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研究成果の概要（和文）：本研究では、代表的な遺伝性肝疾患であるヘモクロマトーシス、ポルフィリン症、糖
原病、アミノ酸代謝異常症、尿素サイクル代謝異常症、体質性黄疸、線維性嚢胞性肝疾患、ウィルソン病の原因
遺伝子をノックアウトまたは変異を起こさせるようなCRISPR-Cas9システムのバキュロウイルスベクターのドナ
ーコンストラクトを2種類作製した。作製したコンストラクトをHEK293細胞に導入し、得られたバキュロウイル
スをHepG2細胞、Huh7細胞に感染させると著しく細胞増殖を阻害したためベクターを改良することとした。改良
したベクターを用いて目的の変異が導入されたかどうかゲノムの配列を確認中である。

研究成果の概要（英文）：In this study, I established two type of CRISPR-Cas9 systems using 
vaculovirus vectors that work to knock out or mutate causative genes of hemochromatosis, porphyria, 
glycogenosis, amino acid metabolism abnormality, urea cycle disorder, constitutional jaundice, 
fibrotic cystic liver disease and Wilson’s disease. I transfected theses constructs into HEK293 
cells and harvested vaculoviruses. However, when I inoculated HuH7 cells and HepG2 cells with the 
vaculoviruses, the cell growths’ were seriously inhibited. From these results, I decided to improve
 vaculovirus vectors. Now I confirming whether the targeted genome editing was occurred using the 
improved CRISPR-Cas9 systems. Further experiments are necessary. I will establish in vitro 
hereditary liver diseases models using human primary hepatocytes derived from human hepatocytes 
transplanted chimeric mice and in vivo models using human hepatocytes transplanted chimeric mice 
with these CRISPR-Cas9 systems.

研究分野： 消化器病
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１．研究開始当初の背景 
肝臓は体内最大の臓器であり、代謝、排出、

解毒、体液の恒常性など多機能である。我が
国における肝疾患は慢性肝炎、肝硬変、肝臓
癌が主なものであり、治療法などの研究開発
がすすんでいる。しかしながら比較的患者数
は少ないが難病とされるヘモクロマトーシ
ス、ポルフィリン症、糖原病、アミノ酸代謝
異常症、尿素サイクル代謝異常症、体質性黄
疸、線維性嚢胞性肝疾患、ウィルソン病など
遺伝子異常によって引き起こされる疾患に
ついてはほとんど研究されていない。 
 
２．研究の目的 
 私はこれまで B 型肝炎ウイルス、C 型肝炎
ウイルスの研究を通してヒトの肝細胞内で
ウイルス感染によって起こる変化を動物で
再現し、分子生物学的手法や次世代シーケン
サーなど最新のツールを用いて実施してき
た。その成果は豊富であり、その解析技術や
創造性は世界的にも高く評価されている。そ
こで、今回これまでウイルス性肝炎に関する
研究の知識と経験を活かし、ヒト肝細胞キメ
ラマウスに CRISPR-Cas9 システムをウイル
スベクターに導入し肝細胞内のゲノム編集
を行うことでさまざまな遺伝子異常によっ
て引き起こされる疾患のモデルを作製し、病
態の研究と新規治療薬のシーズを探索する
ことを目的として研究を行うこととした。 
３．研究の方法 
 代表的な遺伝性肝疾患であるヘモクロマ
トーシス、ポルフィリン症、糖原病、アミノ
酸代謝異常症、尿素サイクル代謝異常症、体
質性黄疸、線維性嚢胞性肝疾患、ウィルソン
病の原因遺伝子をノックアウトまたは変異
を起こさせるようなCRISPR-Cas9システムの
バキュロウイルスベクターのコンストラク
トを作製する。ヒト肝細胞キメラマウスに対
して作製したバキュロウイルスベクターを
導入し、各種肝疾患モデルを作製する。疾患
モデルの確認はキメラマウスの標的遺伝子
のmRNAの配列を解析することで行う。次に、
得られた疾患モデルを用いて各種代謝反応
の解析を行い、疾患発症機構を解明する。そ
れら疾患モデルを用いて各疾患に対する標
的分子や、治療薬の候補となるような低分子
化合物のスクリーニングを行う。さらに、標
的分子または低分子化合物の各疾患に対す
る作用機序の解析を行う。 
４．研究成果 
 本研究では、代表的な遺伝性肝疾患である
ヘモクロマトーシス、ポルフィリン症、糖原
病、アミノ酸代謝異常症、尿素サイクル代謝
異常症、体質性黄疸、線維性嚢胞性肝疾患、
ウィルソン病の原因遺伝子をノックアウト
または変異を起こさせるような CRISPR-Cas9
システムのバキュロウイルスベクターのド
ナーコンストラクトを 2種類作製した。作製
したコンストラクトをHEK293細胞に導入し、
得られたバキュロウイルスを HepG2 細胞、

Huh7 細胞に感染させると著しく細胞増殖を
阻害したためベクターを改良することとし
た。改良したベクターを用いて同様にバキュ
ロウイルスを作製し HepG2 細胞、Huh7 細胞に
感染させ、目的の変異が導入されたかどうか
ゲノムの配列を確認中である。今後、改良ベ
クターを用いてヒト肝細胞キメラマウスか
ら分離した培養肝細胞にバキュロウイルス
を感染させ、正常ヒト肝細胞での遺伝性肝疾
患モデルや、そのヒト肝細胞を移植した in 
vivo の遺伝性肝疾患ヒト肝細胞キメラマウ
スを作製する予定である。各遺伝疾患に適合
する変異が得られればヒトの肝細胞内での
生命現象を正確に再現できるモデルが作製
されていると考えられる。また、uPA-Scid マ
ウスを背景とするためマウスの血球細胞自
体も少なく、ヒトの血球細胞も存在しないた
め純粋にヒト肝細胞内の反応を解析できる。
従って、本研究のヒトの遺伝性肝疾患を正確
に再現した実験系で見出される新規治療薬
の候補分子は信頼性、実用性、有効性が極め
て高い。 
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