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研究成果の概要（和文）：複数遺伝子を同時に編集する高効率多重ゲノム編集ウイルスの構築に成功し、PRMT6
活性型癌、ARID1A変異癌などの特性を解明した(Carcinogenesis 2019; Carcinogenesis in press)。CTNNB1遺伝
子(βカテニン)のイントロン2とイントロン3を同時に２重ゲノム編集しエキソン3をスキッピングした変異株を
作成して、βカテニンシグナル増強による抗免疫作用の新たに見出した。我々は臨床解析にてβカテニン変異癌
がcold tumorを呈することを明らかにしており(EBioMedicine 2019)、新たな治療標的の同定により免疫複合療
法を開発する重要な基盤となる。

研究成果の概要（英文）：In this project, a novel multiplex genome editing technology was developed 
for simultaneous edition of multiple genes with high efficiency. The genome editing analyses 
revealed that PRMT6 is required for cancer invasion through increased H3R2me2as level 
(Carcinogenesis 2019), and ARID1A-mutated cancer exhibits a stemness phenotype with histone 
methylation (Carcinogenesis, in press). In addition, we synthesized CTNNB1-exon 3 skipping mutant 
clones by double genome editing of intron 2 and intron 3 in CTNNB1 gene encoding β-catenin. Since 
the exon 3 encodes the region regulating β-catenin stability, the in-frame exon 3 skipping resulted
 in the enhancement of β-catenin signals, and noteworthy, the immunosuppressive effects. Our 
clinical analysis has clarified that CTNNB1-mutated cancer is characterized as an immunologically “
cold” subtype (EBioMedicine 2019), and it provides the essential system for development of immune 
combination therapy by identifying a new therapeutic target.

研究分野： 消化器外科学、分子腫瘍医学

キーワード： 癌　多様性　ゲノム医療　ゲノム編集　免疫治療　エキソンスキッピング　分子サブタイプ分類　プレ
シジョンメディシン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の癌ゲノム研究によって分子サブタイプ分類が進み、ゲノム医療・プレシジョンメディシンへの応用が期待
されている。しかしながら、その分子生物学的意義が不明なため、治療開発には至っていない。
本研究では高効率の多重ゲノム編集技術を開発することに成功し、同時に複数遺伝子を編集する画期的成果が得
られた。癌細胞には多くの遺伝子変異が蓄積しており、多重ゲノム編集によって、分子サブタイプの解明のみな
らず、同系マウスがん細胞パネルの構築が可能となり、免疫チェックポイント阻害との併用解析など新規治療開
発へ応用できる。実臨床を目指したプレシジョンメディシン実装化のブレークスルーとなる挑戦的かつ戦略的研
究課題である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

