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ヒト細胞を用いた遺伝子ターゲティング

は じ め に

DNAの相同組換え反応を利用した遺伝子ターゲティン

グ技術がマウス ES細胞に応用されたことで，任意の遺伝

子を改変したマウスを作製することが可能になった．この

功績が認められ，２００７年，Mario Capecchi博士，Oliver

Smithies博士，Martin Evans博士にノーベル医学生理学賞

が授与された（http:／／nobelprize.org／nobel_prizes／medicine／

laureates／２００７／）．これまでに１０，０００を超える遺伝子の

ノックアウトマウスが作製されており１），特に個体レベル

での遺伝子機能解析のツールとして世界中で広く利用され

ている．しかし，種差を考慮すると，必ずしもノックアウ

トマウスで得られた研究成果をそのまま創薬，医療に応用

できるとは限らない．ヒトの場合，疾患モデル個体の作製

は不可能であるがゆえに，遺伝子ノックアウト細胞株を作

製し，細胞レベルで解析することの意義は大きい．現在，

遺伝子ノックアウトによるヒト遺伝子機能解析には，主に

繊維芽肉腫細胞株 HT１０８０，大腸がん細胞株 HCT１１６，プ

レ B細胞株 Nalm-６の３種の細胞株が利用されている．

HT１０８０細胞は，Andrew Porter博士が遺伝子ターゲティン

グ研究に使用している細胞株である２）．一方，HCT１１６細

胞は，がん抑制遺伝子研究のパイオニアである Bert

Vogelstein博士らが p53 遺伝子や p21 遺伝子のノックアウ

トに使用したという経緯もあり３），その認知度は高い．我

が国でも，白澤専二博士が１９９３年に遺伝子ターゲティン

グに成功しており４），現在でも東京大学の宮川清博士や放

射線医学研究所の塩見忠博博士らを中心として広く用いら

れている．１９９８年，南カリフォルニア大学のMichael Lie-

ber博士らにより Nalm-６細胞を用いた遺伝子ターゲティ

ングの成功例が報告された５）．彼らがノックアウトした遺

伝子は LIG4 遺伝子のみであったが，我々は最近，この細

胞を用いて遺伝子ターゲティングによるノックアウト細胞

の作製を効率良く行えるシステムを開発した．本稿では，

ヒト Nalm-６細胞を用いた遺伝子ノックアウト実験の実際

（ターゲティングストラテジーの立案法から組換え体の単

離法まで）について，我々の近年の成果を例に概説する．
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１． ヒト Nalm-６細胞

Nalm-６細胞は，急性リンパ性白血病（ALL）男性患者

の末梢血から樹立されたプレ B細胞株である６）．国内で

は，東北大学の医用細胞資源センターから入手できる．染

色体には１箇所の相互転座 t（５；１２）（q３３．２；p１３．２）が認め

られるが，偽二倍体の核型を安定に維持している７）．常染

色体上の遺伝子をノックアウトする際には，ターゲティン

グベクター（以下，ベクターと記す）の導入と組換え体の

スクリーニングが少なくとも２回必要なため，二ヶ月間以

上培養を継続しなければならないが，これまでに我々が取

得したノックアウト細胞で核型異常が認められたケースは

ない．また，ミスマッチ修復遺伝子 MSH2 の発現を消失

しているが８），p53 を正常に発現していることが確認され

ている９）．Nalm-６は浮遊細胞であるため，細胞の回収や継

代の際にトリプシン処理を必要としない．これは，組換え

体のスクリーニングの過程において百個以上のクローンを

扱う際に大きな利点となる．我々は軟寒天培地（０．１５％

アガロース）中でコロニー形成を行っているが，通常の限

界希釈法によるコロニー形成も可能であり，いずれの場合

も８０％以上のコロニー形成率を示す１０）．

２． ターゲティングストラテジーの立案と

ターゲティングベクターの構築

細胞を入手し，培養条件を整えたあとにまず行うべきこ

とは，ノックアウトしたい遺伝子が Nalm-６細胞で発現し

ているかどうかの確認である．我々は Nalm-６細胞の遺伝

子発現解析データをもとに判断しているが８），解析リスト

にない遺伝子やデータベース上に登録されていない遺伝子

については RT-PCRにより発現の有無の確認を行う必要が

図１A

図１ UCSC Genome Browserと Ensembl Genome Browserで取得できる遺伝子構造に関する情報
（A）．DNA ligase IV（LIG4），（B）．ブルーム症候群原因遺伝子（BLM）の UCSC Genome Browserレポート画面 染色体上の位
置，領域中の GC含有率，各種データベースに登録されている遺伝子の一覧，GenBankに登録されている mRNAの一覧，Re-
peatMaskerにより検出された反復配列の分布などが表示される．snoRNABaseや miRBaseに登録されている non-coding RNAや
偽遺伝子なども必要に応じて表示させることができる．（C）．BLM 遺伝子のエクソン／イントロン構造に関する Ensembl
Genome Browserレポート画面 各エクソンに対応するアミノ酸領域と，SMARTや Pfamなどのドメインデータベースに登録さ
れている機能ドメインとの相関がわかる．
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ある．次に，ターゲティングストラテジーの立案を行う．

