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研究成果の概要（和文）：本研究では、様々な癌、白血病、リンパ腫で見つかっている融合遺伝子を
CRISPR/Cas9システムにより人為的に生成し、その生成頻度を定量するアッセイを樹立することにより、融合遺
伝子の生成・生成抑制に関わる因子を同定することが目的であった。研究成果としてはまず、肺癌などでみられ
るEML4-ALK融合遺伝子の生成頻度をデジタルPCRで定量するアッセイの樹立に成功した。次にこのアッセイを用
いて、主要なDSB修復因子であるDNA-PKcsが融合遺伝子の生成に重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The goal of this study was to establish a quantitative assay for the 
frequency of cancer-related fusion gene generated by CRISPR/Cas9, and to identify factors affecting 
gene fusion frequency. Our achievement is (1) establishment of an assay that quantifies the 
frequency of lung cancer-related EML4-ALK fusion gene by digital PCR, and (2) identification of 
DNA-PKcs protein as an important factor for the gene fusion.

研究分野：放射線生物学

キーワード： 融合遺伝子　癌　CRISPR/Cas9

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 
転座や逆位などの染色体再構成によって生じ
た融合遺伝子は、様々な造血器腫瘍や固形腫
瘍で計 350 例以上見つかっており、全ての癌
のうち、約 20%の癌の原因になっていると推
計されている（Mitelman et al. Nat. Rev. Cancer 
2007）。癌で見つかる遺伝子融合の多くは、細
胞増殖に関与する遺伝子に起こっている。こ
れらの遺伝子から発現する蛋白質は、基本的
に増殖シグナルが伝達された時のみ活性化し
て細胞増殖を促進するが、遺伝子融合により
融合蛋白質になると恒常的に活性化し、細胞
の無秩序な増殖の一因となる。融合遺伝子は
染色体再構成、すなわち複数個の DNA二本鎖
切断（DSB）のつなぎかわりによってできる。
DSBを誘発する外的要因としては放射線やあ
る種の化学物質など、内的要因としては活性
酸素種などが挙げられる。申請者はこれまで、
放射線照射後の染色体転座の形成・形成抑制
のメカニズムについて研究を行ってきており、
ATM 蛋白質が p53 蛋白質および DNA-PKcs
蛋白質と協調して転座頻度を抑制しているこ
とを明らかにした（Yamauchi et al. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 2011）。また転座形成の
際には、2本の染色体上の DSB同士が動いて
近接する必要があるが、その過程を Ku80 蛋
白質が抑制し、53BP1 蛋白質が促進している
ことを明らかにした。今後は染色体レベルで
見える転座だけではなく、癌で見つかってい
る融合遺伝子の生成・生成抑制メカニズムを
解明したいと考えている。そのためには人為
的に融合遺伝子を生成させ、その頻度を定量
できるアッセイが必要となる。しかし放射線
はゲノム中にほぼランダムに DSB を生成す
るため、放射線を用いて再現性良く融合遺伝
子を生成させるアッセイを樹立することは極
めて困難である。再現性良く融合遺伝子を生
成させるためには、融合させたい遺伝子の特
定部位に DSB を導入する技術が必要となる。
最近、ゲノム中の任意の部位に DSBを導入す
ることが可能な ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9な
どの、いわゆる「ゲノム編集技術」が開発され
た。特に CRISPR/Cas9はその圧倒的な手軽さ
から急速に普及しつつある。そこで私はこの
CRISPR/Cas9 を用いれば、癌で見られる融合
遺伝子を生成させる実験系を樹立可能である
と考え、本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ゲノム編集技術の中でも最も簡
便な CRISPR/Cas9を用いて癌関連融合遺伝子
をヒト培養細胞に生成させ、その生成頻度を
簡便に定量するアッセイを樹立する。そして
このアッセイを用いて、癌関連融合遺伝子の
生成・生成抑制にかかわる分子を同定するこ
とを目的とする。 
 
 

３．研究の方法 
 
＜CRISPR/Cas9ベクターのデザインと構築＞ 
本研究では、CRISPR/Cas9 ベクターとして、
ガイド RNAと Cas9ヌクレアーゼの両方を同
時に発現するレンチウイルスベクター
lentiCRISPR v2を用いた（マサチューセッツ工
科大学の Feng Zhang 博士より譲受）。このベ
クターに、切断したい塩基配列を含む約 20塩
基対のオリゴ二本鎖 DNAを連結し、目的の部
位に DSB を導入可能な CRISPR/Cas9 ベクタ
ーを構築した。DSB を導入する DNA 配列を
決める際には、3’側に Cas9 切断配列である
PAM配列が存在し、かつ癌で見つかっている
遺伝子融合部位になるべく近いものを選択し
た。DSB導入部位を決めたら、その部位を含
む約 20 塩基のオリゴ一本鎖 DNA（センス鎖
およびアンチセンス鎖）を合成した。合成さ
れたセンス鎖およびアンチセンス鎖のオリゴ
一本鎖 DNAは、アニーリングして二本鎖にし
た後、制限酵素 BsmB Iで切断した lentiCRISPR 
v2ベクターに連結し、ベクターを完成させた。 
 
