
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

挑戦的萌芽研究

2016～2016

DNA複製による転写とエピゲノム状態の制御の可能性について

Verification of genomic diversity required for tumorigenesis

６０２９４９７２研究者番号：

中山　啓子（NAKAYAMA, Keiko）

東北大学・医学系研究科・教授

研究期間：

１６Ｋ１４６６４

平成 年 月 日現在２９   ５ １８

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：NIH3T3細胞とMDA-MD-468細胞株にCRISPR/Cas9ライブラリーを導入し、遺伝子ノック
アウト細胞群を得た。これらの細胞を、免疫不全マウスの背部皮下に接種し、腫瘍形成を試みた。野生型の
NIH3T3細胞は腫瘍形成が見られず、ライブラリー導入細胞を用いても安定した腫瘍形成を観察することができな
かった。このことは、NIH3T3細胞では、単一の遺伝子破壊を行った細胞集団が存在しても腫瘍形成には至らない
ことを示唆している。同様の実験をMDA-MD-468細胞株を用いて行った結果、野生型の細胞に比べて、ライブラリ
ー導入細胞は、腫瘍形成が促進していることが確認された。

研究成果の概要（英文）：CRISPR/Cas9 library was introduced to NIH3T3 cells and MDA-MD-468 cells to 
generate cell library which are gene disrupted. Groups of cells which was disrupted a gene by 
CRISPR/Cas9 system were obtained. These cells were inoculated subcutaneously on the back of 
immunodeficient mice to grow tumors. Even NIH3T3 cells which were introduced library failed to 
stable tumorigenesis as well as wild type cells. These data suggested that NIH3T3 population 
containing different kinds of a single gene disrupted cells did not achieve capability of 
tumorigenesis. With MDA-MD-462 cells, we observed cells introduced CRISPR/Cas9 library gain function
 of tumorigenesis compared to wild-type cells.

研究分野： 細胞増殖メカニズムやそれを修飾する分子に関わる研究

キーワード： ゲノム編集　CRISPR/Cas9システム　超並列シークエンス解析　腫瘍形成能
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1．研究開始当初の背景 
血液系細胞の研究から「がん幹細胞」の

存在が示唆され、その単離が試みられてい
る。しかし、必ずしも全ての癌で単離でき
ているわけではない。一方、次世代シーク
エンサーの活用によって大量の DNA シーク
エンスが可能となった。悪性腫瘍では、遺
伝子の変異や転座・重複などゲノムの変化
が認められることは古くから知られている
ところであり、癌ゲノムのシークエンスは、
がんの成立過程を知る上で重要な情報を提
供すると期待されている。2014 年には、が
んを構成する単一細胞のゲノムシークエン
スが報告され、一つの固形腫瘍であっても
非常に多様な細胞から構成されていること
が示された。がんは、増殖能が高い細胞や、
細胞死に対して抵抗性である細胞のみが選
択的に選ばれてクローナルな腫瘍を形成し
ていると考えると、理解しやすい。しかし、
決してそのような単純な機構で腫瘍が成り
立っているのではないことが示されたこと
になる。実際、様々な細胞形質を付与した
細胞群を混合して腫瘍形成を試みると個体
内では、試験管内で認められる増殖能や細
胞死への抵抗性だけでは説明できないさま
ざまな細胞群が混成して腫瘍を形成する。 

そこで、今回の研究課題では、形成され
た腫瘍の性質を探索するというアプローチ
ではなく、最近実用化された CRISPR/Cas9
システムと、超並列ゲノム解析を活用して、
多様な細胞を混合して腫瘍形成を誘導し、
誘導された腫瘍を調べることで、腫瘍の維
持や転移に貢献する細胞群を調べ上げ、腫
瘍という細胞社会の構成員を明らかにする。 

 
2．研究の目的 

(1) 明らかにしようとする内容 
CRISPR/Cas9 システムを利用して様々な

細胞株で網羅的な遺伝子破壊を行う。それ
らの細胞を用いて免疫不全マウス内で腫瘍
形成を誘導し、腫瘍形成後に次世代シーク
エンサーでゲノムを解析することで、腫瘍
を構成する細胞群の中に見られる遺伝子変
異とそのような変異を持つ細胞の頻度情報
のリストを作成する。そして、様々な変異
を持つ細胞群を再構成し腫瘍形成を誘導す
ることで、そのリストの有意性を検証する。 

(2) 予想される結果と意義 
がんが多様なゲノムを持つ細胞集団か

らなることが知られるようになったが、逆
に、どのような多様性を持つことが必要と
されるのかについては、未だ答えを得られ
ていない。そこで、本研究課題では、網羅
性を持って多様な細胞群を作製し、腫瘍形
成や転移という in vivo で観察される指標
を利用してスクリーニングを行う。腫瘍形

