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研究成果の概要（和文）：ヒト人工染色体ベクター(Human artificial chromosome: HAC)は伴性劣勢遺伝病であ
るデュシェンヌ型筋ジストロフィーへの遺伝子・細胞移植療法の開発に向けて応用が期待されている。しかしな
がら、非ヒト細胞を用いない手法で作製し、目的細胞へ導入する新規技術の開発が必須である。本研究では、ゲ
ノム編集技術CRISPR/Cas9を用いてモデル体細胞であるCHO/A9細胞においてヒト染色体改変法を開発した。一方
で、ヒト細胞内での染色体改変法の開発やヒト細胞からの染色体導入法の開発について十分ではなく、さらなる
検討が必要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Human artificial chromosome vector (HAC) is promising for the development of
 gene- and cell-therapy for Duchenne muscular dystrophy, which is a genetic disorder with an 
X-linked recessive inheritance pattern . However, HAC should be developed and introduced to target 
cells in a condition without animal cells. In this study, we developed a chromosome modification 
technology for human chromosome in CHO or A9 cells of the model cells of somatic cells with 
CRISPR/Cas9, called genome editing tool. On the other hand, the chromosome modification technology 
in human cells was examined and chemical compounds was screened towards the development of 
microcell-mediated chromosome transferring with human cells as a donor of a chromosome. Although 
these studies did not showed an expected results, further consideration should be required towards 
the achievements of the development of these technologies.

研究分野：染色体工学
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１．研究開始当初の背景 

伴性劣性遺伝病デュシェンヌ型筋ジストロ
フィー(DMD)は進行性筋委縮症であり、骨格
筋や心筋の麻痺により、幼年期からの行動制
限を受け、自立呼吸能の低下、心筋梗塞など
により若年で死亡する重篤な疾患である。投
薬治療法の進歩により疾患患者の寿命は改
善しているが、根治治療法は開発されていな
い。これまでに微小核細胞融合法を用いて、
完全長(2.4Mb)のジストロフィン(DYS)遺伝
子 を 搭 載 し た ヒ ト 人 工 染 色 体 (Human 
Artificial Chromosome: HAC) ベ ク タ ー 
(DYS-HAC) を患者由来 iPS細胞や MAB細胞へ
の導入に成功している。しかし、臨床応用へ
の問題点として、治療用細胞への HACベクタ
ー導入時の非ヒト由来タンパク質の混入、未
知ウイルスへの感染の危険性が挙げられる。
以下の技術課題を解決する必要がある 
 
２．研究の目的 
ヒト人工染色体を用いた遺伝子・細胞移植治
療実現に向け、非ヒト由来蛋白質の混入や未
知ウイルスに感染する危険性の少ないヒト
人工染色体ベクターの構築・導入方法の開発
を行う。1) 正常細胞内においてゲノム編集
技術により完全長ジストロフィンゲノム保
持人工染色体ベクターを構築する。2) ヒト
正常細胞に微小核を形成させ、骨格筋の細胞
移植治療が可能な中胚葉系血管芽細胞(MAB 
細胞) への染色体導入技術開発を行う。3) 
ジストロフィン保持人工染色体ベクター保
持 MAB 細胞による疾患モデル動物への治療
効果を検証する。 
しかし、臨床応用への問題点として、治療用
細胞への HACベクター導入時の異種動物由来
タンパク質の混入、未知ウイルスへの感染の
危険性が挙げられる。以下の技術課題を解決
する必要がある。 
課題１: 微小核細胞融合法による染色体導
入法は宿主細胞の細胞質中タンパク質を導
入標的細胞に伝播する。 
課題２: 微小核細胞融合法による染色体導
入法にはハムスターCHO細胞を使用する。 
課題３: HAC ベクターの構築の過程において
は相同組み換え効率の高いニワトリ DT40 細
胞を HACベクターの中間宿主細として使用す
ることが必須である。本研究ではこれら課題
を解決するための必須技術を開発する。 
 
３．研究の方法 
（１）CHO 細胞内において、CRISPR/Cas9 を
用いたヒト 21 番染色体への遺伝子挿入法お
よび人工テロメアを用いた染色体切断法（テ
ロメアトランケーション法の開発を検討し
た。またこれらの改変したヒト染色体を微小
核細胞融合法にて他細胞へと移し替えた。 
（２）A9細胞内において、ヒト 8番染色体へ
の CRISPR/Cas9を用いた遺伝子挿入法を検討
した。 
（３）ヒト細胞に微小核形成を誘導する可能