＜細胞培養およびベクターの導入＞ 
細胞はヒト肺がん細胞株 A549 を用い、
20%FBS を添加した α-MEM で培養した。ベ
クターの細胞への導入にはLipofectamine 3000 
(ThermoFisher Scientific)を用いた。 
 
＜ゲノム DNAの抽出＞ 
ベクター導入 24時間後にゲノム DNAの抽出
を行った。ゲノムDNAの抽出には、NucleoSpin 
Tissueキット（マッハライ・ナーゲル）を用い
た。抽出した DNAは Nanodropにて定量し、
TE bufferを加えて 400 ng/µlに調製した。 
 
＜融合遺伝子生成頻度の定量＞ 
融合遺伝子の定量は、融合部位をはさむプラ
イマーを用いたデジタル PCR により行った。 
デジタル PCRには QX200 Droplet Digital PCR 
system (Biorad)を用いた。200 ngのゲノム DNA
をプライマー、制限酵素 Hind III、2x QX200 
ddPCR EvaGreen Supermix (Biorad)、Nuclease-
free waterと混ぜ、Droplet Generatorでドロッ
プレットを生成させた。その後、ドロップレ
ットに PCRを行い、EvaGreen陽性（＝融合遺
伝子陽性）のドロップレットの数を Droplet 
Readerにて定量した。 
 
４．研究成果 
 
当初の計画では ETV6-NTRK3融合遺伝子およ
び RET-PTC1 融合遺伝子を生成する予定であ
ったが、複数の CRISPR/Cas9ベクターを構築
し、細胞に導入したものの、融合遺伝子生成
を確認できなかった。一方、肺癌や乳癌、大腸
癌で見つかっている EML4-ALK融合遺伝子を
生成させるため、EML4遺伝子および ALK遺
伝子を切断するCRISPRベクターを構築し、
ヒト肺癌細胞株 A549に導入したところ、 



再現性よく融合遺伝子を検出することができ
た（図1）。 

 
そこでEML4-ALK融合遺伝子生成系を用いて
「融合遺伝子生成頻度定量アッセイ」の樹立
を目指すこととした。 
本研究では、当初は融合遺伝子生成頻度の

定量にリアルタイムPCRを用いる予定であっ
たが、デジタルPCRへ変更することとした。
理由は、デジタルPCRは絶対定量法であるた
め、リアルタイムPCRのように検量線作成の
ための希釈系列を作る必要がなく、用意する
サンプル数を大幅に削減でき、しかも操作が
非常に簡便で、短時間に定量できるためであ
る。EML4遺伝子およびALK遺伝子を切断す
るCRISPRベクターをA549細胞に導入し、24
時間後にゲノムDNAを抽出し、用いるゲノム
DNA量を変えてデジタルPCRを行ったとこ
ろ、融合遺伝子生成量はゲノムDNA量に比例
して増加するという結果が得られた（図2）。
以上の結果から、CRISPR/Cas9システムによ
るEML4-ALK融合遺伝子の生成頻度の定量は
デジタルPCRで行うこととした。 
樹立した融合遺伝子生成頻度の定量アッセ
イを用いて、融合遺伝子の生成・生成抑制に
かかわる因子の探索を行った。主要な DNA修
復因子である、DNA-PKcs, Ligase IV, あるいは
PARP1に対する阻害剤を細胞に処理したとこ
ろ、DNA-PKcs の阻害剤を処理した細胞での
み、EML4-ALK 融合遺伝子の生成量がコント
ロールと比べ有意に減少することがわかった
（図 3）。この結果は DNA-PKcsが EML4-ALK
融合遺伝子の生成において重要な役割を担っ
ていることを示唆している。 
 
 
 
 

 
DNA-PKcsはDSB修復経路のひとつ、Classical 
non-homologous end joining (c-NHEJ)の主要な
因子であるため、c-NHEJおよび最近見つかっ
た c-NHEJ のサブ経路にかかわる因子群を中
心に現在 RNAi スクリーニングを実施中であ
る。 
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図 1 EML4-ALK融合遺伝子

の検出 
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図 2 PCRに用いるゲノム DNAの量と EvaGreen陽性

（＝融合遺伝子陽性）ドロップレットの頻度の関係。 
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図 3 DNA-PKcs, Ligase IV, PARP1に対する阻害剤を

処理した細胞における EML4-ALK融合遺伝子生成頻度 
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