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ヒト遺伝子の系統的な機能解析に向けた高効率ジーンターゲティン
グ系の開発
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〈研究の目的と進め方〉
ジーンターゲティングによりヒト細胞から遺伝子破壊

株の作製は、一般にターゲット効率が低く困難である。
最近、我々はヒトプレB細胞腫由来Nalm-6が高いターゲ
ット効率を持つことを見出した。そこで本研究はヒト遺
伝子の系統的な機能解析に応用するため、Nalm-6株を用
いた高効率ターゲティングシステムを開発することを目
的とする。このシステムにより、遺伝子破壊株を系統的
に作製して機能解析を行い、また2重ないし3重破壊株を
作製し遺伝子間の相互作用を解析することが可能になる。
今年度、常染色体遺伝子の突然変異・有糸分裂組換え系
を作製し、また増殖必須遺伝子の条件致死細胞株の作製
をテトラサイクリン(Tet)制御系を用いて行う。

〈研究開始時の研究計画〉
1) 16番染色体に座乗するAPRT座を利用して変異・組換
え検出系を作製するため、すでに作製したヘテロ破壊
(APRT+/-)株を用いて揺動テストを検討する。一方、変
異遺伝子の構造解析のため、5個のexonを含む領域を増
幅・解析できるPCR条件を検討する。ついで、APRT座に
リンクし16番相同染色体を区別できるミニサテライトマ
ーカーを検索する。この成果を組み合わせ、得た変異ク
ローンに遺伝子構造を解析し、APRT座の変異と組換え
頻度および変異パターンを解析する。
2) DNAの２重鎖切断の非相同的末端連結修復に働く
KU70の破壊株を作製し、その機能を解析するため、すで
にヘテロ破壊株(KU70+/-)を得た。ついで第２のターゲテ
ィングを行ったが、ホモ破壊株が得られず、KU70は生存
に必須と思われた。そこで、ヘテロ株にまずTet制御ベク
ターを、ついでTet応答プロモーターにヒトKu70 cDNA
を連結したベクターを導入、TetによりKu70発現を制御
できる株を分離する。最期に、残ったKU70遺伝子をター
ゲットし、条件致死株を完成し機能を解析する。

〈研究期間の成果〉
1) APRT+/-株を用いて、8-アザアデニン耐性APRT-/-への
突然変異を検出する揺動テスト系を作製できた。また、
APRT遺伝子領域を解析する有効なPCR条件を決定した。
さらに、APRT座にリンクし相同染色体を識別できるミ
ニサテライトマーカーを数種類見出した。
2) KU70+/-株からKU70条件致死株として分離するため、
まずTet制御ベクターを導入したクローンを作製した。つ
いで、Tet-KU70 cDNA発現ベクターを導入し、最も発現
の高いクローンを得た。この細胞は、ドキシサイクリン
添加で、KU70の発現を抑制できることが分かった。そこ
で、ターゲティングを行ったが、第２のKU70遺伝子座を
ターゲットしたクローンを得ていない。

〈国内外での成果の位置づけ〉
以前、Nalm-6株のジーンターゲティングは、M. Lieber

ら (1989年)によるDNAリガーゼ4破壊株作製の報告のみ
であった。我々は、これまで３年間にNalm-6株を用いて

DNA修復・組換えに関与する20遺伝子座についてターゲ
ティングを行い、高い効率で遺伝子破壊ができることを
確認した。現在、国内の５研究室との共同研究で、様々
な遺伝子の破壊株の作製を進めており、また外国の研究
室へこのシステムや破壊株の供与を行っている。本研究
班において作製したAPRT座の変異・組換え検出系を、
すでに得た破壊株に導入し、発癌の原因となるゲノム不
安定性やLoss of Heterozygosityへの関与の解析を進めて
いる。また条件致死破壊株の作製が可能になれば、増殖
必須遺伝子への応用の道も開けると期待できる。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
条件致死のKU70破壊株の作製がまだ出来ていない。そ

の理由は、KU70は核内に多量に存在するタンパク質であ
るが、今回作製したＴet制御系において、KU70発現ベク
ターの発現レベルが低く、第２のジーンターゲティング
においてターゲットされた細胞が生存できず死滅したた
めと考えている。

〈今後の課題〉
Tet制御システムをさらに検討する。困難な場合には他

の遺伝子発現制御系も検討し、増殖必須遺伝子の条件致
死株の作製を軌道にのせる必要がある。
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