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研究成果の概要（和文）：ゲノムDNAが核内で存在するにあたって、その環境を整えているものがゲノムDNAが巻き付い
ているヒストンであり、ヒストンの翻訳後修飾はゲノムDNAの存在様式と機能を制御していると考えられている。そこ
でヒストンの翻訳後修飾の制御機構を明らかにすることが、ゲノムDNAの機能発揮メカニズムを理解する上で重要とな
る。
本研究では、様々な修飾酵素に変異を導入した細胞群を調製し、それらの細胞を長期培養や分化誘導することによって
、どのような変異が導入された細胞群へ変化しうるかを調べることを最終的な目標に、遺伝子に変異を導入した細胞群
の調製方法の検討を行い、効果的なプロトコールを決定した。

研究成果の概要（英文）： In the nucleus, core histones, which genomic DNA wrap around, create an 
environment of genome DNA. Post-translational modifications of histone are thought to regulate the shape 
of existence and function of genomic DNA. This means the significance to elucidate the regulatory 
mechanisms of post-translational modifications of histone.
 In this project, the final goal was set as the generation of cell group which is consist of cells with 
mutation of various enzymes of modification, and the examination of change of constituent cells after 
long-term culture or induction of differentiation. Effective protocol of introduction of mutation was 
determined for several cell lines.
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１．研究開始当初の背景 

ヒストンの翻訳後修飾は、転写を制御し

ていることからポストゲノム時代に非常に

注目されてきた。もちろんその前から、例

えばHistone H3K27メチル化酵素PRC2の変

異が体節形成異常を引き起こすなどヒスト

ン修飾酵素は発生に重要な役割を果たすこ

とは知られていた。 

これまでに、これら PRC2複合体を含め

多くのヒストン修飾酵素の機能を明らかに

し、その生理的または病理的な意義を示そ

うという膨大な研究がなされてきた。例え

ば、酵素としての機能を調べるために in 

vitro 再構成した DNA/ヒストン複合体を基

質とした解析を基質や供与体の特性が検証

されたり、酵素の結晶構造解析から活性制

御機構の解析、ゲノム上の局在を知るため

の抗修飾酵素抗体を用いた ChIP sequence、

そして生理機能を検証するための遺伝子操

作マウスの作製などである。そして、この

ような様々な手法から得られた結果を統合

することで多くの機能が説明されている。

しかしながら、プロテオミクス解析などか

ら新規のメチル化酵素が次々と同定され、in 

vitro 再構成や結晶構造解析からは多くの機

能ドメインが存在することが示唆されてお

り、これらについて機能解析は未だ途上で

ある。それら一つ一つについて細胞内また

は個体内の機能の探索が求められているが、

遺伝子欠損細胞やマウスを作製することに

は膨大な時間とコストが必要とされる。 

そこで、本研究課題では、CRISPR/Cas9

システムの利点を活用し、さらに超並列ゲ

ノム解析を適応することで、ヒストン修飾

酵素や活性ドメイン候補を網羅的かつ容易

に決定する方法の開発を目指した。 

 

２．研究の目的 

CRISPR/Cas9システムを利用して細胞の

遺伝子破壊または遺伝子変異の導入を行う。

クローニングせずに次世代シークエンサー

でゲノムを解析することで、どのような遺

伝子改変が行われた細胞が、培養細胞とし

て生存可能なのか、さらに分化誘導などに

適しているのかを検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) 導入ベクターの作製 

すでに市販されているキット「PrecisionX 

Cas9 SmartNuclease System (SBI)」を用いて、

遺伝子破壊を NIH3T3 細胞で行う。遺伝子

発現を抑制するために転写開始点付近のゲ

ノムを欠失させるこようにベクターを作製

する。遺伝子破壊効率を PCR で判定できる

ように破壊が予想される周辺にプライマー

を設定する。遺伝子破壊効率が十分には高

くない場合（< 80%）には、遺伝子破壊部位

に薬剤耐性遺伝子（Puromycin耐性遺伝子な

ど）が挿入されるように改変を行い、遺伝

子導入後 Puromycin で細胞を選択すること

で遺伝子導入効率を高める。 

(2) 細胞への導入条件による導入効率の検

討 

(1)で作製したベクターをNIH3T3細胞に

導入する。PCR によって導入効率を判定す

る。 

また、遺伝子破壊が行われていれば、転

写が抑制されることが期待されるので、細

胞より mRNAを調製し、cDNAを合成、定

量的 PCRを用いて、転写量を定量し、遺伝

子破壊効率を算出する。 

 

