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【基本構想】 

本プロジェクトでは、独自の iPS 細胞ゲノム構築技術群や大規模ゲノム改変技術を活用し、創薬分野で

の革新的イノベーションを生み出すプラットフォーム技術の開発と、高付加価値な疾患モデル細胞リソー

スの構築を推進しています。具体的には、現代人の健康寿命を脅かすがん領域において、膨大な変異遺伝

子発現 iPS 細胞コレクションと細胞評価自動化システム、独自のバーコード識別解析系を融合させ、遺伝

的背景のノイズなしに病態化メカニズムを深く理解できる環境を整備しています。さらに、公的規制研究

機関との連携によるゲノム品質評価基準の策定や、国内外のトップ研究機関との共同研究を通じた神経変

性・脳神経系疾患、糖尿病等の病態解明、宿主細胞内で長鎖 DNA の合成から高効率回収までを完結させる

革新的なゲノム構築技術の開発を担っています。これらの研究リソースを最大限活用し、がん治療や再生

医療の基盤となり得る国内外の研究機関や企業との連携を拡げ、神奈川県における創薬研究開発支援の拠

点形成に資することを目指しています。

1. 2025年度の研究目的

前年度までに構築した技術基盤や各種ライブラリーな

どの独自創薬研究リソースを実用的な病態検証および応

用展開のフェーズへと移行させ、国内外における共同研究

の本格化を見据え、各研究項目について以下のように目標

を設定して研究を実施した。 

研究項目A：がんモデルiPS細胞ライブラリーの開発とそ

の活用 

がんは複数の遺伝子変異の蓄積によって進行する「遺伝

子の病気」であり、臨床現場における抗がん剤抵抗性の獲

得や腫瘍の再拡大は、これら複数変異の相乗効果が深く関

与している。当グループでは、これまで培ってきたヒトゲ

ノム構築技術を活用し、がん臓器で高頻度にみられる290

種類のがん遺伝子を変異型として人工的に発現誘導でき

るヒトiPS細胞の実験系（プラズミドライブラリーおよび

細胞株）を前年度までに開発してきた。2025年度は、この

独自の創薬研究技術基盤を活用するため、以下の3つの具

体的な目標を設定した。

変異遺伝子発現iPS細胞を活用した遺伝性腫瘍症候群に

対する創薬基盤研究 遺伝性腫瘍症候群における若年がん

化の遺伝子メカニズムを理解することは、効果的な予防法

や新薬開発の基盤として重要である。しかし、従来の患者

由来iPS細胞を用いたアプローチでは、個々人の遺伝的背

景に由来するノイズが大きく、特定の遺伝子変異が腫瘍形

成へ及ぼす直接的な影響を正確に見極めることが困難で

あった。本年度は、当グループが保有する発現誘導型がん

モデルiPS細胞が健常者由来であることの優位性を活かし、

同症候群の原因とされる遺伝子変異による幹細胞分化抵

抗性を検証することとした。

遺伝子変異による抗がん剤抵抗性の評価研究 がん治療

における最大の障壁である抗がん剤抵抗性と遺伝子変異

の間の因果関係データを網羅的に取得するため、前年度ま

でに構築した変異体発現iPS細胞群と多種類の抗がん剤を

組み合わせた大規模な細胞機能解析（生存・死滅プロファ

イリング）の開始を計画した。本年度は、この膨大な組み

合わせ評価をハイスループット化するため、細胞自動評価

システムの運用に加えて、同一ウェル内で多種類の変異発

現細胞を同時に培養・解析できるDNAバーコードシステ

ムの導入を目標とした。

iPS細胞のゲノム品質評価基準の開発 当グループの開

発してきた変異遺伝子発現誘導系は、がん発症の理解のみ

ならず、再生細胞医療製品の安全性・ゲノム品質評価基準

を策定する上でも有用である。本年度は、国立医薬品食品

衛生研究所（国衛研）とのAMED共同研究プロジェクトの

もとで薬剤誘導後の細胞評価系を共同で推し進めるため、

まずは評価用細胞株の提供を進めることとした。並行して、

実際の細胞培養下において自然発生しやすい特定の変異

を網羅的に選定し、これらをあらかじめゲノム内へ導入し

た新規の品質評価用iPS細胞ライブラリーを構築すること

を目標とした。 

研究項目B：各種疾患モデルiPS細胞の応用性検証 

1細胞あたり2コピー存在する遺伝子のうち、一方のアリル

のみに効率よく変異を導入するアリル特異的ゲノム改変

技術（asUKiS）は、本事業で既に確立済みである1。asUKiS

法は、一方のアリルの変異のみで発症する様々な顕性疾患

（神経変性疾患など）を模倣するiPS細胞の作成において

高い汎用性と優位性をもつ。2025年度は、asUKiS法を基盤

に、国内外のトップ研究機関との多角的な共同研究を本格

化させ、技術の応用性を広く実証することを目的とした。 

研究項目C：ゲノム構築による感染症対策技術の開発 



本研究開始当初に計画していたウイルスゲノムの合成

法開発は研究リソースの集中と選択のために一時中断し

ているが、ウイルスゲノム合成以外にも多くの用途に活用

できるゲノム構築基盤技術の開発は続けている。 

国際的にも多くの研究室が使っている長鎖DNA合成法

では、酵母と大腸菌といった２種類の宿主細胞を使うが、

そのために長鎖DNAの回収率が大きく低下する課題があ

った。2025年度は、単一の細菌宿主内で長鎖DNAの相同組

換えによる「合成」から「直接かつ大量の回収」までをシ

ームレスに完結できる、枯草菌を宿主とした新規の形質転

換アプローチの確立を目指した。 

2. 2025年度の研究成果

2025年度は国内外の研究機関との共同研究を本格化さ

せると共に、グループ内では具体的な病態解明や創薬スク

リーニング、ゲノム品質評価基準の策定において研究を強

力に推進した。研究成果の詳細は、倉澤氏や赤瀬氏からの

報告に譲り、ここではその特筆すべき内容だけを述べる。 

研究項目A：がんモデルiPS細胞ライブラリーの開発とそ

の活用

2024年度は薬剤による発現誘導型プロモーターを用い

て、がん臓器で高頻度にみられる290種類のがん遺伝子を

安定発現するプラズミドライブラリーを完成させると共

に、それらプラズミドをゲノム導入したiPS細胞株を樹立

した。2025年度は、これら研究リソースを活用し、以下の

3つの研究を本格的に展開した。 

・変異遺伝子発現iPS細胞を活用した遺伝性腫瘍症候群に

対する創薬基盤研究 特定の遺伝性腫瘍症候群では、若年

期に高い頻度で各種の腫瘍（副腎皮質がん、乳がん、中枢

神経系腫瘍、骨肉腫、軟部肉腫など）を発症することが知

られている。その原因遺伝子として特定のガン抑制遺伝子

