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研究成果の概要（和文）：本研究の最終目標は、ニワトリBリンパ細胞株（DT40）特異的な相同DNA組換え因子を見つけ
、標的組換え効率を、現在の手法より1,000倍上昇させることである。CRISPR/Cas9が開発されたが、初代培養細胞やヒ
トES（iPS）細胞では、CRISPR/Cas9を使ってもゲノム編集（例、特定の点変異のノックイン）は非常に困難である。我
々は、目標達成のために、相同組換え因子をDT40から精製する手法を確立した。

研究成果の概要（英文）：The CRISPR/Cas9 system, an artificial restriction enzyme, dramatically increases 
the efficiency of genetic manipulation, such as knock-in of designed point mutations, in human cell 
lines. However, genetic manipulation in primary cells is still a formidable challenge, because the 
efficiency of homologous recombination (HR) between genomic DNA and transfected DNA is still very low 
despite the usage of the CRISPR/Cas9 system. This study is to further increase the efficiency of genetic 
manipulation. To this end, I have explored molecular mechanisms underlying the extremely efficient HR of 
a chicken B cell line, DT40. HR is a very complex biochemical reaction, which is carried out by more than 
50 proteins including many unidentified proteins. Having a support of Grant-in-Aid for Challenging 
Exploratory Research, we have established methods of biochemically purifying proteins involved in HR. In 
future, I will purify proteins involved in HR from DT40 (wild-type and HR deficient cell lines).

研究分野： 分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

ゲノム編集は初代培養細胞では非常に困難 

ゲノム編集は、導入した外来 DNA（ノック
インする変異が挿入されている）とゲノム
DNA との間の相同組換えによって起こる。
動物細胞の中でゲノム編集を効率よくでき
るのは、マウス ES 細胞であり、ヒト ES 細
胞や iPS 細胞、植物細胞では標的組換えを事
実上期待できない。そしてマウス ES 細胞を
使っても、相同組換えによる外来 DNA の組
込み（＝標的組換え）／相同組換え以外の機
構による外来 DNA の組込み（＝ランダムイ
ンテグレーション）の比率は 1／1,000 程度
にすぎない。 

 標的組換えを上昇させる手法として、人工
制限酵素（Zinc Finger Nucleases: ZFN、
TALEN）が数年前から開発された。人工制
限酵素によって遺伝子改変したい遺伝子座
に２重鎖切断を導入すると、標的組換え効率
を約 3 桁上昇させる。ZNF や TALEN は、作
製に大変コストがかかったが、2 年前から
CRISP/Cas9 と呼ばれる人工制限酵素が開発
され、ほとんどコストをかけず人工制限酵素
を創ることができるようになった。 

 人工制限酵素を使ったゲノム編集の問題
点は、ゲノム編集が一部の細胞株でしかでき
ず初代培養細胞には応用できないことであ
る。ゼブラフィッシュ受精卵では、正確に点
変異をノックインすることが今のところで
きない（予想外の変異も入る）。以上の問題
点は、相同組換え効率をもっと上げてやれば
克服できる。 

 

相同組換えの分子機構の解析 

相同組換えは、数段階を経て完了する複雑な
生化学反応であり、２重鎖切断等を修復する。
少なくとも 50 種類以上の分子が関与し、各
分子種が数百ずつ集合して 1 つの組換え反応
を完了する（図 1）。相同組換え因子は、酵母
の順遺伝学的スクリーニングによって 1990

年代から同定され始め（Shinohara A. et al., 

Cell 1992）、酵母の相同組換え機構はヒトで
も 保 存 さ れ て い る こ と が 示 さ れ た
（Shinohara A. et al., Nature Gene 1993）。
現在でも毎年複数種類の組換え因子が新規
に同定されている。その中には、我々が解析
した DNA 合成酵素（Polη）やユビキチン化
酵素（UBC13）が含まれる（Kawamoto T. et 

al., Mol Cell 2005; Zhao GY. et al., Mol Cell 
2007）。相同組換え因子を一網打尽に精製す
る手法はない。 

 

２．研究の目的 

 

