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III（PI4K）遺伝子に変異を導入すると、
ウイルス感染抵抗性を獲得することが報告
され、これを組み換え蛋白質で行うことが可
能になれば、肝炎ウイルス感染抵抗性を付与
された細胞による肝再生療法の可能性が広
がり、肝臓移植しか治療法のない患者に細胞
移植という新しい治療法を提供できる可能
性が広がる。近年、人工制限酵素技術が革新
的に進歩し、効率良くゲノム変異を導入でき
るようになった。第一世代の人工制限酵素は
zinc-finger nuclease（ZFN）で、転写因子
がゲノム DNA を認識するモヂュールと、２量
体を形成して初めてエンドヌクレアーゼ作
用を示す FokI を組み合わせた分子として開
発された。ゲノム二重鎖 DNA のそれぞれの配
列を認識する ZFN を作成し、二者の複合体を
形成させることで、FokI 作用を誘導するため、
ゲノム部位選択的に DNA を切断できる。その
後、第二世代として Zinc finger の代わりに
TALEN （ transcription activator-like 
effectors）が使用されるようになり、DNA 認
識部位のデザインおよび構築が格段に行い
易くなった。さらに第三世代の人口制限酵素
と し て 、 CRISPR (Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeat)が
開発された。CRISPR-Cas9 はゲノム DNA を認
識するガイド RNAを介してエンドヌクレアー
ゼ活性が作用する。 
 以上を背景に、本課題では、NTP を付加し
た HNF 組み替え蛋白質を用いて、肝臓細胞へ
の分化誘導法を確立するとともに、NTP と
TALEN を融合させることで、PI4K遺伝子の
破壊を試みる。平行して、CRISPR-Cas9 と NTP
との融合の可能性も検証する。 
 
B．研究方法 

a. ヒト間葉系幹細胞からの肝臓細胞への分
化誘導：ヒト骨髄由来間葉系幹細胞 96well 
collagen coating plate に 2x104 cells/cm2

となるように播種し、1 日間葉系幹細胞専用
培地にて Preculture する。翌日 EGF,b-FGF
を含んだ Starvation 培地に交換し更に 1 日
間培養を行う。翌日より 7 日間、1 次分化培
地として HGF, b-FGF, nicotinamide を含ん
だ培地に交換し培養を継続する。この 1次分
化培地での培養期間の 1 日目、3 日目、5 日
目において NTP付加型蛋白質を規定量添加す
る。 

 NTP付加型蛋白質はN末側にタグが付属さ
れている。タグ配列と ORF 配列の間に TEV 
protease 認識配列を組み込んでいるため細
胞内に導入後、NTP-TEV を用いタグ配列を切
断することで蛋白質の作用を最大にしてい
る。 

 NTP-TEV は細胞内導入後 24 時間にわたり
機能が持続する為,添加プロトコールとして
NTP付加型蛋白質を培地に添加後3時間で細
胞をリンスし、NTP-TEV を 3 倍モル比添加す
る。NTP-TEV を添加 3時間後にリンスし、更
に複数回 NTP 付加型蛋白質を添加する。この
操作を 1次分化培地で刺激している間、隔日
3 回の投与を行った。1 次分化培地で 7 日間
培養後、DEX, ITS(Insulin/transferrin/ 
selenium), Oncostatin M を含んだ 2次分化
培地に交換しさらに 7 日間培養を継続する。
2次分化培地で7日間培養後細胞からRNAを
取り、cDNA に逆転写したのち、qPCR にて種々
の肝臓分化マーカーの mRNA 発現量を肝分化
の指標として解析した。 

