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研究成果の概要（和文）：ヒトES細胞およびiPS細胞由来の未分化造血細胞にがん遺伝子を強制発現させるた
め、Adeno-associated virus integration site 1（AAVS1）領域を標的としてtet-onシステムによりがん遺伝子
（KRas G12V等）を発現制御できる誘導型遺伝子発現カセットをゲノム編集により挿入した。ES/iPS細胞より分
化誘導したCD34陽性未分化造血細胞を分離し、KRAS G12Vを発現誘導し7日間培養したところ、発現量に依存して
細胞数が変化した。同細胞を放射線照射した免疫不全マウスに移植し、正常細胞に対する競合優位性を検討して
いる。

研究成果の概要（英文）：Inducible gene expression cassette of oncogenes including KRAS G12V were 
successfully inserted into adeno-associated virus integration site 1 (AAVS1) locus of human ES cells
 and iPS cells by genome editing technique. CD34-positive hematopoietic cells were induced from 
these ES/iPS cells. After additional 7 day　culture of these hematopoietic cells with KRAS G12V 
induction resulted in altered cell growth. Now CD34-positive hematopoietic cells were transplanted 
into irradiated immune-deficient mice in order to investigate in vivo competitive repopulation 
ability in comparison with normal hematopoietic cells derived from ES/iPS cells.

研究分野：幹細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
白血病は化学療法および造血幹・前駆細胞
移植療法の導入により治癒がもたらされる
疾患になってきているものの、未だに国内
で年間約 55,000人（がんの統計'13、がん研
究振興財団）がなくなられており、新たな
治療法の導入が強く望まれている。白血病
では少数の白血病幹細胞（LIC）より白血
病細胞が供給されていると考えられている
が、LICは細胞周期を休止状態（G0期）に
維持している（Holyoake T et al., Blood, 
1999）ために従来の化学療法に抵抗性を示
すことから、根治療法として LICを標的と
した新規治療法の開発が必須である。 
LICの発生は、遺伝子変異（がん遺伝子の発
現）やエピジェネティック異常による①造血
幹細胞における増殖能の亢進、あるいは②造
血前駆細胞における自己複製能の再獲得の
結果と考えられている（Huntlty B et al., Nature 
Reviews Cancer, 2005）。①の場合、多くの LIC
の細胞周期は G0 期にあることと併せると、
造血幹細胞は増殖と静止という相反する性
質を獲得していることになるが、がん遺伝子
の発現を増殖・静止の両方に結びつける分子
メカニズムは十分には明らかになっていな
い。マウス造血幹細胞において単一の遺伝子
（Nras）変異が増殖能と自己複製能を同時に
亢進させることが報告された（Li Q et al., 
Nature, 2013）が、霊長類細胞に関しては国内
外ともに未だほとんど報告がない。 
 
 
２．研究の目的 
 霊長類 胚性幹（ES）/人工多能性幹（iPS）
細胞由来の未分化造血細胞へがん遺伝子を
導入し、次の点を明らかにする。 
1)  がん遺伝子の発現量の差が、in vitroで造
血細胞の増殖・自己複製・細胞周期へ与え
る影響。 

2)  がん遺伝子の発現量の差が、免疫不全マ
ウス体内において正常細胞に対する競争
優位性に与える影響。 

3)  遺伝子改変細胞による、免疫不全マウ
ス・CM個体における白血病の発症の有無。 

 
 
３．研究の方法 
本研究では、霊長類 ES/iPS細胞を用いたが
ん遺伝子導入 ES/iPS細胞（発現誘導型）の樹
立と in vitroおよび in vivoでの機能評価を行
う計画であり、以下の項目について 2年間で
実施する。 
1) がん遺伝子導入ベクターおよびゲノム編
集ベクターの作製 

2) 正常および p53 欠損 ES/iPS 細胞由来の造
血細胞へのがん遺伝子の導入 

3) 2)で得たヒト細胞の機能評価 1 (in vitroで
の増殖能・自己複製能・細胞周期の評価 

4) 2)で得たヒト細胞の機能評価 2（in vivo（免
疫不全マウス）での白血病の発症と正常細

胞に対する競争優位性の評価 
5) 2)で得たコモンマーモセット（CM）細胞

の機能評価（in vivo（CM）での白血病

の発症の有無の検討） 
 
 
４．研究成果 
1) がん遺伝子導入ベクターおよびゲノム編
集ベクターの作製 

Transcription Activator-Like Effector Nuclease 
(TALEN)法を用いて、ES/iPS細胞の機能が遺
伝子導入の影響を受けにくいと考えられて
いる adeno-associated virus integration site 1 
(AAVS1)遺伝子座にがん遺伝子（KRAS 
G12V 等）を tet-on システムにより発現誘
導可能な誘導型遺伝子発現カセットを挿入
するためのプラスミドベクターを構築した
（図 1）。 

図 1誘導型遺伝子発現カセット 
 
 

