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Abstract of Research Project, Grant-in-Aid for Scientific Research (2006).

Construction and application of human artificial chromosome vectors for stable gene

expression by minichromosome-modifying system.

Head Investigator: Tadashi Kaname, M.D., Ph.D.

University of the Ryukyus, Faculty of Medicine, Associate Professor.

In order to know the position effect and stability of gene expression at various
regions in human artificial minichromosomes, we have constructed four types of

modified minichromosomes, which was introduced a BAC harboring a whole gene

unit (HPRT, or Factor IX) into various sites such as near telomere, near centromere,
and euchromatic region, and we investigated intensity and stability of the gene

expressIOn.

Fist, we constructed plasmid vectors, which could introduce lox71 (mutant
LoxP) into the human minichromosome at various sites by homologous

recombination or telomere targeting method. We also constructed a

telomere-targeting vector, which could replace the neaR gene to the ZeoR gene
located at the telomeric region in the minichromosome.

Then, we modified the minichromosome using the vectors above, and

introduced a BAC (HPRT-66 or F9-66) into the modified minichromosomes by the
Cre/mutant Lox recombination system. The efficiencies of BAC introduction into the

minichromosomes were approximately 75% and 70% for HPRT-66 BAC and F9-66

BAC, respectively.
Relative gene expressions of human HPRT gene estimated by qPCR were 100,

83, and 122, when the gene was located near telomere, near centromere, and

euchromatic region, respectively. Copy number of the modified minichromosomes
in DT40 cells was 1 copy/nucleus (approximately 70%) or 2 copies/nucleus

(approximately 30%). Relative expression of the human HPRT gene was 15% of

authentic Hprt gene expression in DT40. The gene expression was not significantly
changed in any modified minichromosomes after 60 days culture.

Key words: human artificial chromosomes, BAC, X centromere-based minichromosome,

site specific recombination, gene therapy, DT40, position effect
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はしがき

この報告書は､平成 17年度から平成 18年度の2年間にわたり日本学術振興会

科学研究費補助金 (基盤研究(C))の助成を受けて実施した基礎的研究 (課題番号

17590289:安定した遺伝子発現の得られるヒト人工染色体の開発と応用)の成果を

まとめたものである｡

長期的な発現を目指した遺伝子治療において､効率の良いベクターの開発が熱望

されている｡その候補の一つとして､ヒト染色体を模した構造物､いわゆる ｢ヒト

人工染色体｣は､実験的に構築可能であり､理想的なベクターとして有望であるO

しかしながら､実際の導入用ベクターとしての実用化には､解決しなければならな

い種々の問題がある｡それらのうち､人工染色体の操作性､安定した遺伝子発現､

の2つの問題を解決するため､申請者らは､ヒトX 染色体由来のミニ染色体を使

用して､以前より行ってきた巨大 DNAの操作技術を生かし､ミニ染色体の簡便な

改変系を構築し､その有用性を検討した｡本研究にて構築した人工染色体改変系､

ならびに周辺の操作技術により得られた知見が､ほ乳類人工染色体研究､巨大DNA

を利用した遺伝的研究､遺伝子治療用ベクター開発研究の一助となれば幸いである｡

ここに研究報告書をまとめるにあたり､助成を頂いた日本学術振興会､協力を頂

いた多くの方々に感謝の意を表する｡

平成 19年 3月

研究代表 琉球大学医学部助教授 要 匡
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研究成果

1.研究の背景と目的

我々は､ヒト人工染色体を､遺伝子治療や遺伝子導入のための実用的ベクタ

ーとして使用可能にすることを目指し､効率の良い染色体ベクター作製システ

ムの構築を試みている｡

遺伝子導入､特に遺伝性疾患の遺伝子治療には､宿主の染色体に影響を与え

ず､安定した発現を得るのが理想的である｡

相同組換えを利用して､ヒト染色体を核内で断片化すること (所謂 top-down

アプローチ)により得られたミニ染色体は､人工染色体として安定性に富み､

宿主染色体に影響を与えないベクターとして注目されている.しかしながら､

このミニ染色体をベクターとして使用するためには､ミニ染色体を効率よく改

変できる系の構築が必要不可欠である｡

既に我々は､ミニ染色体を遺伝子導入ベクターとして使用できるよう改変し､

ミニ染色体のテロメア側へ BAC (細菌人工染色体)DNAを効率よく挿入でき

る系を構築した｡BACは､約 300kbまでのDNAを保持できるため､制御領域

をも含む遺伝子全体をミニ染色体へ組込むことができた｡また､導入した遺伝

子発現も認められた｡ところが､挿入位置はテロメア近傍であり､ミニ染色体

への挿入位置により遺伝子発現が影響を受ける可能性が示唆された｡遺伝 子治

療ベクターなど安定な遺伝子発現には､位置効果の排除は必要である.

