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緒 言 

 
近年、次世代シーケンスやマイクロアレイ技術の発達により、数多くの悪性腫瘍の遺伝子異常の全体像が解明され、

遺伝子変異・コピー数異常・融合遺伝子などの多数の新規異常が同定されてきた［1］。しかし、このように同定された

新規異常の生物学的な役割や機能の検証は非常に時間を要するものであり、その多くについては未だ不明なままである。

さらに、コピー数異常では、該当領域に複数の遺伝子が含まれるために、遺伝子解析のみでドライバー遺伝子を同定す

ることは困難である。そのため、遺伝子解析により同定された新規の異常の腫瘍化における役割をハイスループットに

解析する方法が望まれている。 
成人T細胞白血病リンパ腫（adult T-cell leukemia / lymphoma：ATL）はHTLV-1ウイルス感染を原因とするリン

パ系腫瘍のひとつであり、日本では約120万人のHTLV-1キャリアが存在し、毎年1,000人以上がATLにより死亡し

ている。そのため、本疾患の病態の解明および治療方法の改善はわが国で取り組むべき重要な課題である。我々は世界

に先駆けて 400 例を超える ATL 患者で、全エクソン解析・全ゲノム解析による変異解析、RNA シーケンスによる融

合遺伝子解析、SNP アレイによるコピー数解析を含む包括的な遺伝子解析を行い、ATLにおける遺伝子異常の全体像

を明らかにしてきた［2，3］。その結果、50個の遺伝子変異、26個のコピー数増加領域、50個のコピー数減少領域が

有意に認められることが明らかとなった。しかし、これらの変異を認める遺伝子やコピー数異常領域に含まれる遺伝子

の造血器腫瘍発症における機能的役割はほとんど解明されておらず、革新的治療へのボトルネックとなっている。 
近年、遺伝子の機能異常を調べる方法として、ゲノム編集技術であるCRISPR-Cas9 sgRNA ライブラリーが注目さ

れている。この方法は、従来の shRNAの場合と比較して、ゲノム自体に挿入・欠失を導入して、遺伝子機能を永久的

にノックアウトできる点や、発現カセットに内在されているバーコードのみでなく、ゲノム自体をシークエンスするこ

とにより対象の遺伝子が実際にノックアウトされているかを検証可能な点で非常に優れている。これまでの CRISPR-
Cas9 sgRNAライブラリーを用いたがん研究の多くは、数千から数万の遺伝子を標的とするライブラリーを用いて、in 
vitro における細胞株の増殖などを評価して行われてきた。しかし、この方法では遺伝子あたりの sgRNA 数の少なさ

に起因する実験精度の低さや、in vivoにおける重要性を評価不能という問題点があった。そこで我々は、ATLを中心

にリンパ腫症例で新規に同定した遺伝子異常で、機能が不明なものに限定し、さらにCas9を恒常的に発現するマウス

の造血細胞を用いた骨髄移植の系を用いることにより、リンパ腫に関連する多数の遺伝子異常の機能的役割を個体レベ

ルでハイスループットに解析可能な方法を開発し、検証することを目的とした。 
我々はまずリンパ腫症例で実際に認められる遺伝子異常のうち、造血器腫瘍における機能が不明で、かつ異常が機能

喪失を引き起こすと予想される80遺伝子について、12個ずつの sgRNAを含んだ sgRNA ライブラリーを作製した。

さらにこのライブラリーをレンチウイルスによってCas9を恒常的に発現するマウスから純化した造血幹前駆細胞分画

に導入し、致死量の放射線を照射した同系マウスに骨髄移植を行うことで、造血細胞のみに遺伝子異常を導入する系を

確立した。この手法によって、マウス個体で造血器腫瘍が高確率に発症し、腫瘍細胞のゲノム解析を行うことで発症に

寄与した sgRNAを抽出することが可能であり、実際の症例で認められる遺伝子異常のうち、特に個体レベルで造血器

腫瘍の発症・維持に重要な役割を果たしている異常を抽出するための基盤を構築することができた。 
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方法および結果 

 
1． リンパ腫関連CRISPR-Cas9 sgRNAライブラリーの作製 
まず、我々がATLをはじめとするさまざまなリンパ腫で新規に同定した遺伝子異常の中から in vivoにおける腫瘍化

への役割が不明で、かつ機能喪失を引き起こすと予想される80遺伝子について、標的とするsgRNAを12個ずつ設計

し、これらを 2 プールに分割したレンチウイルスライブラリーを Gibson Assembly 法を用いて構築した。作製した

sgRNA ライブラリーについて、sgRNA 配列部位をPCR 増幅し、次世代シークエンサーを用いて各 sgRNAの含まれ

ている割合を解析したところ、90/10パーセンタイル比が2.12という結果であり、それぞれのsgRNAが偏りなく含ま

れていることが確認できた。 
2． リンパ腫関連 sgRNAライブラリーによる造血器腫瘍の発症 

1. で作製した sgRNA ライブラリーを tagRFP 蛍光タンパクでラベルしたレンチウイルスによりCas9-GFP を恒常

的に発現しているマウスから純化した造血幹前駆細胞に導入し、5,000 個の感染細胞を 1×105 個の正常骨髄細胞とと

もに致死量放射線を照射した同系マウスに骨髄移植を行い、造血細胞のみに遺伝子異常を導入する系を確立した。1カ

月後の末梢血解析により感染細胞の生着を確認し、以後は末梢血のキメリズム解析および超音波検査による脾腫の評価

にて経過観察を行った。すると3カ月後頃より、末梢血中の白血球増加を示す個体や、著明な脾腫を認める個体（図1）
などが出現しはじめ、最終的に図2に示す通り、リンパ腫関連 sgRNAライブラリーを導入した細胞の移植を受けたマ

