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研究成果の概要（和文）：アクチベーターとして、配列依存的DNA結合蛋白質（酵母GAL4の配列依存的DNA結合ドメイン
）とマウスのヒストンアセチル基転移酵素（HAT）の融合蛋白質の遺伝子を作製し、また、GAL4の配列依存的DNA結合ド
メインが結合する配列をレポーター遺伝子（ルシフェラーゼ遺伝子）とGAL4-HAT遺伝子の上流と下流に導入した。Hepa
1-6細胞にアクチベーター遺伝子と共導入した結果、レポーター遺伝子の発現が有意に上昇することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Histone acetylation is associated with activation of genes on chromosomes. 
Transgene expression from plasmid DNA might be increased when histone bound to plasmid DNA is acetylated. 
We employed the positive feedback system using a fusion protein of the sequence-specific DNA binding 
domain of yeast GAL4 and the histone acetyltransferase (HAT) domain of mouse CREB-binding protein 
(GAL4-HAT), in which GAL4-HAT promotes its own expression as well as that of a reporter gene product 
(luciferase), to examine the hypothesis. The activator plasmid DNA carrying the gene for GAL4-HAT was 
introduced into mouse Hepa1-6 cells together with the reporter plasmid DNA by lipofection. Significantly 
increased luciferase expression was observed by the co-introduction of the activator plasmid DNA. 
Moreover, acetylation of histone bound to the reporter plasmid DNA was enriched by the activator plasmid 
DNA. These results indicated that the GAL4-HAT is useful for enhanced transgene expression.

研究分野： 遺伝子治療学

キーワード： 遺伝子治療　プラスミドDNA
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１．研究開始当初の背景 
  ウィルスを用いない外来核酸導入（非ウィ
ルスベクター）はその安全性から遺伝子治療
やバイオテクノロジー分野において期待が
寄せられているが、非ウィルスベクターによ
る外来遺伝子の発現は弱くかつ一過性であ
る。弱い発現は当然の問題点であるのに加え
て、一過性発現も、それを克服しない限り患
者は頻繁に外来 DNA の投与を受けることにな
るため、遺伝子治療の実用化の大きな障害と
なっている。研究代表者や他の研究グループ
による外来 DNA の細胞内動態・核内動態の追
跡の結果、弱く一過的な発現の原因は DNA 量
の問題以外に外来 DNA 1 分子当たりの発現効
率が低く、かつ、経時的に著しく減少してい
くことであることが明らかにされた。また、
外来遺伝子発現の鍵は外来 DNA と核内蛋白質
との相互作用にあることが強く示唆された。 
  遺伝子治療としては、上記の外来遺伝子発
現法の他に、ゲノム（染色体）DNA 上の変異
配列を正常配列に戻す遺伝子修復法がある。
この方法はゲノム編集技術に含まれる。現在
のゲノム編集技術は、CRISPR-Cas9 等の人工
ヌクレアーゼによる染色体 DNA の切断後に、
非相同末端結合による誤った連結が終止コ
ドンを生じさせて標的遺伝子がノックアウ
トされることに基づくが、人工ヌクレアーゼ
とともに供与体核酸を導入すると、切断部位
に供与体核酸が挿入され、原理的には任意の
配列に置換することができるとされる。研究
代表者は数百塩基の一本鎖 DNA にオリゴ核酸
をアニーリングさせた tailed duplex を考案
し、人工ヌクレアーゼによる切断なしで in 
vivo で遺伝子修復が可能であることを示し
ているが、実用化のためにはその効率の上昇
が必要である。 
 
２．研究の目的 
  以上のことから、核内蛋白質との相互作用
を制御することにより、外来遺伝子の核内動
態を制御して効率的かつ持続的な外来遺伝
子発現を達成するとの発想を得、様々な検討
を行うこととした。導入したプラスミド DNA
にはヒストン蛋白質が結合する。染色体 DNA
の場合、ヒストンの高アセチル化領域は高発
現領域と重複していることが知られている。
そこで、プラスミド DNA に結合するヒストン
を特異的にアセチル化するシステムを検討
した。また、アセチル化ヒストンとの共導入
を検討した。さらに、ヒストンとの結合は発
現を抑制することから、ヒストンとの結合を
防ぐ（ヌクレオソーム形成を抑制する）配列
をプロモーター領域に導入した。さらに、発
現持続型プラスミドである CpG-free プラス
ミドの持続化において CpG-free 骨格自体が
持続化因子である可能性（研究代表者が報告
した）を念頭に、様々なプロモーターを有す
るプラスミドを作製し検討した。 
  また、遺伝子修復効率の上昇を指向して、
基礎的データを得るために tailed duplex 上