そこで､本研究では､ミニ染色体への目的 DNAの導入において､位置効果､

クロマチン構造の影響を受けない組込み系を構築することを目的として､ミニ

染色体の様々な部位にBACを効率よく導入できる系を構築し､それぞれの挿

入部位での遺伝子発現､安定性を比較､より安定で実用的な遺伝 予導入ベクタ

ー作製系の確立を目指した (図 1)0

テロメア ▲

セントロメ7

2′捌

テロメア 孟

iE
]tl■■

∴
Ll

二

一凸

遥kr-碓糊ユニ ノトを含む

A.B.又は Cに挿入した

遺伝子発現ユニットの

~→ 遺伝子発現や安定性を

比較する

Cre/loxPシステム

targetlngにより斗入 により斗入

ミニ漁色体(～27Mb) 改変したミニ漁色体

図 1 研究の流れ
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2.研究の概要

1)多様なミニ染色体ベクターの作製

ヒトX染色体由来ミニ染色体 (IKNFA3)(図2)上のいろいろな部位 (チ

ロメア側､セントロメア内､中間領域)での遺伝子発現の影響や外来遺伝 子挿

入時の染色体の安定性を検討するため､それぞれの領域にBAC (ゲノム遺伝

Fを含む)を導入できるミニ染色体を個別に作製した｡ミニ染色体の改変は､

ニワトリprc-B細胞株,DT40細胞内で行った｡

IKNFA3(minトchromosomeformodification)

-2.7Mb

Xp cNyneoRp̂ ZXDA ィ00kbo- T･M teHte DXZl-1･8Mb JJycf7Xq?

r ■二 つ

TEL 一●-
-15kb

rr)Om fr▼ ARS

alphasatellitearray TEL

O

rrnh､01lt●rt trLoTltrT▼

図2 ヒトX染色体由来ミニ染色体の構造

1-1ミニ染色体改変用プラスミドベクターの構築

まず､任意の BACをミニ染色体上のいろいろな部位へ挿入できる系を構

築するために必要なミニ染色体改変用プラスミドを作製した｡ミニ染色体へ

の BAC挿入は､効率の向上を目指 し､変異型 lox配列 (lox71,Lox66)を用い

た系を使用 した (図3)0

Llニhl71

RElrJt仰

LLJtL
/rJ1716fl

lIハP

図3 Cre/変異 lox組換えシステム

この変異 lox71を､相同組換えによりミニ染色体へ導入するためのプラス

ミドベクターを作製した (図4).変異 lox71挿入用ベクターは､以前より使

用しているb/asticL.dt'nR発現カセット(CAGlox71bsr)にセントロメア配列 (ア

ルフォイ ドx配列)､またはzxDA遺伝子上流の非アルフォイ ド配列を相同部

9



分として組込み作製した (図4).また､ミニ染色体へ導入する BACはneoR

遺伝子を含んでいるので､ミニ染色体テロメア側にある薬剤耐性遺伝 千(neon

遺伝 f･)をzeocL'nR遺伝子へ変更するためのtelomeretargetingvectorも新たに

作製した｡(図4)

nottoscale

forteJomereLargeti-1g/truncaljon rorhomoLogousrecombimltion

pAbsR/ox71GAG ZXDA

PAZNRPGKZXDA

CEX CAG Iox71bsR

PBSKSll

bsF7 Jox77CAG

ctX bsR Jox71CAG aX

PBSKSll

forgeneinsertionpAneof71ox66
hHPRT187･66(155kb) PB●b8▲Cll

図4 ミニ染色体改変用プラスミドおよび挿入用BAG

1-2ミニ染色体の改変

1-1で作製した相同組換え用ベクタ-を用い､ミニ染色体の各部位へ

CAGlox71bsrカセットをそれぞれ挿入 した改変ミニ染色体を作製した｡同

時に､テロメア側 (短腕側)を 1-1で作製した LelomereLargetingvecLor

を用いてZeoc〟7耐性遺伝 子へ変更した｡ (図5:改変ミニ染色体,図6:

作製法)