HCT１１６細胞実験で汎用されているプロモーターレス法も

非常に有効であるが８），本稿では一般的なポジティブ＆ネ

ガティブ選択法により，データベースに登録された既知の

遺伝子をノックアウトする方法について述べる．

ストラテジー立案の上で必要となる遺伝子構造に関する

情報は，カリフォルニア大学サンタクルーズ校（UCSC）

の Genome Browser（いわゆる Golden Path；http:／／genome.

ucsc.edu／）から入手できる．このデータベースの長所は，

遺伝子のエクソン／イントロン構造，ORF領域，バリア

ントの種類と構造，遺伝子領域内の GC含有率や反復配列

分布を一目で把握できる点にある（図１A，B）．特に，反

復配列をマーキングする機能はベクターの５′側および３′側

相同領域（アーム）を PCR増幅する際のプライマー設計

にたいへん役立つ．また，画面上のゲノム領域の DNA塩

基配列もこのサイトから簡単に入手できる．

遺伝子ターゲティングによってゲノム上のどの領域を破

壊するか（すなわち，どこに薬剤選択マーカーを挿入する

か）を検討することは実験上最も重要なステップであると

いってよいだろう．破壊したい遺伝子の開始コドンを除去

する方法が最も確実そうだが，ヒトゲノム上の遺伝子の多

くは１kbに満たない距離で別の遺伝子と隣接しているた

め１１），隣接遺伝子にも少なからず影響を与えてしまう可能

性を無視できない．また，ベクターの５′アームがプロモー

ター領域にかかりやすくなる（一般に GC含有率が高いた

め PCR増幅が困難である）ことも考えるとあまり好まし

い方法とはいえない．遺伝子全体を完全に除去する方法も

あるが，未知の non-coding RNAや発現調節領域の存在を

考慮すると，必要以上に長い領域を取り除いてしまうのは

危険かもしれない．以上の理由から，我々は，ターゲティ

ングによって除去するゲノム領域の長さを１０kb以下に

し，プロモーター領域近傍のエクソンを取り除かないよう

にしている．図１Aに示した LIG4 遺伝子のように単一エ

クソンにコードされている遺伝子を標的とする場合は，

図１B
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ORFのほぼ全長（LIG4 の場合，約４kb）を除去するのは

容易である．しかし，このような構造をとる遺伝子はあま

り多くなく，図１Bに示した BLM（ブルーム症候群の原

因遺伝子）のように，遺伝子全長が１００kbないしそれ以

上に及び，多数のエクソンが散在している遺伝子のほうが

より一般的であろう．こうした遺伝子を効率良くノックア

ウトするためには，取り除くゲノム領域を最小限に抑えつ

つ，遺伝子機能を完全に損なわせる必要がある．我々はこ

のような場合，機能ドメインに相当するエクソンを除去す

る戦略を採用しており，Ensembl Genome Browser（http:／／

www.ensembl.org／）を使ってエクソンと機能ドメインの関

係を把握するようにしている．たとえば BLM のレポート

画面を見ると，８～１２番目のエクソンにヘリカーゼドメイ

ン（DEAD／DEAH boxと記載されている）がコードされ

ていることが一目でわかる（図１C）．実際，我々はこうし

た情報に基づき，エクソン１１～１２をゲノム上から取り除

けるよう５′／３′アームの位置を設定してベクターを構築し，

BLM 機能を完全に欠損したヒト BLM 変異細胞株の作製

を行った１２）．

ベクターの両側のアームの長さとターゲティング効率の

関係については，アームが長いほど高いターゲティング効

率が期待できると考えられてきたが，それを否定する結果

も報告されている（引用文献１３）を参照のこと）．いずれに

せよ，表１に示すように，Nalm-６細胞では５′／３′アームが

ともに２―３kb程度の短いベクターでもパーセントオー

ダーでのターゲティング効率が期待できる．その他，スト

ラテジーの立案に関して留意すべき点については図２Aに

まとめた．

ストラテジーが決まったら，次にベクター構築を行う．

ヒトゲノム配列がウェブ上に公開される以前は，ゲノム

DNA断片のクローニングやマッピングなどの煩雑な作業

に多大なる労力と時間を要したが，現在では PCRにより

簡便かつ迅速に遺伝子断片を取得することが可能になっ

た．また，極端に GC含有率が高い領域でない限り，PCR

増幅に失敗することは極めて稀である．プライマー設計に

おいては反復配列を避けることが肝要であり，前述した

UCSC Genome Browserの RepeatMasker機能が大変便利で

ある．我々は，PCRによる５′／３′アーム増幅後，制限酵素

処理やライゲーションステップなしに１週間前後でベク

ターを作製している．この手法に関する詳細は発表論

文１０，１３）を参照されたい．

図１C
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表１ ヒト Nalm-６細胞における遺伝子ノックアウトのまとめ
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３． トランスフェクションと組換え体のスクリーニング