の第二のミスマッチの影響を調べた。また、
tailed duplex による遺伝子修復の中間体の
安定化を試みた。さらに、標的 DNA の切断が
tailed duplex による遺伝子修復に与える影
響を調べた。 
 
３．研究の方法 
(1) アセチル基転移酵素を利用したヒスト
ン修飾制御 
  Activator として、酵母 GAL4 の配列依存的
DNA 結合ドメインとマウスのヒストンアセチ
ル基転移酵素（HAT）の融合蛋白質（GAL4-HAT）
の遺伝子を含むプラスミド DNA を作製した。
このプラスミド DNA の GAL4-HAT 発現カセッ
トの上流と下流には、GAL4 の配列依存的 DNA
結合ドメインが結合する配列（G5）を導入し
た。この GAL4-HAT プラスミドをルシフェー
ゼ遺伝子と発現カセットの上流と下流に G5
配列とを含むプラスミドとともに、マウス
Hepa1-6 細胞にリポフェクション法により導
入した。また、GAL4-HAT とルシフェーゼの両
発現カセットを含むプラスミド DNA を構築し、
同様に Hepa1-6 細胞に導入した。48 時間後に
蛋白質を抽出し、ルシフェラーゼ活性を測定
した。また、抗アセチル化ヒストン H3 抗体
を用いるクロマチン免疫沈降（ChIP）により、
プラスミド DNA に結合するヒストン H3 のア
セチル化程度を調べた。 
(2) アセチル化ヒストンとの共導入 
  トリコスタチン A 処理したマウス Hepa1-6
細胞よりヒストンを抽出し、アセチル化修飾
ヒストンを得た。プラスミド DNA とアセチル
化修飾ヒストンを NAP-1 や ACF complex を用
いる酵素反応により複合体（ヌクレオソー
ム）とし、ハイドロダイナミクス法を用いて
マウスに導入した。48 時間後に蛋白質を抽出
し、ルシフェラーゼ活性を測定した。 
(3) ヒストン低親和性配列によるヌクレオ
ソーム形成阻害 
  T22 配列をプロモーターと転写開始点との
間に導入したプラスミド DNA を構築した。ま
た、プロモーター上流にT22配列を導入した。
マウス Hepa1-6 細胞にリポフェクション法に
より導入し、48 時間後に蛋白質を抽出し、ル
シフェラーゼ活性を測定した。 
(4) CpG-free骨格プラスミドによる発現持続 
  CpG-free 骨格を有するプラスミド（EF1α
プロモーターを有する）をべースとして、CMV
プロモーターやアルブミンプロモーターを
有するプラスミド DNA を構築した。外来遺伝
子としては SEAP 遺伝子を用いた。ハイドロ
ダイナミクス法を用いてマウスに導入し、経
時的に血清中のアルカリ性ホスファターゼ
活性を測定した。 
(5) 遺伝子修復（配列変換）システムの開発 
  標的部位から離れた位置に第二のミスマ
ッチを有する様々なプラスミド DNA を構築し、
標的 DNA とした。標的 DNA と tailed duplex
をヒト HeLa 細胞にリポフェクション法によ
り共導入した。48 時間後に DNA を回収し、遺



 

 