'aAl'2･7/T,bi, ZXDA Is.atkei･ite .xz._1.8Mb :0;iORSCa'e

TEL <コ･⊂ } {コm TEL

pAbsF7 CAG

FA3RSBzeo(2.7Mb)
ZXDA

pAZeoF7PGK

FA3euc-zeo(2.7Mb)ZXDA
pAZeoFTPGK

a7-6zeo(0.85Mb)
ZXDA

pAZeoRPGK

クq:⊃･-亡コbsFT/ox77CAG

HygF7

･{ = E H =>
bsRlox71CAG

r コ{=コ⊂コ▲皿
CAGIox77bsR

図5 改変ミニ染色体
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A こテロメア側挿入用ミニ染色体 (laAL)

lKNFA3

T･■●t●Hrl●
一Okb DXZl_18Mb HygR

ン′ D 咋=> TEL

pAIW J7CAW

X
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laA l ,0.,, I,DA n ･t: 'h .XZH .Mb ～,gR

く = H コ 一m

pA bsR CAG

B:セントロメア内挿入用ミニ染色体 (FA3RSBzeo)
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叩te"ne nottO●C+le
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× ×
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C:中間領域挿入用ミニ染色体 (FA3euc-zeo)

ZXDA
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Jn b DXZl_1.8Mb HygR
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D:短縮セントロメア内挿入用ミニ染色体 (α7-6zeo)
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図6 作製法 (ミニ染色体改変法)
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ト3改変ミニ染色体への BAC導入

1-2で作製した改変ミニ染色体へ遺伝子発現ユニットを含むBAC(HPRT

BAC66D2,F9BAC66D2)をCre/変異lox系を利用して導入した (図7)｡そ

れぞれのBACをCre発現ベクターと共に､電気穿孔法 (750V,25JJF,200E2)

にて改変ミニ染色体を保持しているDT40細胞へ導入し､G418耐性クローン

について､PCR,FISH.PFGE法を用い､完全でかつ正確な導入について確認し

た｡HPRTBAC66D2(約 170kb)を用いた場合の挿入効率は､約75%､

F9BAC66D2(約 180kb)を用いた場合の挿入効率は､約 70%で､改変ミニ染

色体による導入効率の差は認められなかった｡

laAl,FA3RSBzeo,FA3euc-leo,cL7-6zeo
nottoscale

bsR GAG ZXDA y･181etlhe DXZ1-1.8Mb HygR

TEL<コ⊂ :トm W TELIox77
HygR

グll.ll.･.･.ロー【=====⊃⊂コ ･←⊂=⊂ H = >

bsF7Jox77Ĉ G

胃 道 - - = ≦ ≒ - -

pAZeoRPGK

hHPRT187･66

(155kb) /ox66 neoFIpA

CAG/ox77bsR

図7 改変ミニ染色体へのBAC挿入 (HPRTBAC66D2)

2)BAC導入ミニ染色体における遺伝子発現と安定性

改変ミニ染色体のテロメア側､セントロメア両､中間領域のそれぞれの領

域に挿入された BAC内遺伝子 (FIPIU)の発現について検討したO

定量 pcRによりそれぞれのミニ染色体クロ-ン (DT40細胞)間の発現比

較を行ったところ､テロメア側にBACを挿入したミニ染色体クローンのヒト

FIP々 γ遺伝 子発現を 100とした場合､セントロメア側挿入クローンでは83(平

均値)､中間領域挿入クローンでは 122(平均値)であった (図8)｡また､内

在性 FIPRT遺伝 f発現量に対する､ヒトHP々 71遺伝 F発現量は約 15%であっ

た｡

細胞核あたりのミニ染色体のコピー数は､ 1コピー (約70%)または2コ

ピー (約 30%)であった｡細胞分裂に伴うミニ染色体の喪失率は､約0.1%で

あった (α7-6zeoを除く)060日培養後の喪失率も､大きな変化は認められな

かった｡
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図8 各ミニ染色体におけるヒト〟PRT遺伝子発現

3.まとめ

木研究により､top-downアプローチにより作製されたヒトミニ染色体を染色

体ベクターとして使用するため､ヒトミニ染色体のいろいろな領域に遺伝子全

体を含む巨人な DNAを効率よく挿入 ･改変 ･操作できる系が構築できた｡こ

の系を用いて､ 一つの (または数個の)遺伝子全体を含むゲノムDNAをもつ

種々のパターンの人工染色体作製が可能となり､広く応用できると考えられる｡

BACのような巨大な DNAを染色体に挿入する場合､劇的なpositioneFfectは

認められず､安定的遺伝子発現に有効であると考えられたが､いくつかの課題

も判別した｡ 1)長期培養下 (6ケ月以上)での遺伝子発現における､ヘテロ

クロマチン化等の影響､2)t'nvivoにおける安定的発現のための､最適な挿入

領域の存在の有無､3)ヒトへ応用する場合の効果的な染色体導入法､などで

ある｡

より実用的な染色体ベクターの構築へ向け､これら課題の解決が必要である

と考えられる｡
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