変異が関与しているとされている。個々の変異の影響や、

他遺伝子変異との相乗効果を理解する上で、患者由来iPS

細胞を用いた従来研究では遺伝的背景のノイズから検証

が困難であった。本年度、当グループが作製した健常者由

来iPS細胞をベースとする変異型遺伝子発現iPS細胞を用

いて、同症候群における特定の腫瘍形成（骨芽細胞のがん

化など）メカニズムの解明に着手した。外部研究機関との

連携（殿町・羽田地域内連携）のもと、iPS細胞から骨芽細

胞への分化プロトコールを導入および最適化を進めてい

る。現在、がん抑制遺伝子の変異型を発現するiPS細胞株

を用いた分化実験を開始しており、次年度中の解析完了と

早期の論文投稿を目指す。

遺伝子変異による抗がん剤抵抗性の評価研究 がんモデル

iPS細胞コレクションの機能解析の一環として、抗がん剤

抵抗性を誘発する遺伝子変異の探索研究を開始した。同一

ゲノム背景を持つ20種類の変異体発現iPS細胞に対し、入

手した13種類の抗がん剤（承認済：8種、開発中：5種）を

作用させ、細胞生存・死滅プロファイリングの検証を進め

ている。本評価のハイスループット化にあたり、自動細胞

解析システムの活用に加え、変異発現プラズミドへ独自の

「DNAバーコード配列」を導入した。これにより、多種類

の変異発現細胞を同一ウェル内で混合培養（One-pot解析）

し、抗がん剤処理後に生存した細胞のバーコード領域を解

析することで、抵抗性を示す変異株を網羅的に同定するこ

とが可能となった。さらに本年度は、第三世代シーケンサ

ーを用いたバーコード識別用のバイオインフォマティク

ス解析系も確立した。本システムを用いて特定の抗がん剤

に対する抵抗性スクリーニングを試行した結果、特定の抗

がん剤に対して4種類のTP53遺伝子変異が有意な抵抗性

を示すことを見出した。

iPS細胞のゲノム品質評価基準の開発 国立医薬品食品衛

生研究所（再生・細胞医療製品部：国衛研）とのAMED共

同研究プロジェクトのもと、iPS細胞培養過程で自然発生

する遺伝子変異の影響評価を進めた。国衛研における薬剤

誘導後の細胞評価系確立に向け、昨年度作製したTP53変

異体を単独発現するiPS細胞株（20株）を提供した。並行

して、自然発生頻度が高い特定の変異体上位15種（がん関

連変異3種、機能不明変異12種）を選定し、これらをLanding

Padへ導入した新規iPS細胞ライブラリーの構築も完了し

た。現在、薬剤による発現誘導の確認実験を行っており、

確認され次第、国衛研へサンプルを提供して品質評価基準

の策定を推進する。

研究項目B：各種疾患モデルiPS細胞の応用性検証 

当グループが確立したアリル特異的ゲノム改変技術

（asUKiS）を基盤に、国内外の研究機関との多角的な共同

研究を展開し、大規模ゲノム改変技術の有用性を実証した。 

神経変性・脳神経系疾患モデルを用いた共同研究 国内大

学との共同研究である、ハンチントン病（HD）モデルiPS

細胞を用いた創薬研究については、現在共同研究先にて論

文発表に必要な最終データの収集が進んでいる。また、新

規の共同研究提案に基づき、特定の脳神経系疾患（てんか

ん性脳症等）のモデルiPS細胞の作製を完了して共同研究

先への送付を終えた。さらに、特殊なゲノム高次構造形成

が関与する疾患のモデルiPS細胞株についても、現在作製

を進めており、26年度夏の送付を予定している。 

国際共同研究の展開 米国大学との間で、当グループの大

規模ゲノム改変技術を活用した国際共同研究を開始した。

マウスゲノム上に多数存在する特定の受容体遺伝子群を

対象とし、最も多くの遺伝子が含まれる上位8箇所のクラ

スターをマウスES細胞内で段階的に欠損させる。本年度

は、これら8クラスターをそれぞれ単独で欠損したES細胞

クローンの作製、増幅、および凍結保存を完了した。次年

度はこれらの細胞を同大学へ提供し、個体マウスの作製お

よび脳神経系への影響評価（遺伝子発現に関する仮説検証）

を開始するとともに、多重欠損細胞の作製へと進める。

その他の新規共同研究の展開 次年度より国内の医療機

関・大学との共同研究を開始する。糖尿病におけるインス

リン分泌不全メカニズムを解明するため、特定の受容体遺

伝子を欠損したマウス細胞を当グループで構築し、先方が

機能評価を行う。

当グループの大規模ゲノム改変技術の優位性が国内外

で広く認知されつつあり、共同研究ネットワークは確実に



拡大している。今後も積極的な情報発信を継続し、インパ

クトの高い研究成果創出を目指す。

研究項目C：ゲノム構築による感染症対策技術の開発 

従来の長鎖DNA合成技術において広く用いられてきた

出芽酵母によるギャップリペア修飾法（GRC法）では、出

芽酵母内連結したDNAの回収効率が極めて低く、増幅の

ために大腸菌への再導入（形質転換）を要する多段階プロ

セスが大きなボトルネックであった。本年度、当グループ

はこれらの制限を打破すべく、単一の細菌宿主内で長鎖

DNAの「合成」と「直接かつ大量の回収」をシームレスに

行うことができる、枯草菌を宿主とした新規GRCシステム

を確立した。枯草菌の天然の形質転換機構では導入時に

DNA末端が消失しやすいという課題に対し、プロトプラ

スト形質転換法を導入・最適化することでこれを回避した。

さらに、ゲノム上の内因性recAプロモーターをキシロース

誘導型プロモーターへと置換した特殊な評価株を構築し

た。細胞増殖期に一時的にRecAを発現誘導させることで、

ゲノムの安定性を損なうことなく、相同組換え効率を劇的

に向上させるプロトコールを完成させた。

本システムの実証として、ヒトゲノム領域由来の断片を

含む最大 26.5 kb に及ぶ巨大プラスミドの単一ステップ合

成にも成功し、標準的なキットを用いてクリーンかつ大量

に DNA を直接回収できる優位性を実証した（図１）2。本

技術は、物理的剪断に極めて脆い長鎖ウイルスゲノム等の

直接調製プロセスを大幅に効率化するものであり、合成ゲ

ノミクス分野における汎用性の高い基盤技術である。

参考文献： 

（１）Kurasawa H, Matsuura Y, Yamane R, Ohno T, Aizawa

Y. Genes Genet Syst, 100, 10.1266/ggs.25-00016 (2025).

（２）Kaneko S, Nakahama M, Hashimoto H, Aizawa Y.

Journal of Biotechnology, 415, 130-134 (2026). 