構築したベクターは，エレクトロポレーション法により

細胞に導入（トランスフェクション）する．我々は，島津

製作所の GTE-１（現在市販されていない）や Amaxa社の

Nucleofector II等の遺伝子導入装置を用いて，効率良くト

（A）

（B）

図２ Nalm-６細胞を用いた遺伝子ノックアウトの手順
（A）．遺伝子ターゲティングの模式図．DT-A；ジフテリアトキシン A遺伝子，Puror；ピューロマイシン耐性遺伝子，Hygr；ハ
イグロマイシン耐性遺伝子を示す．（B）．遺伝子ノックアウトの手順（左）とスケジュールの一例（右）．
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ランスフェクションを行っている．トランスフェクション

後，選択薬剤を含む培地中でコロニー形成させ，２～３週

間後にコロニーをピックアップしている（我々の培養条件

下では液体培地中での Nalm-６細胞の倍加時間は約２０時

間）．上述の方法で作製したベクターを用いることでパー

セントオーダーでのターゲティング効率が期待できるた

め，１００～２００個のクローンをスクリーニングすればノッ

クアウト株を取得できるケースがほとんどである．各ク

ローンからゲノム DNAを抽出し，まずゲノミック PCR

によって組換え体のスクリーニングを行う．すなわち，５′

ないし３′アームの外側の遺伝子領域中に設計したプライ

マーと，ベクターの loxP配列の外側に設定したユニバー

サルプライマーを用いて PCRを行うと（図２A），ベクター

がゲノム中のランダムな位置に挿入されたクローンでは増

幅が起こらず，ターゲティングされたクローンでのみ増幅

が起こる．ただし，全ての PCR陽性クローンで正しく

ターゲティングされているとは限らないため，さらにそれ

らクローンについてサザンおよびウェスタン解析を行い，

きちんとターゲティングされていることを確認する必要が

ある．図２Bに一例を示したように，我々は，ベクター作

製からここまでの過程を，最短２ヶ月間以内で行ってい

る．ベクター中の薬剤選択マーカーは loxP配列で挟んで

あるため，細胞中で Creリコンビナーゼを一過性に発現さ

せることで容易に除去できる．ダブルないしトリプルノッ

クアウト株の作製を目指す場合には，この操作を行ってお

けば同じ薬剤選択マーカーを再利用することができる．ト

ランスフェクションやコロニー形成，スクリーニング法に

関する詳細については発表論文１０，１３）を参照されたい．

お わ り に

近年，ノックアウトに代わりうる簡便な遺伝子機能解析

ツールとして RNA干渉法が大変重宝されている．しかし

ながら，RNA干渉法では標的遺伝子の機能を完全に抑制

することは不可能であり，遺伝学的に疑いようのないデー

タを得られるノックアウト実験は今後も遺伝子機能解析に

おけるスタンダードな手法であり続けるだろう．

DT４０細胞の逆遺伝学で著名な京都大学の武田俊一博士

らは，２００３年に編纂した著書において「１０年以内にヒト

細胞株でもニワトリ DT４０細胞のように遺伝子ノックアウ

トが容易にできるようになる」と述べている１４）．本稿で紹

介したヒト Nalm-６細胞は，現時点では認知度や汎用性に

おいて DT４０細胞には及ばないものの，数年後には「ヒト

遺伝子ノックアウト実験のモデル細胞」として世の中に広

く認知されているかもしれない．無論そのためには，本稿

で概説したノックアウトシステムをさらに整備・改良し，

より汎用性を高めていく必要があるだろう．また，ヒト細

胞の逆遺伝学とその医療応用という観点からも，Nalm-６

という特定の細胞だけでなく任意のヒト細胞に適用可能な

簡便で高効率な遺伝子ターゲティング技術の開発が急務の

課題である．

本稿で紹介した Nalm-６を用いた遺伝子ターゲティング

法は，小山秀機博士（前横浜市立大学教授）および，曽彩玲

博士（現テキサス大学サウスウエスタン医学センター研究

員）をはじめとする多くの大学院生らの尽力のもとになし

得たものである．この場を借りて深い感謝の意を表したい．
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