相同組換えは、すべての細胞が共有するDNA

修復機構である。私は、ニワトリ B リンパ細
胞株（例、DT40）の標的組換え効率がニワ
トリの B リンパ細胞以外のいかなる細胞株

株（例、ニワトリ T リンパ細胞株）やマウス・
ヒト細胞よりも 3 桁以上高いことを見出した
（ Buerstedde, J-M. & Takeda, S. Cell, 
1991）。我々は、DT40 細胞が人工制限酵素
を使った標的組換えも非常に高い効率で起
こることを確認済みである（Kikuchi, K. et 

al., JBC. 2009） 

 本研究の最終目標は、ニワトリ B リンパ細
胞特異的な相同 DNA 組換え因子を見つけ、
高等真核細胞で標的組換え効率を、現在の手
法より 1,000 倍上昇させる実用的手法を開発
することである。目的の相同 DNA 組換え因
子を同定する為に、相同 DNA 組換え因子を
精製する手法を開発する。精製条件を最適化
する為に、精製度合いを質量分析で検定する。
精製→ 質量分析→ 精製→ 質量分析を繰返
して最適化された精製条件で、 SILAC 

(Stable Isotope Labeling with Amino acids 
in Cell culture) によるプロテオーム解析
をする。 

 質量分析による解析の精度を上げるため
に、本研究助成が始まる 2012 年以前に、DT40
細胞のトランスクリプトームを調べた。そし
て DT40 細胞において SILAC をタンパク質量
分析に応用する実験手法を確立した。 

 

３．研究の方法 

 
本研究は、ニワトリ B リンパ細胞特異的な相
同 DNA組換え因子を見つけるという最終目標
を達成する為に、相同 DNA 組換え因子を精製
する手法を開発することにある。精製は、以
下の 3 種類の手法：(1-1)-(1-3)を実施する
（図２ 第 1 ステップ）。十分な精製ができ
るようになれば (2)のステップ（図２ 第２
ステップ）に進む： 
(1-1) 相同組換え因子、BRCA1 と複合体を作

る分子を精製する方法を最適化 
(1-2) 相同組換え因子、Mre11 と複合体を作

る分子を精製する方法を最適化 
(1-3) 複製フォークに集合するタンパクの解

析方法（iPOND）を最適化 
(2) この 3 種類の方法で精製される相同 DNA
組換えタンパク群を、相同 DNA 組換えを誘導
する DNA 損傷剤（PARP 阻害剤）に曝露する
前後で SILAC を使って比較する。同様に、相
同 DNA 組換えタンパク群を、標的組換え効率
の高い細胞（野生型 DT40）と低い細胞（ニワ
トリ T リンパ細胞株、ヒト B リンパ細胞株、
CtIP 欠損 DT40 細胞（相同 DNA 組換えを開始

 



できないミュータント））の間で比較する。
発見したいニワトリ Bリンパ細胞特異的な相
同 DNA 組換え因子は、DNA 損傷剤（PARP 阻害
剤）に曝露された野生型 DT40 において最も
多く精製されるはずである（図２ 第３ステ
ップ）。 
 精製相同 DNA組換えタンパク群の質量分析
データと様々な細胞でのトランスクリプト
ームやプロテオームを情報学的手法にて解
析する（図２ 第３ステップ）。もしニワト
リ Bリンパ細胞特異的な相同 DNA組換え因子
の候補を 50 までに絞れれば、それらを siRNA
で１つずつ DT40 細胞においてノックダウン
することにより、各候補分子が相同 DNA 組換
えに機能するか否かを解析する（図２ 第４
ステップ）。ノックダウンのために、siRNA を
100%の効率で DT40 に導入する手法は確立済
みである。もし、候補分子が相同 DNA 組換え
に関与する新規因子であれば、それをニワト
リ T リンパ細胞株やヒト細胞で発現する。そ
して標的組換え効率を大きく上昇できるか
否かを調べる（図２ 第５ステップ）。大き
く上昇できれば、特許を申請する。 
 

４．研究成果 
 
先にも述べたように、相同組換え因子を一網
打尽に精製する手法はない。精製には、(i)
既知の相同組換え因子と結合、(ii)相同組換
えを誘導する条件で複製フォーク近くに存
在、の 2 つの原理で可能である。 
 
(1-1) 相同組換え因子、BRCA1 と複合体を作

る分子を精製する方法を最適化 
 
BRCA1 は、家族性乳がん・卵巣がんの抑制遺
伝子によってコードされる、重要な相同組換
え因子である。その重要性故に、過去に膨大
な研究の蓄積がある。BRCA1 は、それ自身は
組換え活性を持たずシャペロンとして機能
する。BRCA1 が結合する分子が網羅的に解析
されている（図３）。BRCA1は BRCA2 と呼ばれ
る相同組換え因子と結合して機能すること
が推定されていた。 
 我々は、結合に必要な領域のみを BRCA2 遺
伝 子 か ら 欠 失 さ せ る こ と に よ り 、
BRCA1-BRCA2 結合が無くても相同組換えが
かなり効率よく起こることを見出した。そし
て効率よく起こる理由は、BRCA2 タンパクの
別の領域が BRCA1-BRCA2 結合の欠損を相補
しているからであることを解明した。実際、
その別の領域と BRCA1-BRCA2 結合は相乗的
に機能し、両方を欠損させると、BRCA1 と
BRCA2 が全く機能しなくなることを明らかに
した（主な発表論文：3）。 