図 1 ギャップリペア修飾法によるヒト MYC遺伝子部位のゲノ

ム断片連結。上段：DNA断片再構築を示す模式図。MYC遺伝子

領域をカバーする５つの DNA断片（W1-5）を、pGETS109由来

のプラズミドと相同組換えによって連結させる。下段：得られた

２種類のプラズミド（Aおよび B）に対する制限酵素切断評価。

期待する長さの DNA断片が検出されている。 



がんモデル iPS 細胞ライブラリの構築 

「次世代合成生物基盤」プロジェクト 

 倉澤 光

1. はじめに

(1-1) 背景

 がんは、細胞が複数の遺伝子変異を段階的に獲得するこ

とで発症・進行する多段階悪性化疾患である。がん関連遺

伝子のうち、変異によって細胞増殖、生存、浸潤・転移な

どを直接的に駆動するものは「ドライバー遺伝子」と呼ば

れる。臨床においては、同一の原発臓器由来のがんであっ

ても、保持するドライバー遺伝子の種類やその組み合わせ

の多様性（多様な共起変異）によって、腫瘍の生物学的特

性や治療応答性が大きく異なる。したがって、がんの本質

的な理解および精密医療（プレシジョン・メディシン）の

確立に向けては、個々のドライバー遺伝子変異が細胞表現

型に与える単独の影響のみならず、複数変異が共存した際

の相互作用（相乗効果や排他性）を体系的に検証すること

が不可欠である。 

近年、次世代シーケンサー（NGS）技術の飛躍的発展と 

The Cancer Genome Atlas (TCGA)1などの国際的な大規模

がんゲノムプロジェクトにより、がん種ごとの変異プロフ

ァイルや高頻度な共起・排他関係が網羅的にカタログ化さ

れてきた。これらゲノム解析から得られる情報は静的な

「変異の有無」の記述に留まり、各変異が細胞のシグナル

伝達や形質転換に果たす動的な機能的意義を直接的に証

明するものではない。特に、患者由来のがん組織や既存の

がん細胞株は、すでに無数の背景変異や染色体不安定性を

抱えているため、特定の変異がもつ影響や、変異間の相乗

効果を個別に切り分けて精密に解析することは極めて困

難である 。 

この課題を克服するアプローチのひとつとして我々は、

同一の遺伝的背景（アイソジェニックな背景）を持つ健常

者由来の人工多能性幹細胞（iPS 細胞）へ、変異したガン

ドライバー遺伝子を導入し、その表現型変化を直接比較す

る実験系を構築してきた。本プロジェクトでは、我々が培

ってきた高度なゲノム編集技術を駆使し、「がんモデルiPS

細胞ライブラリ」の構築を推進している。本ライブラリは、

単一の親 iPS 細胞株を出発材料として、そのゲノムの同一

遺伝子座にがんドライバー遺伝子発現カセットを単独、ま

たは多重に組み合わせて組み込んだアイソジェニックな

細胞株コレクションである。さらに、培地への薬剤添加に

よって任意のタイミングでがんドライバー遺伝子の発現

を誘導できるシステムを組み込んでいる。これにより、遺

伝的背景のばらつきやサイレンシングの影響を排除した

同一条件下において、変異単独の機能、および複数変異間

の相互作用を定量的かつ体系的に評価可能な基盤の創出

を目指している 。 

(1-2) 令和7年度末までの成果 

(1-2-1) ドライバー遺伝子の選定とライブラリ構築 

がんモデルiPS細胞ライブラリで発現させるガンドライ

バー遺伝子の選別から本プロジェクトは始まった。先行研

究２で同定された299種類のガンドライバー遺伝子を出発

点とし、主要ながん種において特に高頻度に変異が認めら

れる11種類のコアドライバー遺伝子を選定した。さらに、

米国国立がん研究所（NCI）が公開するデータベース

（Genomic Data Commons Data Portal）を詳細に解析し、

これら11遺伝子においてがん特異的に頻発している合計

290種類の変異遺伝子を対象とすることとした。 

その後、これらすべての変異ガンドライバー遺伝子の発

現プラズミドを設計及び構築した（表 1）。現在、PIK3CA 

（83 変異体）、KRAS（36 変異体）をはじめとする全 290

種類の変異体プラスミドがすべて利用可能な状態に整備

されている。 

表 1 全 290 種類のドライバー遺伝子ライブラリ。米国国立がん

研究所が公開している、がん組織における遺伝子変異のデータベ

ース（Genomic Data Commons Data Portal）を解析し、高頻度で観

察される変異体を作製した。 

(1-2-2) 薬剤誘導式 Landing pad 細胞株の作製 

ヒト細胞内でガンドライバー遺伝子変異体の機能を正

確に評価するには、各変異体をゲノム上の同一位置へ高効

率に導入し、発現タイミングと量を厳密に制御できる実験