 
b. NTP を用いたゲノム編集技術の確立：
hPI4Ka 遺伝子には alternative splicing に
よって long form と short form の 2 種類の
mRNA が転写される。ウイルス感染に関与す
る long form を破壊するため、エクソン
31(Ex. 31)を標的とした人工制限酵素を構
築した。近年、シングルモジュールによる新
規 TALEN（compact TALEN）が、開発された。
このシステムでは、エンドヌクレアーゼとし
て I-Tevl が使用されており、このヌクレア
ーゼドメインと DNA 認識ドメインを含む分
子を NTP 付加型タンパク質として発現させ
た(NTP 付加型 C-TALEN)。大腸菌の発現シス
テムを用いてNTP付加型C-TALENタンパク質
を精製した。この NTP 付加型 C-TALEN タンパ
ク質の機能を確認する為 PGEM-T Easy 
Vector に TALE の DNA 認識配列、I-Tev1 ヌク
レアーゼCleavage Siteを含んだ領域をクロ
ーニングした(PGEM-T Easy hPI4KA Ex31 
region)。Cleavage 効率を確認する為、この
確認用PlasmidをSca1によってLinearにし
たものを使用した。Linear plasmid500ng に
対して精製タンパク質を2ul添加し37Cにて
90min 反応後電気泳動にて確認した。コント
ロールとしてNTPを付加しないC-TALENタン
パク質も作成した。 
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C．研究結果 
a. ヒト骨髄由来間葉系幹細胞(hBMMSCs)か
ら肝臓細胞への分化誘導：NTP 付加型
HNF3B,HNF4A の同時添加プロトコールにおい
て 2 つ の 条 件 下 (3  nM/3 回 添 加
/1day/3days)(10 nM/2 回添加/day/3days)
で肝臓分化の指標である種々の mRNA 発現量
の増加を認めた。 
b. NTP を用いたゲノム編集技術の確立： 
同条件にて Cleavage 活性を検討したところ
NTP 付加型 C-TALEN も NTP を付加していない
ものと遜色なく Cleavage 活性を示すことが
確認された。また qPCR においても Cleavage
活性を検討し、こちらも同様に NTP 付加型タ
ンパク質で Cleavage 活性を認めることがで
きた。 
 今回精製した NTP-PI4KA Ex. 31 cTALEN は
類似した同遺伝子の異なるゲノム部位であ
る Ex. 12 領域に対しては、ゲノム DNA の切
断を誘導しなかった。 
 
D．考察 
a. ヒト骨髄由来間葉系幹細胞(hBMMSCs)か
ら肝臓細胞への分化誘導：今回の実験系は
96Well Plate での Small Scale の実験であり
今後の動物実験、臨床展開を進めるうえでよ
り大きな Scale での分化誘導が求められる。
また今回は mRNA 発現量での検討である為、
実際免疫染色などで蛋白質レベルでの発現
を今後確認する。分化検討の Scale を拡充す
ることで NTP付加型タンパク質を大量に確保
する必要があり、現在大腸菌を用いて大量に
精製できる Protocol を確立している。NTP 付
加型タンパク質が潤沢に準備できるように
なれば、さらに添加 Dose を広く検討できよ
り効果の高い分化条件を見出せることが期
待される。今後は実際に NTP 付加型タンパク
質を用いて分化誘導を促進させた細胞を肝
障害モデルマウスに移植し、生着率、肝障害
の軽減の有無等を検討する 
b. NTP を用いたゲノム編集技術の確立：今回
大腸菌にて精製した NTP 付加型 PI4KA Ex. 31 
C-TALEN は Plasmid を用いた Cleavage assay
で特異的に切断できることが認められた。ま
た N末端側において NTP やタグなどの付加配
列を含んでいても Cleavage 効率に大きく差
は見られなかった。今後、この精製蛋白を細
胞に添加し、PI4KA Ex. 31 cleavage site に

おいて InDel(DNA の挿入や欠損)が確認され
るかどうかを検討する。細胞に添加する際、
N末端側の余剰配列がどのようにTALEN機能
を阻害するかは十分にわかっていない。万が
一、細胞内で NTP 付き蛋白質機能が発揮され
ない場合を考え、N末端側に TEV 認識サイト
を組み込んだ。その場合には、NTP-TEV を作
用させ、ゲノム DNA の切断効率を比較する予
定である。 
 
E．結論 
1. NTP 付加型 HNF3B,HNF4A の同時添加によ
り、hMSC からの肝臓細胞への分化誘導が促
進された。 
2. 次年度では、肝障害モデルマウスでの
NTP システムの有効性を検証する。 
3. TALEN は、NTP 付きの状態でも DNA 切断活
性を示した。 
4. 次年度では、Huh7.5 細胞を用いて、NTPy
付きc-TALENによるPI4KAノックアウトを試
みる。 
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