ウスがほぼ全匹死亡した。一方でコントロールとしての sgRNAを含まない空のウイルスベクターを導入したマウスで

は同時期における死亡は全く認められなかったことから、sgRNA ライブラリー由来の遺伝子異常がマウス個体に何ら

かの疾患を引き起こしているものと考えられた。 
 

 
図1．造血器腫瘍を発症したマウスの脾臓 

悪性リンパ腫関連 sgRNA ライブラリーを導入した細胞を骨髄移植したマウスの 16 週間後の腹

部超音波解析。著明に腫大した脾臓が認められた。 
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図2．sgRNAライブラリーによるマウスの生存期間の短縮 
sgRNAライブラリー（Library）もしくは空ベクター（Empty）を導入した細胞を骨髄移植したマウスの生存解析。 
sgRNAライブラリーによる有意な生存期間の短縮が認められた。 

 
この生存解析の結果をもとに、明らかに末梢血における血算値の異常や、脾腫を呈した衰弱したマウスについて、形

態学的、免疫学的表現型解析を行ったところ、白血病や悪性リンパ腫など、さまざまな種類の造血器腫瘍を発症してお

り、これが生存期間の短縮に寄与していると考えられた。図3に腫瘍細胞を用いたフローサイトメトリー解析の結果を

示す。 

 
図3．sgRNAライブラリーによって発症したマウス造血器腫瘍のフローサイトメトリー解析 

a）移植後83日目に急性骨髄性白血病で死亡したマウスの骨髄細胞解析。骨髄球系マーカーを発現している。 
b）移植後105日目に悪性リンパ腫で死亡したマウスの胸腺細胞解析。T細胞マーカーであるCD8を発現している。 

 
さらに、これらの造血器腫瘍を発症したマウス5匹の腫瘍細胞からゲノムDNAを抽出し、1.で示した方法で腫瘍細

胞中に濃縮されている sgRNA の同定を試みた。その結果、図 4 に示す通り、それぞれの腫瘍に複数（2～8 種類）の

sgRNAが導入されたクローンが拡大していることが明らかとなった。最も多く検出された対象遺伝子はTrp53であり、

その他にもCebpaやKmt2d、Socs1、Btg1、Lmcd1に対する sgRNAが複数のマウスで認められた。 
 

a 

b 
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図4．腫瘍細胞で濃縮されていた sgRNAの同定 

造血器腫瘍を発症したマウスから腫瘍細胞からゲノム DNA を抽出し、sgRNA 配列

部位をPCR 増幅しシークエンスすることによって、濃縮されている sgRNA を同定

した。最も高頻度に含まれていた対象遺伝子はTrp53であった。 
 

考 察 

 
遺伝子異常の個体における生物学的な役割の解明にはこれまで個々の遺伝子を対象としたノックアウトマウスやノ

ックインマウスを作製し、解析することに依存してきたが、この方法では非常に多くの費用面、時間面のコストを要し、

次世代シークエンサーの普及に伴って急速に理解が進んでいる疾患ゲノム情報にまったく追いついていないのが現状

である。そこで我々はゲノム編集技術を個体にもスクリーニングの方法として用いることで、実際に造血器腫瘍症例で

認められる遺伝子異常について、一度に多数の遺伝子を対象とする機能喪失スクリーニングをin vivoで行うことを可能

とした。特に、個体レベルで造血器腫瘍が非常に高確率で発症したことからも、全ゲノムを対象としたスクリーニング

法よりも臨床的、生物学的に重要性の高い遺伝子について、より重点的に解析することが可能な実験系であると考えら

れる。さらに本手法ではウイルス量の調整によって導入するsgRNA数もコントロールできるため、腫瘍発症における

遺伝子異常の機能的な組み合わせについても検討することが可能である。 
この研究によって遺伝子解析で明らかとなった遺伝子異常のドライバーとしての役割が明らかとなることで、遺伝子

異常に基づいた造血器腫瘍発症の分子病態の理解が可能となる。さらに、このようなドライバー遺伝子自体やその経路

を標的とした創薬への展開や、これらの遺伝子異常の診断や予後予測への応用などが期待される。さらに、本方法によ

り作製されるマウスは、患者で認められる遺伝子異常を再現したリンパ腫モデルであるため、特定のドライバー遺伝子

を標的とした研究やその応用のみならず、未知の薬剤のスクリーニングや治療効果予測などにも利用できると期待され、

さらに研究を進めている。 
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