系が必要である。そこで我々は、Clontech社のTet-Onシス

テムを利用し、ドキシサイクリン（Dox）により発現制御

可能な薬剤応答型プラットフォームを構築した。 

具体的には、まずiPS細胞のセーフハーバー遺伝子座へ、

CRISPRゲノム編集により外来遺伝子の受け皿となる

遺伝子名 作製した変異体数 

PIK3CA 83 

KRAS 36 

FBXW7 36 

NRAS 21 

HRAS 14 

IDH1 6 

NFE2L2 22 

BRAF 24 

ERBB2 14 

AKT1 4 

PIK3R1 30 



「Landing pad」カセットをノックインした（図1）。この

システムは特異的インテグラーゼによる配列特異的組換

えを利用するため、任意の変異体プラスミドを常にゲノム

上の同一位置へ、コピー数を制御して確実に挿入できる。 

次に、この株に対してDox誘導式プラスミドとインテグラ

ーゼ発現プラスミドを共導入し、正確なゲノム組み込みを

行った。本システムでは、培地へのDox添加によりDox応答

転写因子（rtTA等）がプロモーターを活性化し、下流のド

ライバー遺伝子発現を速やかに誘導できる設計となって

いるが、後述するように令和７年度では、この実験系のさ

らなる改良を実施することとなった。 

図 1 Dox 誘導型ドライバー遺伝子発現システムの作製工程。第

1 ステップでは、あるゲノム領域に対して、プロモーター・イン

テグラーゼ作用配列・ポリ A 付加配列を有するカセットを組み込

む。第 2 ステップでは、Dox 誘導式プラスミドおよびインテグラ

ーゼ発現プラスミドを細胞に導入することで、インテグラーゼ作

用配列間で DNA 鎖の交換反応が起き、Dox 誘導式プラスミドが

ゲノムに組み込まれる。Dox 誘導式プラスミドに搭載するドライ

バー遺伝子を変えることで、種々のドライバー遺伝子を発現する

iPS 細胞株を樹立することができる。 

2. 実験と結果

従来型Dox誘導カセットにおける発現応答性の評価

令和６年度末までに開発した「がんドライバー遺伝子ラ

イブラリ」および「Dox依存的にがんドライバー遺伝子を

発現誘導するプラットフォーム細胞株」を実際に運用する

にあたり、まず本発現システムの基本性能を評価した。具

体的には、赤色蛍光タンパク質（RFP）をレポーターとし

て用いて、従来型のDox応答プロモーター（Dox_p）カセッ

トにおけるDox応答性の定量的な検証を行った。

その結果、Dox 添加後に RFP 発現が明瞭に上昇する細胞

集団が認められた一方で、全体の約 50%を占める細胞では、

Dox添加後も十分な RFPの発現上昇が認められないという

現象が観察された（図 2） 。すなわち、同一の発現カセッ

トを遺伝子座特異的に導入したアイソジェニックな細胞

集団内においても、Dox に対して良好に応答する細胞と、

応答しにくい細胞が混在していることが明らかとなった 。 

図 2 従来型 Dox_p カセットにおける Dox 応答性のばらつき。

RFP をレポーターとして、従来型薬剤誘導カセットの Dox 応答

性をフローサイトメトリーにより評価し、RFP シグナル強度をヒ

ストグラムとして示した。Dox 添加後、RFP シグナル値 10⁴を閾

値とした場合、49.64%の細胞は RFP 陽性であった（緑色）。一方

で、50.20%の細胞では十分な RFP 発現上昇が認められなかった

（マゼンタ色）。この結果から、従来型カセットでは Dox に応答

する細胞と応答しにくい細胞がほぼ同程度の割合で混在してお

り、発現誘導の均一性に課題があることが明らかとなった。 

多数のドライバー遺伝子変異の機能を正確に比較評価

するためには、Dox 添加に応じて、可能な限り均一かつ再

現性よく目的遺伝子の発現を誘導できるシステムが求め

られる 。したがって、RFP レポーター実験で観察された

「Dox 非応答細胞の存在」は、本プラットフォームをがん

変異機能評価系として高精度化させるうえで、最優先で解

決すべき課題と考えられた 。 

不均一性の原因追究とインスレーター配列の導入 

この非応答性・不均一性が生じる原因として、Tet-Onシ

ステム自体の活性だけでなく、発現カセットが置かれたゲ

ノム上の局所的な環境（位置効果）が影響している可能性

が想定された 。具体的には、挿入部位周辺の局所的なク

ロマチン状態の閉鎖化、近傍のゲノム領域に存在する内因

性プロモーターとの干渉、あるいは外来発現カセットに対

する細胞固有のサイレンシング傾向などが原因となり、一

部の細胞でDox_pの転写活性化能が十分に発揮されていな