成には遺伝子変異が引き金となることは論
を待たないが、腫瘍を維持さらに転移を誘
導する遺伝子群を探索することで、新しい
治療戦略の展開に繋がる可能性があり、大
きな意義があると考えられる。 

 
3．研究の方法 
(1) 導入効率の検証・細胞株の選択・細胞

の多様性の検証 
すでに配布が開始されている「Mouse 

GeCKO v2 Library, 1 plasmid system」

(addgene)を用いて、マウス細胞株に変異

の導入を行う。NIH3T3 に加え腫瘍形成能

が比較的低い事が確認されている乳がん

細胞株 MDA-MD-468、さらに白血病のモデ

ルとしてK562細胞についても検討を行う。 

導入された細胞群からゲノム DNA を回

収し、ライブラリーの導入効率やライブ

ラリーの多様性が維持できているかを、

解析する。 

(2) 免疫不全マウスでの腫瘍形成：細胞の
移植方法の検討  
細胞を免疫不全マウスへ移植し、腫瘍

形成を誘導する。移植方法及び腫瘍形成
後に腫瘍細胞を回収する時期についても
検討を行う。 

(3) 超並列シークエンス解析による腫瘍
を構成する細胞集団の決定 
腫瘍・転移巣よりゲノム DNA を抽出す

る。CRISPR/Cas9 ライブラリーの要素であ
る Guide RNA 発現ベクターのクローニン
グサイトの3’側及び5’側の配列に相補
的なプライマーを用いて PCR を行い、細
胞に組み込まれたライブラリー配列を増
幅、次世代シークエンサーでゲノム配列
情報を取得し、どのような細胞集団が腫
瘍を構成しているかを検証する。 

(4) 遺伝子変異導入細胞を用いた検証 
リストアップされた遺伝子変異が腫瘍

形成に関与することを検証する。遺伝子
リストは、腫瘍内の細胞数の割合によっ
て序列を付け、文献的調査を行い、これ
までに機能的に腫瘍形成に関わることが
示唆されるような遺伝子、腫瘍で高頻度
に変異が認められている遺伝子に注目す
る。また、いくつかの細胞種において共
通に認められたもの、培養中に見られず
生体内での腫瘍形成で初めて貢献した遺
伝子変異などを中心に検証実験を行う。 

各遺伝子に変異を導入する guide RNA
発現ベクターを作製し、スクリーニング



に用いた CRISPR/Cas9 発現ベクターと共
発現する。この細胞より抽出されたゲノ
ム DNA の guide RNA 周囲の遺伝子配列を
調べることで調べて、遺伝子変異が導入
されていることを確認する。 

 
4．研究成果 

CRISPR/Cas9ライブラリーをNIH3T3細
胞とMDA-MD-468細胞株への導入を試みた。
導入した細胞から抽出したゲノム DNA か
ら、ライブラリーに付加されているアダ
プター配列に相補的なプライマーを用い
て、ライブラリーDNA を回収した。このゲ
ノムより回収されたライブラリーと、オ
リジナルライブラリーについて次世代シ
ークエンサーを用いて大規模並列型にシ
ークエンスを決定した。その結果を解析
し、オリジナルライブラリーと導入細胞
より抽出されたゲノム DNA より回収され
たライブラリーを構成するクローンの種
類と頻度を比較検討した。その結果、細
胞から抽出されたゲノム DNA で見られる
ライブラリーの多様性は、導入ライブラ
リーより低下していることが判明した。
このことはライブラリー導入によって in 
vitro での細胞死が誘導または、細胞増殖
が抑制されたクローンが存在することを
示唆するものである。実際、他の細胞に
比し in vitro での生存が不利であると予
想されるアポトーシス抑制タンパク質を
欠失させるようなクローンはライブラリ
ー導入細胞には見られなかった。 

次に、これらの細胞を、免疫不全マウ
スの背部皮下に接種し、腫瘍形成を試み
た。野生型の NIH3T3 細胞は腫瘍形成が見
られなかったが、ライブラリー導入細胞
を用いても、安定した腫瘍形成を観察す
ることができなかった。このことは、
NIH3T3 細胞では、単一の遺伝子破壊を行
った細胞集団が存在しても腫瘍形成には
至らないことを示唆している。しかし、
今回用いたライブラリーの多様性と遺伝
子破壊効率が不十分であった可能性は否
定できない。 

続いて、MDA-MD-468 細胞株を用いて同
様の実験を行った。MDA-MD-468 細胞株で
は、野生型の細胞に比べて、ライブラリ
ー導入細胞は、腫瘍形成が促進している
ことが確認された。そこで、腫瘍を回収
し、ゲノムを抽出、細胞に組み込まれた
ライブラリー配列を増幅、次世代シーク
エンサーでゲノム配列の読み取りを行っ

た。現在、その結果を解析しており、腫
瘍特異的に増加している遺伝子破壊細胞
を特定する予定である。 
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