性がある薬剤として、コルセミドとヘスペラ
ジンの濃度検討を行い、微小核形成誘導を試
みた。 
（４）先に CHO/A9 細胞で確立した手法を基
盤として、ヒト細胞株での CRISPR/Cas9 を用
いて、不死化間葉系幹細胞株中においてヒト
7 番染色体を、ヒト iPS 細胞株中において、
ヒト X染色体の染色体切断を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）CHO細胞中において、ヒト 21番染色体
に対して、CRISPR/Cas9 を用いて、DNA 二重
鎖切断を誘導し、EGFP及びブラストサイジン
耐性遺伝子を保持する相同組み換えベクタ
ーを導入した。結果として、獲得したクロー
ンの PCR 解析の結果、17％のクローンにおい
て目的通りの遺伝子挿入が確認された（図
１）。FISH 法により染色体解析を行い、遺伝
子挿入位置を検証した結果、目的通りに緑色
で示される相同組み換えベクターが赤色で
示されるヒト 21 番染色体上のセントロメア
近傍染色体領域に挿入されていることが示
された。（図２） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ CHO 細胞における遺伝子挿入について
の PCR解析結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
図２ CHO 細胞における遺伝子挿入について
の FISH解析結果 
 
一方で、CHO細胞中において、ヒト 21番染色
体に対して、CRISPR/Cas9 を用いて、DNA 二
重鎖切断を誘導し、ヒスチジノール耐性遺伝
子及び 1ｋbpの人工テロメアを保持する相同
組み換えベクターを導入した。結果として、
獲得したクローンの PCR 解析の結果、7％の
クローンにおいて目的通りの染色体切断が
確認された（図３）。FISH 法により染色体解
析を行い、遺伝子挿入位置を検証した結果、
目的通りに緑色で示される相同組み換えベ
クターが赤色で示されるヒト 21 番染色体上
のセントロメア近傍染色体領域に挿入され、
かつ染色体が切断されていることが示され



た。（図４） 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ CHO 細胞における染色体切断について
の PCR解析結果 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ CHO 細胞における染色体切断について
の FISH解析結果 
 
改変した上述二種の改変した染色体につい
てそれぞれを CHO細胞から微小核細胞融合法
を用いて他細胞に導入した。PCR 法、FISH解
析の結果、目的通りそれぞれ改変された染色
体が導入されたことが示された（図５・６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５ 他細胞における改変染色体の PCR解析
結果 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図６ 他細胞における改変染色体の FISH 解
析結果 
 
（２）A9 細胞中において、ヒト 21 番染色体
に対して、CRISPR/Cas9 を用いて、DNA 二重
鎖切断を誘導し、EGFP 及び G418 耐性遺伝子
を保持する相同組み換えベクターを導入し
た。結果として、目的通りの遺伝子挿入が確
認された。FISH 法により染色体解析を行い、
遺伝子挿入位置を検証した結果、目的通りに
緑色で示される相同組み換えベクターが赤

色で示されるヒト 21 番染色体上のセントロ
メア近傍染色体領域に挿入されていること
が示された。（図７） 
 
 
 
 
 
 

 
図７ A9 細胞における遺伝子挿入についての
FISH解析結果 
 
（３）ヒト細胞に微小核形成を誘導する可能
性がある薬剤として、コルセミドとヘスペラ
ジンの濃度検討を行い、微小核形成誘導を試
みた。しかしながら、いずれの検討した濃度
においても無処理の対照と比較し、有意な微
小核形成像を得られなかった。今後さらに別
種の化合物をスクリーニングする必要性が
ある。 
 
（４）先に CHO/A9 細胞で確立した手法を基
盤として、ヒト細胞株での CRISPR/Cas9 を用
いて、不死化間葉系幹細胞株中においてヒト
7 番染色体を、ヒト iPS 細胞株中において、
ヒト X染色体の染色体切断を試みた。しかし
ながら、これらのヒト細胞株内における染色
体改変の成功例は得られなかった。今後さら
に検討を重ねる必要がある。 
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