い可能性が考えられた 。 

この課題を解決するため、我々は「インスレーター配列」

の導入を試みた。インスレーター配列とは、遺伝子発現カ

セットの周囲に配置することで、近傍のゲノム配列やクロ

マチン状態からの構造的・転写的な影響を遮断する、いわ

ば「仕切り（境界エレメント）」の役割を果たすDNA配列

である 。そこで、Dox_pからRFPコード配列までを含む発

現カセットの両側にインスレーター配列を挿入した「改良

型カセット（改良型Dox誘導式プラスミド）」を新たに設

計・作製し、その効果を検証した（図3）。なお、本研究

で用いたインスレーター配列の具体的な種類や詳細につ

いては、知的財産および今後の発表の兼ね合いから、本報

告書での記載は控える 。 



図 3 改良型 Dox 誘導式プラスミドの構造。Dox_p から RFP コ

ード配列までを含む発現カセットの両側に、「仕切り」としての

機能を有するインスレーター配列（黒色・六角形）を導入してい

る。 

改良型カセットによるDox応答性の改善効果 

作製した改良型薬剤誘導プラスミドをLanding pad細胞

株に導入し、同様にDox添加によるRFP発現誘導率をフロー

サイトメトリーにより評価した（図4）。その結果、Dox添

加後にRFP陽性となる細胞の割合は88.78%にまで大幅に向

上した 。従来型カセットで大きな課題となっていたDox非

応答細胞の割合は、約50.20%から約11.05%へと大きく低減

した 。すなわち、発現カセットの両側をインスレーター

配列で保護することにより、Dox添加に応答して均一に発

現誘導される細胞が劇的に増加し、応答性のばらつきが大

幅に改善されることが実証された 。 

図 4 インスレーター導入による RFP 発現誘導率の改善。従来

型 Dox_p カセットで認められた Dox 非応答細胞を低減するため、

インスレーター配列を導入した改良型カセットを作製し、RFP レ

ポーターを用いて Dox 応答性を評価した。フローサイトメトリー

により取得した RFP シグナル強度をヒストグラムとして示して

いる。RFP シグナル値 10⁴を閾値とした場合、Dox 添加後に RFP

陽性となる細胞は 88.78%であった（緑色）。一方、非応答細胞は

11.05%まで低減した（マゼンタ色）。従来型カセットでは非応答

細胞が約 50%存在していたことから、改良型カセットでは Dox 応

答性が大きく改善したことが示された。 

この結果は、従来型カセットで見られた非応答性の少な

くとも一部において、発現カセット周辺のゲノム環境やエ

ピジェネティックなクロマチン状態が不均一性に直接関

与していたという仮説を強く支持するものである 。した

がって、がんドライバー遺伝子の精密な機能比較評価を達

成するための薬剤誘導式発現系においては、プロモーター

や転写因子の選定だけでなく、発現カセット全体の配列構

成（周辺環境からの保護設計）もまた、誘導発現の安定性

と均一性を左右する極めて重要な要素であることが明ら

かとなった 。 

3. 総括および今後の予定

がんドライバー遺伝子ライブラリ、薬剤誘導式Landing

pad細胞株、ならびにDox応答性を大幅に改善した改良型発

現カセットを整備した。これにより、本研究の目的である

「変異単独の影響および複数変異間の相互作用を、位置効

果によるノイズを排除して精緻に評価する」ための実験基

盤が整った。 

今後は、この均一かつ高精度な発現誘導プラットフォー

ムを用いて各ドライバー遺伝子の発現を誘導し、細胞増殖

能、生存・アポトーシス抵抗性、薬剤応答性、ならびに未

分化性の維持や分化運命制御（分化指向性）への影響を中

心に評価する予定である。さらに、必要に応じて足場非依

存的増殖能や浸潤・遊走能など、細胞のがん化・悪性化に

直結する表現型（フェノタイプ）についても多角的に検討

する。 

加えて、RT-qPCRやRNA-seq等によるハイスループットな

遺伝子発現解析（トランスクリプトーム解析）を組み合わ

せることで、各ドライバー遺伝子変異がどのような分子シ

グナル経路を介して細胞状態を変化・悪性化させるのかを

分子レベルで明らかにする予定である。 

これらの実験により、がんにおける各変異の動的な機能

的意義を体系的に解き明かし、将来的には、ゲノム変異情

報に基づくがんの病態理解の深化、および個々の症例に最

適化された精密医療（プレシジョン・メディシン）の基盤

構築に貢献することを目指す。 
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iPS細胞ライブラリを用いた抗がん剤耐性評価系の構築 

