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学 位 論 文 要 旨 

 

Bi-HAC vector system towards gene and cell therapy 

（遺伝子および細胞治療に向けたbi-HACベクターシステム） 

 

 従来のウイルスベクター、BAC/PACベクター等を用いた遺伝子導入法では、宿主染色体に

遺伝子が挿入されることが知られており、遺伝子治療を行う上で細胞のがん化の危険性が

懸念される。ヒト人工染色体（HAC）ベクターは宿主染色体とは独立に維持され導入遺伝子

は安定かつ長期間発現する利点がある。HACベクターの作製法は大きく分けて、ヒト染色体

をベースに染色体改変を行う‘トップダウン法’とセントロメア配列を含むベクター導入

により作製する‘ボトムアップ法’がある。本論文では、ヒト培養細胞で安定に保持され

るトップダウン法により作製されたヒト21番染色体ベースの人工染色体ベクター（21HAC）

とボトムアップ法により作製された任意に除去可能なヒト人工染色体ベクター（tet-O 

HAC）を組み合わせた新規遺伝子発現を開発した。将来的には21HACベクターを遺伝子治療

用に、tet-O HACベクターを細胞リプログラミング用に応用することで、宿主染色体非挿入

の遺伝子治療が期待される。 

 

方 法 

 異なる2種類のヒト人工染色体ベクターにそれぞれ蛍光遺伝子を搭載する。部位特異的組

み換え機構Cre/loxP recombinationを用いて、CHO細胞内においてEGFP遺伝子を21HACへ、

DsRed遺伝子をtet-O HACへそれぞれvector transfectionを行い搭載した。PCR解析および

FISH解析にて蛍光遺伝子がそれぞれHACベクターに搭載されていることを確認した後に、微

小核細胞融合法を用いてヒトHT1080細胞へそれぞれのHACベクターを導入した。また、2タ

イプのHACベクターを保持するHT1080細胞からtet-O HACベクターの除去誘導を行った。 

 

結 果 

 PCR法により作製したEGFP遺伝子およびDsRed遺伝子が21HACおよびtet-O HACベクターに

それぞれ搭載されていることを確認した（部位特異的組み換えによる遺伝子搭載確認）。

さらに、FISH法によりそれぞれのHACベクターに蛍光遺伝子が搭載されていることを視覚的

に確認した。微小核融合法によるHACベクター導入実験では、薬剤耐性コロニーが得られ2

種類のHACベクターが保持されていることがFISH解析により確認できた。Tet-O HACベクタ
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ーはセントロメア配列にtet-operator配列を含んでおり、テットリプレッサー遺伝子導入

によりセントロメア機能を調節できる。テットリプレッサーtTS遺伝子導入後、FACS解析お

よびFISH解析によりtet-O HACベクターが高効率で除去されていることを確認した。 

 

考 察 

 Tet-O HAC除去誘導に用いたテットリプレッサー遺伝子tTS導入には、プラスミドベクタ

ー、レトロウイルスベクター、センダイウイルスベクターをそれぞれ用いて実験を行った。 

その結果、センダイウイルスベクターによるtTS導入時に最も高効率でtet-O HACが除去

可能であることが確認された。これは、遺伝子発現レベルに起因すると考えられ、センダ

イウイルスによるtTS遺伝子導入時の発現が最も高いことを示唆している。 

 

結 論 

 本研究では、ヒト人工染色体ベクターを用いて宿主染色体非挿入型の遺伝子発現系の構

築を行った。これまでに、作製法の異なる2種類の人工染色体ベクターを同一細胞に導入し

た例はなく、安定なトップダウンHACと除去可能ボトムアップHACを用いた遺伝子発現系は

非常にユニークであり、搭載遺伝子の組み合わせによって遺伝子発現解析ツールとなり、

治療用遺伝子、リプログラミング遺伝子を搭載することで従来にはない治療用ツールにな

ると期待される。 
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