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「高等真核細胞で標的組み換えの効率を上昇させる方法の開発」 

 

1.研究実施の概要 

◆研究のねらい 

（１） DT40を含むニワトリBリンパ細胞株は、標的組み換えを効率良く起こす。この現象

のメカニズムを分子レベルで解明する。 

（２） DT40では、標的組み換え効率を簡単に定量できる。その性質を利用して、標的組

み換え効率を上昇させる人工的方法を開発する。 

 

◆これまでの研究の概要と成果 

相同組換えは、２０種類以上の分子種が直接に関与する複雑な反応である。そのうちの

半分以上が酵母の遺伝学と癌研究のそれぞれの分野の研究から解明された。一方、例え

ば、細胞周期をコントロールするCDKキナーゼが相同組換えも活性化することが報告さ

れるなど、相同組換え制御機構は未知のことが多そうである。我々は、DT40細胞株とい

う我々のユニークな実験系のメリットを生かして、相同組換え分子のニワトリホモログ

遺伝子を逆遺伝学的手法で解析してきた。そして、各遺伝子のノックアウトクローンの

表現型は、例え、酵母の遺伝学的研究の蓄積があっても、予想し難いことがわかった。

現在も毎年、複数の、相同組換え分子（あるいは相同組換え調節分子）が同定されてい

るので、それらの遺伝子の欠損細胞をDT40から作製するのが、我々の研究の基本方針で

ある。 

 以上の逆遺伝学的解析を遂行する過程で、下の『研究実施内容』にまとめた、ターゲ

ッティング／ランダムの相対比をそれぞれ数倍上昇させる方法を６種類開発した。 

 

◆今後の見通し等 

相同組み換えに関与する分子は、少なくとも半分以上が既に同定されたと考えられる。

ただし、これまでの経験から、既知遺伝子の欠損株（あるいは高発現細胞）の表現型は、

標的組み換えに与えるインパクトも含めて、事前に予測することは非常に困難である。

ただし、相同組み換えに直接、間接に影響を与える分子は既にたくさん見つかってきた

ので、それらの既知分子の改変をトライ&エラーすることによって、DT４０細胞なみに、



ターゲッティング／ランダムの相対比を大きく上昇させることは、それほど困難ではな

い。 

 

2.研究実施内容 

既知の遺伝子の解析から、以下に述べる方法によってDT40細胞でジーンターゲッティン

グの効率（ターゲッティング／ランダムの相対比）を３～５倍程度上昇させることができ

ることを確認した。 

（A）遺伝子過剰発現による標的組換え効率の効果 

（A-1）Rad51パラログの一過性過剰発現 

相同DNA組換えで中心的な役割を担うRad51蛋白に低いアミノ酸相同性をもつ遺伝子

（Rad51パラログ）が脊椎動物細胞には５つ存在する（Rad51B,Rad51C,Rad51D, 

XRCC2, XRCC3）これらのRad51パラログはRad51蛋白の活性を調節・制御していると

考えられているが、過剰発現している場合に標的組換え効率が正常よりも上昇する

ことを発見した。 

（A-2）Exo1の一過性過剰発現 

Exo1は5’-3’エクソヌクレアーゼ活性とRNaseH活性を持つRad2 familyに属するヌク

レアーゼの一つである。我々はDT40細胞において、Exo1の一過性過剰発現により標

的組換え効率が上昇することを発見した。この現象をDT40以外の動物細胞でも確認

する。 

（A-3）HEL308の一過性過剰発現 

HEL308はヘリカーゼ活性を持つ蛋白で、損傷乗り越えDNAポリメラーゼの一つであ

るPolQが持つヘリカーゼドメインとアミノ酸相同性を持つ。HEL308の一過性発現は、

非相同DNA末端結合を阻害し、結果的に標的DNA組換えの効率を上昇させることを発

見した。この現象をヒト細胞でも確認中である。 

（B）遺伝子ノックダウンによる標的組換え効率の効果 

我々はこれまでにDNA修復に関与する遺伝子のノックアウト細胞を解析する中で、

標的組換え効率が上昇している例を経験してきた。 

（B-1）Ku遺伝子のノックダウン 

Ku70/80ヘテロダイマーは二本鎖切断末端部位に結合し、非相同末端結合によるDNA

二本鎖切断の修復を促進している。我々はKu70のノックアウトDT40細胞において、

標的組換えの効率が上昇していることを見いだした。 

（B-2）53BP1遺伝子のノックダウン 

P53 Binding protein 1 (53BP1)はDNA損傷チェックポイントに属する蛋白で、DNA

二重鎖切断の部位に、最も初期に集合する。我々はDT40細胞で53BP1をノックアウ

トしたところ、非相同末端結合による外来遺伝子のランダムインテグレーションの

頻度が下がり、相対的に標的組換えの効率が上昇していることを発見した。この現

象をヒト細胞でも確認中である。 
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