「次世代合成生物基盤」プロジェクト 

 赤瀬 太地

1. はじめに

がん治療において大きな課題の一つは、抗がん剤耐性

の獲得である。治療開始時には高い治療効果を示す薬剤

であっても、治療の継続に伴い耐性を獲得したがん細胞

が選択的に生存・増殖することで薬効が低下し、最終的

には再発や転移につながることが少なくない。このよう

な薬剤耐性は、化学療法のみならず分子標的薬や免疫療

法においても重要な課題となっており、がん治療成績を

制限する主要因の一つとして認識されている。これらの

耐性獲得には、がん細胞が保有する遺伝子変異とそれら

に起因するシグナル伝達経路の変化が深く関与している

ことが知られている 1。しかし、実際に個々の変異がどの

程度薬剤耐性に寄与するのかについては、依然として十

分な実験的検証が行われておらず、多くの変異について

はその機能的意義が未解明のままである。 

 近年、次世代シーケンサーの発展により、多数のがん

患者についてゲノム変異情報が蓄積されてきた 2。その結

果、がん組織において、どの遺伝子にどのような変異が

存在するかは網羅的に把握できるようになった一方で、

それぞれの変異が細胞機能に与える影響や薬剤耐性との

因果関係については十分に解明されていない。今後も継

続的な蓄積が見込まれる膨大なゲノム変異情報を医学・

創薬へ活用するためには、変異情報の収集だけでなく、

その生物学的機能や薬剤応答への影響を体系的かつ高効

率に評価できる実験基盤の整備が不可欠である。 

我々はこれまでに、ドキシサイクリン誘導型発現システ

ムを利用し、がん関連変異を同一の遺伝的背景を有する

ヒト iPS 細胞で比較評価できる実験プラットフォームを

構築してきた。本プラットフォームでは、ドキシサイク

リン誘導型発現システム（Tet-On システム、Clontech

社）を用いることで、細胞株の樹立過程では変異遺伝子

を発現させず、ドキシサイクリン添加後にのみ目的の変

異体を誘導発現させることができる。このため、細胞株

樹立時に変異体発現に伴う選択圧を回避できることか

ら、変異導入以外の要因による影響を最小限に抑え、同

一の遺伝的背景を維持した状態で各変異体の機能を比較

評価することが可能となる。これまでに 11 種類の原が

ん・がん抑制遺伝子において、合計 299 種類のがん関連

遺伝子変異体を整備し、本プラットフォームを用いた機

能解析基盤を構築している。

 本年度は、ヒトがんで最も高頻度に変異が認められる

がん抑制遺伝子 TP53 をモデル遺伝子として、本プラッ

トフォームを用いた TP53 変異体発現 iPS 細胞ライブラリ

を構築し、抗がん剤に対する薬剤感受性・耐性を網羅的

に評価した。以下に、2025 年度に実施した研究成果のう

ち公開可能な内容について報告する。 

2. 実験と結果

(1) TP53変異体発現 iPS細胞ライブラリの構築

前年度までに構築した 20 種類の TP53 変異体発現 iPS

細胞株に加え、比較対照として野生型 TP53 発現 iPS 細胞

株および空ベクター導入 iPS細胞株（mock）を用い、計

22 種類の iPS 細胞株を等量ずつ混合して TP53 変異体発

現 iPS 細胞ライブラリを作製した（表１）。 

表１ 前年度までに構築した 20 種類の TP53 変異体リスト。米

国国立がんセンター（NCI）が公開しているがん臓器における遺

伝子変異のデータベース（Genomic Data Commons Data Portal）を

解析し、TP53 遺伝子にて高頻度で報告されている上位 20 種類

の変異を抽出した。 

 本ライブラリでは、ドキシサイクリンの添加により、

それぞれの細胞が異なる TP53 変異体を誘導発現する。

また、各細胞株には固有の DNA バーコードがあらかじ

め導入されているため、混合培養後も各細胞株の存在比

率を定量的に解析することができる（図 1）。この特徴を

利用することで、22 種類の細胞株を単一の培養系で同時

に評価できるため、個別培養で生じる実験条件のばらつ

きを抑制するとともに、時間・資源の両面でコストを大

幅に削減できる。DNA バーコードを指標として薬剤処理

前後における各細胞株の存在比率を定量的に比較するこ

とで、各 TP53 変異体の薬剤感受性および耐性を効率的

かつ網羅的に解析することが可能となる（図 2）。 



図 1 ドキシサイクリン誘導型がん変異体発現システム。本シ

ステムでは、ドキシサイクリン誘導型プロモーターを用いるこ

とで、がん関連遺伝子変異体を誘導発現させることができる。

各変異体には固有の DNAバーコードが 1種類ずつ対応してお