2) 正常および p53 欠損 ES/iPS 細胞由来の造
血細胞へのがん遺伝子の導入 
続いて、エレクトロポレーション法により
プラスミドベクターをヒト ES 細胞および
ヒト iPS 細胞に導入した。目的の遺伝子発
現カセットが挿入された細胞は薬剤耐性に
より選択し、次の機能評価を行った。Tet-on
システムでは、培地中にドキシサイクリン
（Dox）を添加することにより、その添加
量に応じてトランスジーン（本研究ではが
ん遺伝子）の発現を誘導することが可能で
ある。一般に多能性幹細胞ではプロモータ
ーがサイレンシングを受けて遺伝子発現カ
セットが機能しなくなる可能性が報告され
ているが、本研究で樹立したゲノム編集
iPS 細胞にがん遺伝子とともに導入したレ
ポーター遺伝子である緑色蛍光タンパク質
GFPを指標として品質評価を実施したとこ
ろ、Dox量および添加時間に応じて GFP発
現を誘導可能であることが確認できた（図
2）。 
がん遺伝子誘導型遺伝子発現カセットを
正常 ES 細胞および iPS 細胞に挿入可能で
あることが確認できたため、既に所属研究
室において樹立済みの代表的がん抑制遺伝
子である p53を欠損したヒト ES細胞につい



ても同様の実験を行い、ゲノム編集細胞を得
た。p53欠損 ES細胞はアポトーシス誘導刺激
に対する抵抗性をもつことを確認した。この
ことから、樹立したゲノム編集 ES/iPS細胞は
がん抑制遺伝子の欠損、がん遺伝子の発現お
よびその重ね合わせの効果を ES/iPS 細胞由
来の様々な細胞種において検討することに
利用可能であると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 tet-on 発現誘導 iPS 細胞の機能評価 
ドキシサイクリン（Dox）添加濃度により、
トランスジーン発現量をコントロール可能
であることを確認した。 
 
3) 2)で得たヒト細胞の機能評価 1 (in vitroで
の増殖能・自己複製能・細胞周期の評価 
 ゲノム編集ES/iPS細胞を胚様体形成法によ
り約 2週間の分化誘導を行い、誘導した CD34
陽性未分化造血細胞分画を磁気ビーズ細胞
分離法により濃縮した。未分化造血細胞分画
はOP9-DL1ストローマ細胞上でサイトカイン
の存在下で培養すると CD3 陽性 CD4 陽性 CD8
陽性 Tリンパ球へ分化すること、および異な
るサイトカインの組み合わせの下で培養す
ると骨髄球系および赤芽球系細胞を誘導可
能であることを in vitro 分化誘導系におい
て明らかにした。この CD34 陽性未分化造血
細胞分画を Dox 存在下で 1週間培養し、その
数および細胞周期状態をフローサイトメト
リー解析により検討したところ、Dox 添加に
より細胞増殖状態を変化させることが可能
であった。様々な Dox 濃度で同様の実験を行
い、がん遺伝子の発現量が細胞増殖等に与え
る影響について引き続き解析を行う。 
 
4) 2)で得たヒト細胞の機能評価 2（in vivo（免
疫不全マウス）での白血病の発症と正常細胞
に対する競争優位性の評価 
ヒ ト 細 胞 の 移 植 に は 、 実 績 が あ る
NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ(NSG) マ
ウスを利用した。NSG マウスは NOD マウス、
scid マウス、IL-2 共通γ鎖欠損マウスの表

現型を併せ持つので、T リンパ球・B リンパ
球・機能的 NK 細胞を欠損しており、IL-2 な
どのサイトカインシグナルに応答しない。従
って、重度の免疫不全マウスであり、ヒト細
胞の移植実験に適していると考えられてい
る。亜致死量の放射線を照射した NSG マウス
に前述のとおり樹立した p53 欠損 ES 細胞、
がん遺伝子発現 ES/iPS 細胞、および p53 欠
損・がん遺伝子発現 ES 細胞を移植し経過を
評価している。陽性コントロールとしてヒト
臍帯血由来 CD34 陽性細胞を移植した群にお
いては末梢血において約 10%のキメリズムが
確認されたが、ゲノム編集 ES/iPS 細胞を移
植した群において現在までに白血病の発症
は認められない。引き続き、正常対照 ES/iPS
細胞を競合的に移植した場合の競争優位性
について、骨髄における生着率等を指標に検
討を実施しる。 
 

5) 2)で得た CM細胞の機能評価（in vivo（CM）
での白血病の発症の有無の検討） 
研究代表者の所属研究室では CM ES細胞を
所有しており、血液系細胞の分化誘導系も確
立しているが、研究計画全体の遅延を避ける
ためにヒト ES/iPS 細胞に注力してゲノム編
集実験を実施したため、CM ES細胞のゲノム
編集の成功には至っていない。従って CMへ
の移植実験についても実施していない。 
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