伝子修復効率を測定した。 
 

 
４．研究成果 
(1) アセチル基転移酵素を利用したヒスト
ン修飾制御 
  Activator として、配列依存的 DNA 結合蛋
白質（酵母 GAL4 の配列依存的 DNA 結合ドメ
イン）とマウスのヒストンアセチル基転移酵
素（ヒストンアセチルトランスフェラーゼ
（HAT））の融合蛋白質の遺伝子を作製し、ま
た、GAL4 の配列依存的 DNA 結合ドメインが結
合する配列を reporter 遺伝子と GAL4-HAT 遺
伝子の上流と下流に導入した（上図）。その
結果、activator（GAL4-HAT）と共導入した
場合に、reporter 遺伝子（ルシフェラーゼ遺
伝子）の発現が有意に上昇することを見出し
た。また、この効果はヒストン脱アセチル化
酵素阻害薬（ヒストンのアセチル化を
genome-wide に促進する）トリコスタチン A
によりマスクされることを観察した。さらに、
クロマチン免疫沈降（ChIP）法により、ルシ
フェラーゼ遺伝子周辺に結合しているヒス
トン蛋白質のアセチル化状態を調べたとこ
ろ、GAL4-HAT 遺伝子と共導入した場合に、ヒ
ストン蛋白質のアセチル化が亢進している
ことを確認した。従って、共導入による発現
上昇の分子機構は、予想と同じくプラスミド
DNA に結合するヒストンの特異的アセチル化
である可能性が支持された。一方、activator
遺伝子と reporter 遺伝子の両者を搭載した
プラスミド DNA を作製し、さらなる活性化を
図ったが、予想に反して発現上昇効果が薄い
ことが明らかとなった。この原因は、
GAL4-HAT 遺伝子の発現が弱いためと推測さ
れた。 
(2) アセチル化ヒストンとの共導入 
  トリコスタチン A 処理したマウス Hepa1-6
細胞よりヒストンを抽出して得たアセチル
化修飾ヒストンと NAP-1 や ACF complex を用
いる酵素反応によりプラスミド DNA をアセチ
ル化修飾ヌクレオソームとした。マウスに導
入したところ、reporter 遺伝子（ルシフェラ
ーゼ遺伝子）の発現が上昇した。これは、活
性化ヒストンとの共導入が有用な手段とな
ることを示す。 
(3) ヒストン低親和性配列によるヌクレオ
ソーム形成阻害 
  ヒストンとの結合を防ぐ（ヌクレオソーム
形成を抑制する）T22配列をプロモーター下流

（プロモーターと転写開始点との間）に導入
した。その結果、予想とは異なり、外来遺伝
子発現が低下した。また、プロモーター上流
に T22 配列を導入したが、発現に影響は無か
った。 
(4) CpG-free骨格プラスミドによる発現持続 
  発現持続型プラスミドである CpG-free プ
ラスミドの持続化において、CpG-free 骨格自
体が持続化因子である可能性を念頭に、同骨
格を有する様々なプラスミドを構築した。こ
の仮説によるとプロモーター非依存的に持
続性が得られるはずであったが、必ずしもこ
の仮説を支持する結果が得られなかった。 
(5) 遺伝子修復（配列変換）システムの開発 
  研究代表者が開発した遺伝子修復素子
（tailed duplex）による遺伝子修復（配列
変換）法においては、標的部位にミスマッチ
が存在する。この方法は、細胞内の相同組換
え機構に依存して遺伝子修復が生じると考
えられるため、標的部位以外の第二のミスマ
ッチが存在すると遺伝子修復効率が低下す
ると予想された。そこで、標的部位以外のミ
スマッチの影響を調べた結果、予想に反して
第二のミスマッチは遺伝子修復効率に対し
正に作用することを見出した。様々な組合せ
を用いて調べた結果、tailed duplex に 1 塩
基挿入がある場合が、他の場合（1 塩基欠失
や 1 塩基置換がある場合）よりも遺伝子修復
効率を上昇させることを明らかにした。しか
し、第二のミスマッチの位置に関しては、有
力な情報は得られなかった。 
  また、tailed duplex による遺伝子修復の
過程には、D-loop 構造が含まれていると推定
されるため、D-loop 構造を安定化するオリゴ
ヌクレオチドと tailed duplex を共導入した
ところ、遺伝子修復効率を上昇する傾向が観
察された。 
  さらに、標的 DNA の切断が tailed duplex
による遺伝子修復に与える影響を調べたと
ころ、標的 DNA を切断すると遺伝子修復効率
が約 1 桁向上することを明らかにした。 
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