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〔論文審査の要旨〕 

 代表的なゲノム編集ツールの一つである CRISPR-Cas9システムは、配列特異的に DNA

を認識して結合する性質を有することから、特定ゲノム領域のエピジェネティック修飾の

改変や特定遺伝子の転写の調節など、遺伝子改変を目的とする本来の用途とは異なるさま

ざまな利用法にも汎用されている。これらの派生的手法は、ゲノム配列の書き換えを伴わ

ないことから、遺伝子の機能調節を安全に実行できる技術として近年注目を浴びている。

特に転写の活性化を誘導する人工転写活性化システムについては、がん治療や再生医療に

おける利用価値が高く、盛んに技術開発が進められている。一方で、これまでに開発され

てきた人工転写活性化システムでは必ずしも十分な活性化効果が得られない場合もあり、

更なる技術改良が求められる状況にあった。そこで本論文の著者は、既存の人工転写活性

化システムを階層的に組み合わせた独自の高活性型システムを構築すると共に、その構成

要素を拡充し、さまざまな細胞種や遺伝子座で高い効果を得ることのできるシステム群を

整備した。 

 第一章では、従来型のシステムとして報告されている SAMおよび dCas9-SunTagを統

合した独自のシステム「TREE」（Three-component Repurposed technology for Enhanced 

Expression）を開発し、機能性を解析した。TREE では、ヌクレアーゼ不活化型 Cas9 で

ある dCas9に転写活性化ドメイン VP64を融合した dCas9-VP64を使用し、これと複合体

を形成する sgRNA には RNA アプタマーの一種である MS2 配列を付与している。この

MS2配列に対して特異的に結合するMS2コートタンパク質（MCP）に、ポリペプチド性

タグである SunTagを融合し、SunTagに結合する性質を有する scFvを連結した転写活性

化ドメインを呼び込むことで、大量の転写活性化ドメインを局所的に集積させることを可

能とした。TREEの機能性は、MIA-PaCa2細胞における CDH1遺伝子の活性化、および

HEK293T細胞における RANKL遺伝子の活性化によって実証され、いずれの事例におい

ても、従来のシステムと比べて有意に高い活性を呈することが示された。特に CDH1遺伝

子の活性化においては、当該遺伝子がコードするタンパク質である E-cadherin の発現増



強効果を、免疫染色およびウエスタンブロッティングにより解析した結果、TREEを導入

した細胞群では、従来型システムである SAMを導入した細胞群と比べておよそ 30倍のタ

ンパク質発現誘導効果が認められた。これらの実験結果より、従来型の人工転写活性化シ

ステムと比した TREEの優位性が立証された。 

第二章では、TREE の構成要素である RNA アプタマーとポリペプチド性タグを、それ

ぞれ 4種類（MS2、PP7、boxB、com）と 3種類（SunTag、sfGFP11tag、MoonTag）に

拡張すると共に、タグを介さずに転写活性化ドメインを直接各種アプタマーに呼び込む構

造のシステムも構築し、一連のシステム群を「EARTH」（Effectors Accumulated by RNAs 

and Tags for High activity）コレクションと命名した。EARTHコレクションのシステム

一式について、HEK293T細胞を用いて複数の遺伝子座（RANKL、MMP9、CTCFL）で

総当たりでの機能検証を行った結果、遺伝子座によって最適なシステムが異なることが示

された。更に、同細胞株に加えて MCF-7 細胞を用いて、各遺伝子座での転写活性化効果

を従来型システムと比較検討した結果、全ての事例において、EARTH コレクションのシ

ステム群のうち少なくとも一つが、従来型システムの効果を有意に上回ることが示された。

またこのときの各細胞株・各遺伝子座における最適なシステムは一様ではなく、EARTH

コレクションとして多様なシステム群を整備する意義も同時に示された。 

 以上の結果から、従来型の人工転写活性化システムを上回る活性を示す基盤的システム

である TREEを構築すると共に、そのラインナップを拡充した EARTHコレクションを整

備することで、本論文の筆者は、最適な人工転写活性化システムを細胞株や遺伝子座に依

存して選択できる包括的なプラットフォームを確立した。人工転写活性化システムは、ゲ

ノムワイドスクリーニングなど遺伝子の機能解析にも応用されており、本研究において開

発された技術を用いてその精度を向上させることにより、従来技術では見逃されていた遺

伝子の発見にも繋がることが期待される。更に、TREEおよび EARTHコレクションは、

集積させる因子を変更することで、転写の活性化のみならず転写の抑制、エピゲノム編集、

塩基編集、ライブイメージングなどさまざまな用途に応用できる可能性を有し、また複数

のシステムを同一細胞内で同時に作用させることも原理上可能であることから、ゲノム編

集およびその派生的手法を複雑に組み合わせて運用するための技術基盤となると考えられ

る。 

 

以上、審査の結果、本論文の著者は博士（理学）の学位を授与される十分な資格がある

ものと認める。 
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