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研究成果の概要（和文）：Cas9及びgRNA発現ベクター、相同組換えベクターを遺伝子導入し（ゲノム編集法）、
乳がん細胞株MCF-7のSOX2遺伝子C末端側にVenus等の蛍光遺伝子を組み込んだ。相同組換え体の細胞株では、核
に局在して緑色蛍光を発したが、その蛍光は弱く、蛍光顕微鏡で生細胞のまま細胞内の局在を解析するのは困難
であった。加えて、親株と比較して細胞株ごとに細胞増殖にバラツキがあり、gRNAによるoff-targetが予想され
た。同様な結果は、他の遺伝子のゲノム編集でも認められた。そこで、in vitroでCas9タンパク質及びgRNA複合
体を形成し、これを導入した。現在新たな相同組換え体の解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：Cas9, gRNA expression vectors, and homologous recombination vector were 
transfected into breast cancer cell line MCF-7 using genome editing. fluorescent genes Venus was 
inserted into the C-terminal side of the SOX2 gene. In the cell line of the homologous recombinant, 
although it localized in the nucleus and emitted green fluorescence, the fluorescence was weak, and 
it was difficult to analyze the localization of intracellular cells as live cells by fluorescence 
microscopy. In addition, there was variation in cell proliferation for each cell line compared to 
the parent strain, and off - target by gRNA was predicted. Similar results were found in genomic 
editing of other genes. Therefore, Cas9 protein and gRNA complex were formed in vitro and 
introduced. Currently, we analyze new homologous recombinants.

研究分野： 腫瘍学　RNA学
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１．研究開始当初の背景 
SOX2 [SRY (sex determining region 

Y)-box2] は、幹細胞特異的転写因子の１つ
であり、乳がん、胃がん、食道がんにおい
て高い発現が認められる。乳がんにおける
SOX2の発現量は癌の悪性度と相関してお
り、SOX2ノックダウン乳がん細胞株では腫
瘍形成が抑制される（Stolzenburg S et al. Nuc 
Acid Res, 2012）。また、SOX2の過剰発現は
“ が ん 幹 細 胞 ” を 増 加 さ せ る
（Corominas-Faja B et al. Cell Cycle, 2013）。
がん幹細胞は自己複製能を有し、抗がん剤
に対して強い耐性を示すが、いまだその性
質には不明な点が多い。SOX2発現制御因子
は、USP22 (Sussman RT et al, J Biol Chem, 
2013)、p21(Li H et al. Cell Stem Cell, 2012)、
miR-429 (Li J et al. Cancer Lett, 2013)、
miR-140 (Zhang Y et al. J Biol Chem, 2012) 
などが報告されている。しかしこれらはES
細胞を用いて同定されており、乳がんでの
影響は不明である。SOX2は核内にあり、生
細胞における発現量を測定できない。Ellis 
らは、相同組換え法によりSOX2遺伝子と
GFP-NeoR遺伝子を置換し、マウス生細胞の
SOX2発現量を報告している（Ellis P et al. 
Dev Neurosci, 2004）。一方がん細胞株では、
染色体転座や遺伝子増幅があり通常の相同
組換え技術は使えない。植物感染細菌
Xanthmonasの転写因子TALEから作成され
たTALENや、細菌の防御システムを利用し
たCRISPR-Cas9などのゲノム編集は、ゲノム
の決まった位置に切断面を導入するため、
通常数kb は必要な遺伝子相同領域が、
500-1kb 程度でも相同組換え可能である。
したがって、ゲノム編集システムを用いれ
ば、生きているがん細胞株のSOX2発現量
を、リアルタイムにモニタリングするシ
ステムを構築し、SOX2 発現制御因子を
同定することができる。 
 
２．研究の目的 
	 研究期間内に、乳がんにおける、転写
因子、シグナル伝達系、miRNA、エン
ハンサー結合因子、受容体などの SOX2
発現制御因子を明らかにする。そのため
に、ゲノム編集技術を用いて SOX2遺伝子
を SOX2-蛍光遺伝子(融合遺伝子)に置換し、
SOX2発現量を生きているがん細胞株でモ
ニタリングするシステムを開発する。生化
学的及び分子生物学的手法、ゲノム編集、
動物実験を駆使して制御因子の全貌を明
らかとする。 
 
３．研究の方法 
			[平成２６年度]  
（１）ゲノム編集による SOX2 発現モニタリ

ング乳がん細胞株の樹立  
TALENもしくはCRISPR-Cas9システムを

用いて、乳がん細胞株 MCF-7 の SOX2 遺伝
子を SOX2-tdTomato遺伝子に置換し、3’側に

PGK promoter-GFP-NeoR 遺伝子を挿入する
（図参照）。相同組換えは PCR法により確認
する。コントロールとして、通常の発現ベク
ターに組込んだ SOX2 cDNA-tdTomato と
GFP-NeoR 遺伝子 の過剰発現株も作成する。
tdTomato+細胞と tdTomato-細胞をセルソータ
ーで分離し、SOX2 発現量と tdTomato の蛍
光シグナルに相関性があるかを、qRT-PCR
及びWestern Blottingで解析する。 
	