り、黒色矢印で示したプライマーを用いて DNAバーコード領域

を PCR 増幅することができる。

図 2 iPS 細胞ライブラリを用いた細胞毒性タイムコース試験概

略。あらかじめ混合して作製した TP53 変異体発現 iPS 細胞ライ

ブラリに対して抗がん剤処理を行い、経時的に細胞を回収する。

各時点で回収した細胞からゲノム DNA を抽出し、各細胞株に固

有の DNA バーコードを PCR によって増幅する。得られた PCR

産物には、ライブラリを構成する各細胞株由来の DNA バーコー

ドが混在しており、それぞれのバーコード量は対応する細胞数を

反映する。そのため、PCR 産物を次世代シーケンサーで解析し、

各 DNA バーコードのリード数を定量することで、ライブラリ中

における各細胞株の存在比率を算出することができる。これによ

り、抗がん剤処理前後における各 TP53 変異体を有する細胞の増

減を網羅的に評価することが可能となる。 

(2) 抗がん剤の有効濃度の検討

本評価系に適用する薬剤および処理条件を決定するた

め、臨床で使用されている抗がん剤および開発段階にあ

るシーズ化合物を含む計 13 種類の薬剤を選定した。これ

らは作用機序の異なる複数の薬剤群から選択した。ライ

ブラリ解析では、薬剤が十分な選択圧として機能しつ

つ、一部の細胞が生存可能な処理条件を設定することが

重要であることから、まず各薬剤について複数段階の希

釈系列を用いた細胞毒性評価を実施し、有効濃度の探索

を行った。 

 その結果、13 種類のうち 8種類の薬剤において明確な

細胞毒性が認められ、濃度依存的な細胞生存率の低下を

確認した（図 3）。一方、残る 5 種類の薬剤については、

本評価条件では顕著な細胞毒性は認められなかった。こ

れらの結果を踏まえ、十分な選択圧が得られた 8 種類の

薬剤について、本スクリーニング系に適用可能な処理条

件を決定し、以降のライブラリ解析に用いた。 

(3) 抗がん剤 Aを用いた細胞毒性タイムコース試験

TP53 遺伝子は、DNA 損傷応答の中心的な役割を担う

代表的ながん抑制遺伝子であり、細胞周期停止、DNA 修 

図 3 抗がん剤の細胞毒性評価試験。TP53 変異体発現 iPS 細胞

ライブラリを用いて、抗がん剤 A～Mの細胞毒性を CCK-8アッ

セイにより評価した。各薬剤について希釈系列を作製し、細胞

生存率を測定することで、ライブラリ解析に適用する薬剤処理

条件を検討した。その結果、抗がん剤 A～Hでは明確な細胞毒

性が認められた一方、抗がん剤 I～Mでは本評価条件において顕

著な細胞毒性は認められなかった。

復およびアポトーシス誘導などの多様な生物学的機能を

制御している。そのため、TP53 の変異は DNA 損傷を介

して作用する抗がん剤に対する感受性や耐性に大きく影

響することが知られている 3。そこで、本研究では DNA

損傷を誘導し、標準治療薬として広く用いられている抗

がん剤 A を用いて、TP53 変異体発現 iPS 細胞ライブラリ

の薬剤応答を経時的に解析する細胞毒性タイムコース試

験を実施した。 

 本試験では、臨床における抗がん剤治療を模倣するこ

とを目的として、約 1 クールの治療スケジュールを参考

に薬剤処理日数を設定した。TP53 変異体発現 iPS 細胞ラ

イブラリに対して 6 日間連続で抗がん剤 A を曝露したと

ころ、多数の細胞が薬剤作用によって死滅した一方、一

部の細胞は薬剤存在下でも生存が認められた。薬剤処理

期間中の細胞集団の変化を解析するため、薬剤処理開始

3 日後および 6 日後に細胞を回収した。さらに、6 日間の

薬剤処理終了後は薬剤を含まない通常培地へ交換し、生

存細胞を回復培養することで、後続の分子解析に十分な

細胞数を確保した。

 各時点で回収した細胞からゲノム DNA を抽出し、

DNA バーコード領域を PCR によって増幅した後、次世

代シーケンサーを用いて各 TP53 変異体由来 DNA バーコ

ードの存在比率を定量した。その結果、抗がん剤処理中

の各タイムポイントにおける TP53 変異体の存在比率を

比較することが可能となった。 

 解析の結果、野生型 TP53発現細胞および mock 細胞に

加え、多くの TP53 変異体発現細胞では、薬剤処理の進

行に伴って存在比率が大きく低下し、抗がん剤に対して

高い感受性を示した（図 4）。一方で、特定の TP53 変異

体（変異 X、Y および Z）は薬剤処理後に存在比率が顕

著に増加し、薬剤存在下において選択的に生存・増殖し

                         