４．研究成果 

(1)導入ベクターの作製 

これまでの研究で、がん遺伝子 RASを過

剰発現すると転写が抑制されることを見い

だしている遺伝子Ephx1と Itgb5をモデル遺

伝子として用いることとした。これらの遺

伝子の転写開始点から上流約 1kb、下流約



1kb 付近に CRISPR-Cas 認識配列を含む

guide RNAを設計し、DNAを合成、発現ベ

クターに組み込んだ。このベクターは、ヒ

トU6プロモーターの制御下に guideRNAを，

普遍性トリ β アクチンハイブリッドプロモ

ーター（CBh）の制御下に Cas9を発現する

ベクターであり、U6プロモーター下に転写

開始点上流の guide RNAまたは下流の guide 

RNAを挿入したベクターを用意し、これら

二種類のベクターを同時にNIH3T3細胞 1 x 

105 個に電気穿孔法を用いて遺伝子導入し

た。 

(2) 導入細胞のクローニング 

遺伝子導入後、5 日目の細胞の一部から

ゲノム DNA を調製し、遺伝子破壊を PCR

で確認したところ、非常に微弱であるが、

遺伝子破壊を示す遺伝子増幅が確認できた

ので、効率は低いもの遺伝子変異が導入さ

れていると考えた。遺伝子導入後、7日目に

細胞を 1 wellあたり 0.5個となるように、96 

well plateに播種し、さらに 2週間程度培養

を継続した。この間、各 wellを観察するこ

とで、単一クローン化されていることを確

認した。 

(3) 遺伝子破壊細胞のスクリーニング 

単一クローンは細胞増殖を待って、ゲノ

ム DNAおよび mRNAを調製した。ゲノム

DNAでは、期待された遺伝子欠失が起これ

ば、遺伝子増幅が起こるようなプライマー

と、欠失によって増幅が不可能となるよう

なプライマーを設定し、各セットを用い

PCR を行うことによって、得られた細胞の

遺伝子型を野生型・heterozygous mutant・

homozygous mutant と判定した。一方で、

mRNAより cDNAを調製し、遺伝子発現を

定量的 PCRによって確認し、遺伝子破壊の

有無を判定した。 

(4) 遺伝子破壊細胞のスクリーニング結果 

第一回目のスクリーニング結果を以下

に示す。 

 欠失細胞 

PCRによ

る変異確

認 

RNAによ

る欠失確

認 

Ephx1 4/32 10/24 2/8 

Itgb5 0/29 5/25 0/4 

Ephx1 遺伝子を欠失した細胞は、ゲノム

PCRによる確認とともにmRNAの発現量を

調べて、発現が失われていることが確認さ

れ、遺伝子が両アリルで欠失されたと考え

た。 

一方で、Itgb5遺伝子は欠失が得られなか

った。そこで、heterozygous mutantの細胞に

再度同様の遺伝子導入を行い、遺伝子欠失

を誘導した。50クローンをスクリーニング

したが、やはり遺伝子欠失細胞を得ること

ができず、Itgb5は細胞生存に必須の遺伝子

であろうと考えた。 

現在、Itgb5 cDNAを導入することで過剰

発現した細胞を作製し、この細胞で内因性

の Itgb5遺伝子の欠失の誘導を行っている。 

また、遺伝子欠失効率が、既存の報告に

比し低く、同時に一つの細胞で遺伝子欠失

を誘導することは困難であることが予想さ

れた。そこでさらに導入効率が良いベクタ

ーを用意し、どうようの実験を行うことと

した。 
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