（２）SOX2発現モニタリング細胞のヌード
マウスへの移植  
（１）で樹立した細胞株をヌードマウスに移植
し、腫瘍中の tdTomato+細胞の局在を in vivo
イメージングシステム IVIS により観察する。
腫瘍をコラゲナーゼ処理及し GFP+細胞をセ
ルソーターで分離する。 tdTomato+細胞と
tdTomato-細胞を分離し、RNA及びタンパク質
を抽出する。同様な実験を SOX2 過剰発現株
でも行なう。また同時に腫瘍から凍結切片を
作製し、GFP+細胞における tdTomato+細胞の局
在を蛍光顕微鏡で観察する。更に、分離した
tdTomato+細胞と tdTomato-細胞を別のヌード
マウスへ移植し、腫瘍形成能を解析する。 
	
（３）tdTomato+細胞の RNA/タンパク質プ
ロファイルの解析  
（２）抽出した RNAは、TORAY 3D arrayに
てRNAとmiRNAを解析する。タンパク質は、
二次元電気泳動を行い、SOX2 過剰発現株で
少なく tdTomato+細胞と tdTomato-細胞間で差
があったスポットについて LC-MS/MS 解析
を行なう(連携研究者：藏滿保宏博士が行な
う)。	
	
[平成２７年度以降] 	
（４）in vivoアッセイを用いた SOX2発現
制御因子の同定  
（１）で樹立した細胞株と同じ方法で、T47D
などの乳がん細胞株で同じ実験系を構築す
る。（３）で発現変動した遺伝子について、
siRNA を腫瘍部に electroporation 法を用いて
遺伝子導入後 tdTomatoの蛍光変化を確認し、
SOX2 発現量及び腫瘍形成能に変化があるか
を確認する（T47Dもついても行なう）。また、
同様に tdTomato-細胞に発現している miRNA
の中から SOX2を標的とすると予想されるも
のを、遺伝子導入する。 
	
（５）ChIP-seq を用いた SOX2 制御因子結
合領域の同定  
（４）で SOX2 の発現が変動した遺伝子の
うち、ゲノム DNAと結合すると予想される
タンパク質は、FLAGタグなどを Nまたは C
末端に付加し、ゲノム DNAとの結合を次世
代シーケンサーによる ChIP-seq にて解析す
る。プロモーターなどの SOX2 遺伝子の近
傍に結合したタンパク質は、ルシフェラー
ゼアッセイベクターを構築し、その影響を
解析する。 



 
（６）受容体シグナル阻害剤を用いた
SOX2発現抑制  
（４）で同定した遺伝子のうち、受容体もし
くは受容体のシグナルカスケードに位置す
る遺伝子が含まれた場合、シグナル阻害剤や
受容体に対する抗体を用いて SOX2の発現が
変動するか確認する。in vitroでも、SOX2発
現モニタリング細胞株にて阻害剤の影響を
確認する。	
	
（７）SOX2 を標的とした薬剤スクリーニ
ング  
（１）、（４）で樹立した細胞株に、（４）及び
（６）から予想される SOX2 発現抑制が可能
な医薬品を、in vitro及び in vivoで処理しその
効果を確認する。また、抗がん剤との相互作
用を確認する。	
	
４．研究成果	
 Cas9発現ベクター及び gRNA発現ベクター
を Addgeneから購入し、乳がん細胞株 MCF-7
へ遺伝子導入した。ゲノム編集の効率を確認
後、SOX2 遺伝子の C 末端側に eGFP を導入
し、gRNA 編集部位に変異を挿入した相同組
換えベクターと、Cas9, gRNA発現ベクターを
細胞株へ遺伝子導入した。相同組換え体の確
認は、PCR法により行った。その結果、細胞
株は、一部の細胞が核に蛍光を発したが、
eGFP では発現が弱く、細胞内の局在を判別
するのが困難であった。	
	
	 次に、eGFP の代わりに蛍光が強い Venus
遺伝子または mCherry遺伝子を導入した。そ
の結果、前述の結果と同様に、核内に蛍光が
認められたが細胞株によっては蛍光が強く
なく、一方細胞分裂中の細胞には強い蛍光が
認められた。しかしながら、生細胞を用いた
蛍光顕微鏡による SOX2局在の観察は困難で
あった。また細胞株の増殖速度及び形態は、
親株と比べ差が認められ、異なる細胞株でも
違いが認められた。同じゲノム編集技術を用
いて腫瘍悪性化に関与する ADAR1, ADAR2, 
ETS遺伝子群、APOBEC遺伝子群等の欠損株
を複数の細胞株で作成したが、同様に細胞株
ごとに表現型にバラツキが認められた。これ
らの結果は、gRNAによる off target効果が認
められたことを示唆している。 
 
	 そこで、次に Cas9タンパク質と合成 gRNA
を in vitroで混ぜてタンパク質-RNA複合体を
形成させ、これを lipofection 法にて遺伝子導
入した。その結果、ゲノム編集効率は発現ベ
クターと比較して数分の一に低下したが、遺
伝子欠損株が取得でき、遺伝子戻し実験等の
結果から、off target効果が低い均質の細胞株
クローンを得ることができた。同様な結果は、
複数の遺伝子、及び細胞株で確認できた。前
述の相同組換え体について現在解析を行っ
ている。 

 
	 同時に、SOX2 プロモーターについて共同
研究を行い、神経系の細胞おいて SOX2プロ
モーターが重要であり、その転写制御に β-ア
ミロイド前駆体が関わることを報告した（文
献 9）。この報告は、SOX2発現制御にはプロ
モーター領域が重要であることを示唆して
いる。現在、プロモーター結合タンパク質と
して以前同定した遺伝子の欠損株を、ゲノム
編集法にて作成し、解析を行っている。 
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