近年、次世代シーケンサーなどゲノム解読技術の発展に伴い、各種がんの遺伝子変異の全体像を

探るプロジェクトが進んでいる。全ゲノム解析に加え、エピゲノム、トランスクリプトーム、プ

ロテオームなど膨大な分子情報が得られるようになり、これらを包括したオミックス解析の結

果、消化器癌でも胃癌(Nature 2014)、大腸癌(Nat Med 2015)、膵癌(Nature 2016)、肝癌(Nat 

Genet 2016)、胆道癌(Cancer Cell 2017)などで分子サブタイプに基づいた分類が提唱され、個

別化によるプレシジョンメディシンへの応用が期待されている。しかしながら、各々の分子生物

学的意義には不明な点が多く、分子サブタイプの多様性に応じたシステムの構築が喫緊の課題

である。肝癌では ARID2 変異サブタイプが最も予後不良であることが報告されたが(下図 A)、申

請者はゲノム編集技術を用いてヒト ARID2 変異肝癌を作成し、DNA 修復異常が惹起されること、

臨床検体では hyper-mutation を呈することを証明した(Oba, Tanaka et al. J Hepatol 2017；

下図 B)。これらの研究実績を基盤として、本研究課題ではゲノム編集を高効率に導入する技術

を開発する。癌ゲノム編集研究を先行し、臨床解析および幹細胞研究に優位性が高いことが特徴

である(Gastroenterology 2012, Hepatology 2013, Clin Cancer Res 2016)。 

２．研究の目的 

近年のゲノム編集技術、特に CRISPR(clustered regularly interspaced short palindromic 

repeat)/Cas(CRISPR associated protein)システムの開発によって大きな技術革新が生まれて

おり、研究分野のみならず治療応用への展開が強く期待されている。ゲノム編集遺伝子の導入法

には、トランスフェクションなど化学的導入法や、エレクトロポレーションなど物理的導入法が

培養細胞には用いられるが、ウイルスベクターによる生物学的導入法は培養細胞のみならず生

体組織にも使用が可能である。一般にウイルスベクターとしてアデノウイルス、アデノ随伴ウイ

ルス AAV、レトロウイルス、レンチウイルス等が利用されているが、レンチウイルスは非分裂細

胞を含む様々な細胞に対して比較的大きなサイズの遺伝子も高効率に導入可能であり、ウイル

ス精製も簡便であるという利点がある。本研究課題では、ゲノム編集システムを搭載したレンチ

ウイルスベクターを作成し、高効率のゲノム編集技術を癌研究に応用することが目的の１つで

ある。多様性は癌の本質的特徴であり、癌細胞には様々な遺伝子異常の多段階的蓄積が存在する。

これら複数の遺伝子異常を再現するには複雑な過程と多くの時間を要してきた。本研究課題の

もう１つの目的は、多重ゲノム編集を可能とする新規レンチウイルスベクターの構築である。多

重ゲノム編集には複数の sgRNA を発現するプラスミドやアデノ随伴ウイルスを用いた報告が多

いが、導入効率やサイズ制限などの問題を克服するため、簡便なレンチウイルスシステムの開発

が必須である。On demand に対応できる多重ゲノム編集ウイルスを用いて 難治性がん分子サブ

タイプ・パネルを構築し、プレシジョンメディシンによる癌医療を展開することが目的である。 



３．研究の方法 

多重ゲノム編集を可能とする革新的レンチウイルスベクターの開発は、ゲノム医療を実現させ

る重要な基盤となる。2014 年 Charles Gersbach ラボから multiplex primer sets を搭載した

one-vector system が報告されたが(Kabadi et al. Nucleic Acid Res 2014)、複雑なデザイン

でサイズも大きく、変異導入効率が低いため 一般化されていない。一方、Feng Zhang ラボが開

発した LentiGuide system は単一ゲノム編集用であるが、one-vector system に比べて数十倍効

率が高く、その簡便さから広く普及している(Sanjana et al. Nat Methods 2014)。そこで本研

究では、Gersbach らの multiplex system と Zhang らの LentiGuide system の各々の長所を取

り入れて、LentiGuide one-vector sysytem および LentiGuide-multiplex system を構築する。 

 

