搭載を行

った後、FLP リコンビナーゼを用いてさらに

遺伝子導入を続けることが可能であり、４つ

以上の遺伝子導入用ベクターを迅速にHACへ

搭載することができることを示した。

(Suzuki, T. et al., PLoS One (2014)) 

                                                                          

次に実際に本手法を用いて、線維芽細胞から

iHep を誘導するのに必要な Foxa3, Hnf4αと、

肝細胞への分化を可視化するために必要な

アルブミンプロモーターによって発現制御

される EGFP 発現ユニットを搭載した HAC を

作製した。構築した HAC は CHO 細胞において

iHep 誘導遺伝子の発現を示すことがウェス

タンブロッティング法により確認された。現

在までに最大 3 コピーの iHep 誘導遺伝子群

を搭載したHACを構築することに成功したが、

これまでのところこれらの HAC では iHep の

誘導は確認されなかった。このことから iHep

誘導遺伝子群の発現量は3コピーでは十分で

ない可能性が考えられる。しかし iHep 誘導

遺伝子群を高いレベルで恒常的に発現する

HAC をクローニングすることは細胞毒性など

の問題により困難である可能性も考えられ

る。そこで今後は iHep 誘導因子をドキシサ

イクリン依存的に発現させるシステムに変

更して iHep 誘導因子のコピー数の検討を行

うと共に、その他の肝発生関連遺伝子群の追

加導入についても検討を行い、iHep 誘導可能

な HAC を完成させたい。また、HAC の利用に

おける大きな課題の一つである標的細胞へ

の人工染色体導入効率についても改良法の

開発を進めており、これらの技術を組み合わ

せて均質で高機能な iHep を高効率に誘導で

きる方法を確立させる予定である。 

                                                             

最近の研究では８種類のリプログラミング

遺伝子を薬剤誘導性に発現させることで造

血幹細胞を誘導することも可能であること

が報告されており、肝細胞様細胞以外にも

様々な細胞が複数の誘導遺伝子を組み合わ

せることで作製できることが示されている。

しかしウィルスベクターなど一般的なベク

ター系では、多数の導入遺伝子を適切なレベ

ルで発現させ、再現性良く均質なリプログラ

ミング細胞を調製することは困難であると

考えられる。一方で複数ベクター同時導入法

を用いれば多くの誘導遺伝子群全てを搭載

したHACを容易に構築することが可能であり、

これを用いれば全ての導入遺伝子を再現性

良く一定のレベルで発現させて均質で高機

能なリプログラミング細胞を誘導すること

ができるようになると考えられる。また細胞

をリプログラミングした後、HAC を除去すれ

ば外来性遺伝子を全て排除することも出来

ることから、本手法は再生医療用リプログラ

ミング細胞の誘導など様々な研究に利用さ

れると期待される。 
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