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研究成果の概要（和文）：染色分体早期解離 (PCS) 症候群は，染色体異数性と高発がん性を特徴とする希少な常染色
体劣性遺伝病である．本疾患の原因の一つはBUBR1タンパク質の機能低下である．我々は日本人PCS患者家系において，
本疾患発症と極めて相関の高い一塩基置換を，BUBR1遺伝子上流44kbの位置に見出した．本塩基置換が疾患の原因か否
かを調べるために，TALENを利用した一塩基置換法を確立し，ヒト培養細胞に本塩基置換を導入した．一塩基置換導入
細胞において，PCS症候群患者細胞に特有な形質が認められたことから，本置換が疾患の原因変異であることが強く示
唆された．

研究成果の概要（英文）：Premature chromatid separation (PCS) syndrome is a rare autosomal recessive 
disorder characterized by constitutional aneuploidy and a high risk of childhood cancer. One of the 
causes of the disease is functional insufficiency of BUBR1 protein. We found a unique single nucleotide 
substitution in an intergenic region 44 kb upstream of a BUB1B transcription start site, which 
cosegregated with the disorder. To examine whether this is the causal mutation, we designed a 
TALEN-mediated two-step single-base pair editing strategy and biallelically introduced this substitution 
into cultured human cells. The cell clones showed reduced BUB1B transcripts, and increased PCS frequency, 
which are the hallmarks of the syndrome. These results suggested that the nucleotide substitution 
identified was the causal mutation of PCS syndrome.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 研究代表者らは、染色分体早期解離
（PCS）症候群の発症機序について研究を行
っていた。本疾患は BUBR1 タンパク質の発現
量低下によって引き起こされることが知ら
れていた。最近、BUBR1 タンパク質をコード
する BUB1B 遺伝子の上流 44 kb の位置に疾患
と相関する一塩基置換(ss804270619-G/A)を
見出した。このケースを含め、これまでに報
告されている疾患関連多型の多くは非エク
ソン領域中に存在し、それ自身が疾患に直接
関与しているのか否かを実験的に判定する
ことは極めて困難だった（Maurano et al., 
Science, 2012）。非エクソン領域中に存在す
る一塩基多型（SNP）の疾患発症への直接的
関与を証明する一つの方法は、ヒト培養細胞
の当該 SNP サイトに一塩基置換を導入し、そ
の影響を調べることだが、効率的な一塩基置
換導入法が確立されていないのが現状であ
った。 
(2) 近年、zinc-finger nuclease （ZFN）や
transcription activator-like effector 
nuclease （TALEN）などの人工 DNA 切断酵素
（人工ヌクレアーゼ）を利用して、さまざま
な生物種において標的部位に変異を導入し
たり、標的部位に外来遺伝子を挿入したりす
ることが可能となってきた。また、これら人
工ヌクレアーゼと一本鎖オリゴデオキシヌ
クレオチド（ssODN）を組み合わせて利用す
ることで、標的とする領域へ高効率に一塩基
置換を導入することが可能となった（Chen et 
al., Nat Methods 2011; Soldner et al., Cell, 
2011; Wefers et al., PNAS, 2013）。しかし、
この手法では標的塩基以外にも置換を導入
し、人工ヌクレアーゼによる再切断を抑制す
る必要があるため、厳密に言うと完全な一塩
基置換導入法ではない。ヒトにおいて、多く
が機能未知である非エクソン領域中に存在
する疾患関連 SNP の機能解析には、標的の一
塩基のみを置換する技術が求められていた。 
 
２．研究の目的 
  本研究は、人工ヌクレアーゼを利用した新
規の一塩基置換導入法の確立を目的として
いる。また、本法を応用し、PCS 症候群の発
症と関連する SNP (ss804270619-G/A)を導入
したヒト培養細胞株を樹立し、その表現型を
解析することによって、本多型と PCS 症候群
発症の因果関係を明らかにすることを目的
としている。 
 
３．研究の方法 
  本研究では、ヒト結腸がん細胞 HCT116 に
人工ヌクレアーゼ TALEN を利用して、PCS 症
候群の発症と関連する SNP を導入した。この
細胞株におけるBUBR1発現量および染色体解
析を行った(Ochiai et al., PNAS, 2014)。 
 