４．研究成果 

ゲノム編集システムを搭載したレンチウイルスベクターLentiGuide one-vector sysytem を構築

し、高効率のゲノム編集解析が可能となった。ヒストン修飾は、クロマチン構造を変化し遺伝子

発現を制御するエピジェネティック機構の１つ

であり、その異常は様々な癌腫における予後不

良サブタイプを規定することが知られている。

ヒストンH3のアルギニン(R)2残基の非対称性ジ

メチル化(H3R2me2as)は、主に protein arginine 

methyltransferases(PRMT)ファミリーⅠ型に属

する PRMT6 が担うが、我々は造腫瘍性や浸潤能

が高いヒト胃癌細胞で PRMT6 が高発現すること

を見出した。LentiGuide one-vector sysytem を

用いたゲノム編集によって、胃癌細胞の PRMT6 遺

伝子をノックアウトした結果(PRMT6-KO)、

H3R2me2as レベルが低下し、増殖能、遊走能、浸

潤能、スフェア能、腫瘍形成能の低下を検出した

(右図上)。PRMT6-KO 細胞株でマイクロアレイを

行い、発現亢進した遺伝子 23 個を抽出した。

PRMT6-KO 細胞株で RT-PCR と ChIP 解析を行なっ

た結果、PCDH7, SCD, IGFBP5 の 3 遺伝子の発現

亢進とプロモーター領域のH3R2me2asの低下が一

致し、プロモーター領域において H3K4me3 レベル

が上昇した(右図下)。一方、PRMT6 強制発現によ

ってPCDH7と SCD遺伝子の発現低下が認められた

が、IGFBP5 発現は変化がなかった。ChIP 解析し

た結果、発現低下した 2遺伝子のプロモーター領

域に PRMT6 がリクルートされることを見出した。

さらにこの領域では H3R2me2as レベルが上昇し、

H3K4me3 が低下した。PRMT6 ノックアウト細胞株

において PCDH7 ノックダウンを行うと、遊走能や

浸潤能の回復を認めた。ヒト胃癌組織の免疫組織



化学解析により、PCDH7 発現

は PRMT6 発現と負の相関を

検出した(P=0.021)。133例の

ヒト胃癌組織の免疫組織化

学解析の結果、70例(52.6%)

で PRMT6 高発現、 68 例

(51.1%)で H3R2me2as 高レベ

ルを認め、PRMT6 高発現群・

H3R2me2as 高レベル群の無再発生存率と全生存率が有意に低下した(前頁左下図)。PRMT6 発現と

H3R2me2as レベルは正の相関を認め(P<0.001)、H3R2me2as レベルは独立予後規定因子であった

(P<0.013)。本研究によってPRMT6は癌促進的役割を担い、H3R2me2asを介して癌抑制遺伝子PCDH7

の発現を直接負に制御することが明らかとなった(上図)。現在 PRMT 阻害剤の開発が進んでおり

(Fong et al. Cancer Cell 2019)、PRMT6-H3R2me2as 経路の阻害は胃癌の新規治療標的となる可

能性が示唆される(Okuno et al. Carcinogenesis 2019)。LentiGuide one-vector sysytem によ

って、肝癌、膵内分泌腫瘍、膵癌、胆管癌に対してゲノム編集を高効率に導入し、DEPDC5(Mizuno 

et al. Sci Rep 2018)、DAXX(Ueda et al. Endocr Relat Cancer 2018)、KDM6A(Watanabe et al. 

Int J Cancer 2019)、ARID1A(Yoshino et al. Carcinogenesis, in press)の分子生物学的、臨

床病理学的意義を解明し、分子サブタイプ特異的な治療標的を同定している。 

次に高効率ゲノム編集レンチウイルスベクターに多重ゲノム編集セットを導入して、

LentiGuide-multiplex systemを構築し、４遺伝子を標的とする新規システムを樹立した（左図）。

正常細胞株に TP53, PTEN を各々単独でノックアウトしても造腫瘍性は認めなかったが、２重ゲ

ノム編集によって、造腫瘍性を獲得

することを見出した。ARID1Aあるい

はARID2を追加した3重ゲノム編集

では造腫瘍性に変化はなかったが、

免疫抵抗性に関与する結果が得ら

れている点は特記すべきである。 

また MLH1 を追加した多重ゲノム編集解析では、逆に免疫感受性を高める可能性が示唆された。

さらにβカテニンをコードする CTNNB1 遺伝子のイントロン 2とイントロン 3を同時に２重ゲノ

ム編集し、エキソン 3をインフレーム・スキッピングさせた変異株を作成した(下図)。エキソン

3 はβカテニン蛋白の安定化を制

御する GSK3βリン酸化部位をコー

ドしており、エキソンスキッピン

グによるβカテニンシグナル増強

に伴い抗免疫作用が惹起される現

象の見出しており、計画以上の成

果が得られている。我々は、臨床検

体の統合ゲノム解析によってβカテニン変異癌が cold tumor を呈することを報告しており

(Shimada et al. EBioMedicine 2019)、新たな治療標的の同定により免疫複合療法を開発する

重要な基盤となることが期待される。 

本研究課題によって開発された革新的多重ゲノム編集技術は、プレシジョンメディシンによる

癌医療を加速化するものであり、免疫療法を含む新規治療開発に資する重要な成果が得られた。 
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