               

                         

              

          
   

     
        
         

     

   



ていることが確認された。この結果は、これらの TP53

変異が抗がん剤 A に対する耐性の獲得に寄与している可

能性を示唆するものである。 

 以上の結果から、本ライブラリ解析系は、単一の培養

系において多数の TP53 変異体の薬剤応答を同時に評価

し、薬剤処理過程における耐性変異の動態を経時的に捉

えることができることを示した。さらに、TP53 変異の種

類によって薬剤応答性が大きく異なることが明らかとな

り、本プラットフォームが変異依存的な抗がん剤耐性を

高効率に探索・評価できる有用な実験基盤であることが

示された。 

図 4 TP53変異体発現 iPS細胞ライブラリを用いた抗がん剤 A

の細胞毒性タイムコース試験結果。抗がん剤処理前に検出され

た各 DNAバーコード由来のリード数を 1として正規化し、各時

点における相対量を示した。22 種類の細胞株のうち、TP53 変異

X、変異 Yおよび変異 Z を発現する細胞で相対量の増加が認め

られ、これらの変異を有する細胞が抗がん剤 A存在下で優先的

に生存することが示唆された。 

(4) 抗がん剤 A耐性変異体候補の個別検証

細胞毒性タイムコース試験によって耐性変異体候補と

して同定された TP53 変異体について、それぞれ個別に

樹立した細胞株を用いて抗がん剤耐性試験を実施した。

その結果、ライブラリ解析で耐性候補として抽出された

変異体のうち、変異 Z を除く、変異 X と Y で個別培養系

においても抗がん剤 A 耐性を示し、スクリーニング結果

を再現することができた（図 5）。以上の結果から、ライ

ブラリ解析によって抽出された耐性候補変異を個別の実

験系でも再現できることが確認され、本プラットフォー

ムが変異依存的な薬剤耐性を高効率に評価する実験系と

して有用であることが示された。

3. 考察及び今後の展望

本研究では、TP53 変異体発現 iPS 細胞ライブラリを用

いることで、薬剤処理に伴う各変異体の存在比率を経時

的に解析し、抗がん剤耐性候補変異を効率的に抽出する

ことができた。従来のように変異体ごとに個別評価を行

うことなく、多数の変異体を同一遺伝的背景下、かつ同

一条件下で網羅的に比較できることから、本評価系は変

異依存的な薬剤応答を解析するための有用なスクリーニ 

図 5 TP53変異体発現 iPS細胞株を用いた抗がん剤 Aに対する

耐性評価。混合前の各細胞株に対して抗がん剤 Aを処理し、生

存率を CCK-8 アッセイ（上）およびコロニー形成アッセイ

（下）により評価した。ライブラリ解析で候補として抽出され

た変異 Xおよび変異 Yでは、いずれの評価系においても対照細

胞（mock と野生型）と比較して高い生存率を示し、抗がん剤耐

性が確認された。一方、変異 Zでは明確な耐性は認められず、

ライブラリ解析の結果を個別評価では再現できなかった。 

ング手法であるといえる。

一方、ライブラリ解析で耐性候補として抽出された

TP53 変異体のうち、一部は個別培養系でも同様の耐性傾

向を示したものの、全ての候補変異が再現されたわけで

はなかった。このことから、本評価系は耐性候補変異を

効率的に抽出する一次スクリーニングとして有用である

一方、候補変異の機能をより正確に評価するためには個

別検証を組み合わせることが重要であると考えられる。

今後は、ライブラリの設計や薬剤処理条件、データ解析

手法のさらなる改良を進めることで、本プラットフォー

ムの感度および再現性の向上を図りたい。

現在、抗がん剤処理後に生存した細胞を単離し、遺伝

子発現解析や分子生物学的解析を通じて、各 TP53 変異

がどのような分子機構を介して薬剤耐性を獲得するのか

を詳細に解析している。耐性獲得に関与するシグナル伝

達経路や転写制御機構を明らかにすることで、新たな治

療標的の同定につながることが期待される。 

 さらに、本評価系を他の DNA 損傷誘導型抗がん剤や

分子標的薬へ展開するとともに、TP53 遺伝子以外の主要

ながん関連遺伝子についても同様の変異ライブラリを構

築し、薬剤応答との関連を体系的に評価する予定であ

る。これにより、多数のがん関連変異について薬剤感受

性を包括的に評価できる基盤を構築したいと考えてい

る。 

最終的には、本グループで構築してきた変異体細胞ラ

             

            

 

   

   

   

   

 

   

   

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

                                        

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
  

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 



イブラリおよび薬剤評価プラットフォームを発展させる

ことで、多様ながん関連遺伝子変異の機能を網羅的かつ

高効率に解析できる基盤技術を確立するとともに、ゲノ

ム医療や個別化医療における変異機能評価への応用を目

指す。さらに、蓄積されるゲノム変異情報の機能的解釈

を加速し、創薬研究や新規治療法の開発に貢献すること

が期待される。
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