 我々は、図３で実施された実験結果が DT40
細胞で再現できるか否かを解析した。もし再
現できれば、我々が採用した精製手法は良い
と結論できる。精製のために、３×FLAG タグ
を BRCA1 遺伝子の N 末端に DT40 細胞におい
てノックインした。N 末端にノックインして
も、BRCA1 の機能を損ねないことも確認した。
FLAG 認識抗体などで精製したタンパクを質
量分析にかけたところ、既知の BRCA1 結合因
子は全部精製されていたことが解った。 
 ３×FLAGタグを BRCA1遺伝子の N末端にノ
ックインすることをヒト B 細胞株（TK6）で
も実施した。FLAG 認識抗体などで精製したタ

 

図２ 本研究の全体構想 

第１ステップでは相同組換え因子の精製法を樹

立する。精製の原理は、相同組換え既知因子との

結合である。第２ステップでは精製を様々な細胞

で行う。そして様々な細胞で精製されたタンパク

群を比べる。目的のタンパクは、DNA損傷剤（PARP 

阻害剤）に曝露された野生型 DT40 において最も

多く精製されるはずである。第３ステップで情報

学的手法で候補タンパクを絞込み、第４、５ステ

ップで、絞込んだタンパクが実際に標的組換えに

関与するかを解明する。 

 



ンパクを DT40 とヒト B 細胞株（TK6）で比較
したときに、前者でのみ精製されるタンパク
があれば、それは我々が探しているニワトリ
B リンパ細胞特異的な相同 DNA 組換え因子で
ある可能性がある。 
 BRCA1 が欠損すると、細胞は相同 DNA 組換
えが効率よく開始できない。ゆえに野生型
DT40 細胞では精製されてくるが、BRCA1 欠損
DT40 細胞では精製されてこないタンパクが
あれば、それは未知の相同 DNA 組換え因子の
可能性がある（図２ 第３ステップ中央）。
我々は、DT40 のみならずヒト B 細胞株（TK6）
でも BRCA1 の遺伝子破壊を実施した。 
 
(1-2) 相同組換え因子、Mre11 と複合体を作

る分子を精製する方法を最適化 
 

Mre11 は、BRCA1 と同様に、相同組換えの開
始に重要である。Mre11 は、コヒーシンやコ
ンデンシンのような環状の巨大構造物を作
り、相同組換え部位に大量に集積すると考え
られている（図４）。我々は過去に Mre11 条
件欠損ミュータント DT40 細胞を作製した
（Iwai-Yamaguchi, Y. et al., EMBO J 1999）。
同様な Mre11 条件欠損ミュータントをヒト
TK6 B 細胞株からも作製した（主な発表論文：
1）。3×FLAG タグを MRE11 遺伝子にノックイ
ンする実験は未だ完了していない。 

 
(1-3) 複製フォークに集合するタンパクの

解析方法（iPOND）を最適化 

 
相同組換えは、抗がん治療（例、放射線照射
や PARP 阻害剤に曝露）したときに DNA 複製
中に生じた DNA損傷を修復する。ゆえに、PARP 
阻害剤に曝露したときと曝露しないときに
複製フォークに集合するタンパクを比較す
れば、新規の相同組換え因子を同定できる可
能性がある。我々は、iPOND を実施し、予想
される分子が DT40 細胞でも複製領域に集積
することを確認した。 
 我々は、iPOND を PARP 阻害剤に曝露した
時と曝露しない時とで比較する実験はでき
ていない。このような比較実験を京大・放射

線生物研究センターからコペンハーゲン大
学（Dr. Anja Groth）に留学した中村博士が
実施しており、連絡をとりあっている。コペ
ンハーゲン大は、プロテオーム解析において
は世界的拠点の１つである。 
 
(2)精製された相同 DNA組換えタンパク群を、
相同 DNA 組換えを誘導する DNA 損傷剤（PARP 
阻害剤）に曝露する前後で SILAC を使って比
較する。 
 
比較するまでには実験を進めていない。 
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