４．研究成果 
(1) これまでに人工ヌクレアーゼとターゲ

ティングベクター、あるいは ssODN を利用し
て一塩基置換をヒト培養細胞に導入する技
術がいくつか報告されていた（Yusa et al., 
Nature, 2011; Soldner et al., Cell, 2011; 
Chen et al., Nat Methods, 2011）。前者で
はターゲティングベクターを利用してセレ
クションカセットと目的一塩基置換を導入
し、後にセレクションマーカーを Cre/loxP
システムあるいは piggybac トランスポゾン
システムを利用して除去する手法である。し
かし、除去後に loxP 配列あるいは TTAA 塩基
配列が残ってしまうため、正確な一塩基置換
が難しかった。一方後者では、比較的効率的
に標的一塩基置換を導入できるという利点
があるが、それ以外に人工ヌクレアーゼ結合
配列に変異を導入し、再切断を防ぐ必要があ
るため、こちらも正確な一塩基置換導入法と
は言いがたかった（Chen et al., Nat Methods, 
2011）。タンパク質をコードする領域への塩
基置換導入であれば、近傍に同義変異を導入
したとしても細胞へ大きな影響を与えない
ことが容易に想像できるため、ssODN を利用
した塩基置換導入法が有効である（Chen et 
al., Nat Methods, 2011）。しかし、機能未
知の遺伝子間領域へ一塩基置換を導入し、そ
の影響を調べるためには、目的塩基以外の領
域に塩基変化を導入することは避けるべき
である。そこで我々は、下記のような手法を
利用することで、目的の一塩基置換のみが導
入できると考えた。 
(2) まず、人工ヌクレアーゼ TALEN を利用し
て標的一塩基置換領域にセレクションカセ
ットを導入する。ターゲティングベクター上
にはピューロマイシン耐性遺伝子とhsvTK遺
伝子が含まれている。ピューロマイシン耐性
遺伝子が発現することで、このセレクション
カセットが導入されることで細胞がピュー
ロマイシンに対して耐性を獲得する。一方
hsvTK 遺伝子は、ガンシクロビル処理によっ
て細胞に対して毒性のある物質を産生する
ことから、ガンシクロビル処理によってセレ
クションカセットを含まない細胞のみが生
存可能となる。その後、別の TALEN セットと
ターゲティンベクターを利用してセレクシ
ョンカセットの除去と一塩基置換の導入
（ss804270619-A）、または健常者型塩基
（ss804270619-G）の再導入を行う。前者は
疾患モデル細胞となり、後者は表現型を調べ
るための重要なコントロールとなる。 
(3) まず、上記の TALEN とターゲティングベ
クターをヒト培養細胞 HCT116 に導入し、ピ
ューロマイシンで薬剤選抜を行った。コロニ
ーをピックアップし、ゲノミック PCR によっ
て両対立遺伝子にセレクションカセットが
導入されたものを選定した。さらにサザンブ
ロッティングによりランダムインテグレー
ションが起こっていない細胞（TP1）を選び
出した。次に、セレクションカセットとゲノ
ム領域の境界を認識するTALENと一塩基置換
（ ss804270619-A ） あ る い は 健 常 者 型



（ss804270619-G）の配列を持つターゲティ
ングベクターを作製し、TP1 細胞に導入した。
ガンシクロビルでセレクションを行い、いく
つかのコロニーをピックアップした。ゲノミ
ックPCRおよびサザンブロッティングにより、
両対立遺伝子においてセレクションカセッ
トが除去されたクローンを選び出した。これ
らのクローンにおいて標的一塩基置換領域
の塩基配列を決定したところ、一塩基置換導
入細胞(TV-A1, TV-A2)では塩基置換（A）が、
野生型導入細胞 (TV-G1, TV-G2)では（G）に
なっていることがわかった。このように、ヒ
ト培養細胞において一塩基置換を導入する
ことに成功した。 
(4) 次に、一塩基置換導入細胞において PCS
症候群で認められる特徴的な細胞表現型の
有無を調べた。BUBR1 発現量をウェスタンブ
ロットで解析したところ、大多数の健常者が
持つ一塩基多型領域（ss804270619）が G 塩
基である TV-G1 および TV-G2 では、コントロ
ール細胞の HCT116 と大きな差が認められな
かった。一方、ss804270619 が A 塩基に置換
された細胞株、TV-A1 および TV-A2 細胞では
有意にBUBR1タンパク質の減少が認められた。
BUB1B mRNA 発現量を逆転写定量 PCRによって
調べたところ、タンパク質発現量と同様の傾
向が認められた。次に、染色体数および染色
分体早期解離（PCS）頻度を調べた。ここで、
BUBR1 減少細胞のコントロールとして構成的
に BUB1B shRNA を発現する細胞 （BUB1B 
shRNA）を樹立した。HCT116 における染色体
数分布は以前の報告と同様であった
（Kienitz et al., Oncogene, 2005）。HCT116
と比べて、TV-G1 および TV-G2 では大きな差
が見られなかったものの、TV-A1および TV-A2
では高い異数性が認められた。異数性は PCS
症候群の患者細胞において顕著に認められ
る形質の一つである。次に、PCS 頻度を調べ
た。TV-A1 および TV-A2 ではコントロールと
比べて高頻度の PCS が認められた。次に、コ
ルセミド処理による紡錘体形成チェックポ
イント機能を調べた。BUBR1 タンパク質は、
分裂期中期において紡錘体が全ての動原体
に結合したかどうかを監視する働きがある。
そのため、通常の細胞であれば微小管脱重合
剤であるコルセミド処理によって分裂期で
停止するが、BUBR1 発現量が低下している場
合はチェックポイントをすり抜け、分裂期が
進んでしまう。各細胞株でコルセミド処理後
の分裂指数を調べたところ、TV-G1 および
TV-G2ではコントロールHCT116細胞と同様の
分裂指数を示したが、TV-A1 および TV-A2 で
は分裂指数の低下、すなわちチェックポイン
トのすり抜けが認められた。これらの結果か
ら、BUBR1上流に存在する一塩基置換がBUBR1
発現量の低下に直接関わっていることが明
らかとなり、また PCS 症候群の発症原因とな
っていることが強く示唆された。 
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