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CRISPR/Cas9 によるメルケル細胞癌細胞の増殖抑制
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要旨
メルケル細胞癌（Merkel cell carcinoma; MCC）は、孤立性の皮膚あるいは皮下腫瘍であり急速な増殖を示す悪性度の高い難治性
の癌である。MCCの発癌にはメルケル細胞ポリオ―マウイルス（Merkel cell polyomavirus; MCPyV）が関わっていることが知ら
れている。宿主細胞に組み込まれた MCPyVの Large T遺伝子（LT）にナンセンス変異を伴う変異 LTが MCCの発がんに関与し
ていることが報告されている。本研究では CRISPR/Cas9を用いてこの変異 LT遺伝子を失活させることによる MCC細胞株の増殖
抑制を試みた。LT遺伝子の転写開始点近傍を標的としたガイド RNA（sgRNA194）と Cas9の混合溶液（sgRNA194/Cas9）をメル
ケル細胞癌細胞株（MKL-1）に導入した。sgRNA/Cas9導入細胞の標的配列を増幅し塩基配列を解析した結果、塩基の欠損等の変
異が導入されていることが明らかになった。さらに sgRNA 194を導入した MKL-1細胞は、細胞増殖が低下していることが明らか
になった。ウエスタンブロット法を用いて LT蛋白質の発現量を調べたところ、sgRNA194/Cas9導入後の MKL-1細胞で LT蛋白質
の著明な低下が認められた。また、LT mRNAの塩基配列を決定した結果、sgRNA194/Cas9を導入した MKL-1細胞ではアレルの
78％に欠損等の変異が認められたことから、sgRNA194/Cas9により変異が導入された mRNAは蛋白質に翻訳されなかったものと
推定された。一方、sgRNA194と相同性の高いヒトゲノム４領域についてオフターゲット効果を調べたが、欠損および挿入は認め
られなかった。本研究で CRISPR/Cas9により MCCの発癌の原因と考えられている変異 LT遺伝子に欠失などの変異を導入した結
果、変異 LT蛋白質の発現低下と細胞増殖が抑制されることが明らかになった。この方法を発展させることで MCCの治療法が開発
される可能性が示唆された。

Abstract
Merkel cell carcinoma （MCC） is a highly proliferative malignancy that presents as a solitary cutaneous or subcutaneous nodule. 
Merkel cell polyomavirus （MCPyV） is involved in the carcinogenesis of MCC. Previous studies reveal that carcinogenesis is 
induced by the truncated large T （LT） protein encoded by mutant LT gene of MCPyV integrated in host cell genome, which 
harbors nonsense mutations. In this study, we used CRISPR/Cas9 to inactivate the mutant LT gene and attempted to suppress 
the growth of the MCC cell line, MKL-1. The newly designed single-guide RNA and Cas9 （sgRNA194/Cas9） were used to 
process the mutant LT gene in MKL-1 cell. Transfection of sgRNA194/Cas9 into MKL-1 cells decreased cell proliferation. 
Through western blot analysis, the expression level of LT protein was totally reduced in sgRNA194/Cas9-transfected MKL-1 
cells. When the LT mRNA sequence was examined, 78% of the sgRNA194/Cas9-transfected MKL-1 cells showed mutations such 
as deletions. This study demonstrated the inhibition of truncated LT protein expression and suppression of the MCC cell 
proliferation, suggesting a potential treatment for MCC through improvement of this method．
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１．はじめに

メルケル細胞癌（Merkel cell carcinoma；MCC）は、
1972 年に Cyril Toker によって trabecular carcinoma of 
the skin として初めて報告された 1）。米国では年間 1,200
例ほどの患者が報告さており白人、男性に多い傾向にあ
る 2, 3）。MCC は、神経内分泌機能を持つ侵襲性の高い稀
な癌であり、組織学的特徴の分析や病変の腫瘍マーカー
の発現が診断の根拠として用いられる。孤立性の皮膚あ
るいは皮下腫瘍が特徴的な病変であり急速な増殖を示
す。発生部位は、日光にさらされている頭や首に頻度が
高い 4-6）。病変部位は赤色から紫色を呈し無症候性の結
節であるため、他の良性病変や悪性病変と誤診されるこ
とが知られている 7）。MCC は無症候性、急激な拡大、
免疫抑制、50 歳以上、UV 暴露の臨床的特徴「AEIOU」
を示す 7, 8）。治療として腫瘍の切除が第一選択となるが、
実施できない場合には放射線療法が選択される。しかし
ながら、現在でも効果的な治療法は存在しないのが現状
である 9）。

MCC 発癌原因の一つとして、メルケル細胞ポリオ―
マウイルス（Merkel cell polyomavirus; MCPyV）が関
わっていることが知られている。MCPyV は、2008 年
に MCC から発見され 10）、MCC の半数以上に MCPyV
プロウイルスの組み込みが認められており、他のポリオ
―マウイルスと同様の構造を有している。その構造の中
で Large T 遺伝子（LT）と small T 遺伝子（sT）が
MCC 発癌に関与している 10-17）。LT は、細胞増殖に必要
なドメイン CR1、DnaJ、Rb binding およびウイルス複
製に必要なドメイン OBD、Helicase domain で構成され
ている。MCC に組み込まれている MCPyV では、Rb 
binding と Helicase domain の間に終止コドンが生じる
変異が多く確認される 18）。本研究に使用した MCC 細胞
株である MKL-1 細胞も他の MCC と同様、Helicase 
domain の上流に終止コドンが存在する（MKL-1 細胞の
LT 遺伝子を MKL-LT とする）。この変異により、網膜
芽細胞関連蛋白質（RB1）結合の機能は保持されるが
Helicase domain、cell growth inhibitory domains は失
われることが報告されている 19,20）。変異 LT はがん抑制
遺伝子産物 Rb と結合してその機能を抑制し MCC 発癌
を誘発すると考えられている 18，21-23）。以上のように変異
LT は MCC の発癌と増殖に大きな役割を果たしている
ことが知られている。我々は MCPyV プロウイルスの
LT 遺伝子を CRISPR/Cas9 で失活させることにより
MCC 細胞株の増殖抑制を試みた。この方法で細胞増殖
を抑制することが可能であれば将来的に MCC の LT が

治療の標的分子になり得ることが期待される。

２．材料と方法

2.1　細胞株、遺伝子組換え実験および利益相反
MKL-1 細胞株は株式会社ケー・エー・シーから購入

した。MKL-1 細胞は 10% fetal bovine serum（FBS）を
含む RPMI-1640 培地（ナカライテスク）を用いて培養
した。本研究は遺伝子・核酸組換え実験安全員会の承認
下で実施した（九州保健福祉大学承認番号 19-4）。なお、
本論文に関して、開示すべき利益相反関連事項はない。

2.2　�LT遺伝子ガイドRNA（sgRNA）の設計および
CRISPR/Cas9のMKL-1細胞への導入

Synthetic guide RNA（sgRNA）の設計は CRISPR/
Cas guide RNA デザインソフトウェア CRISPRdirect

（https://crispr.dbcls.jp/）を用いて LT 遺伝子配列
（Accession no. FJ173815）から sgRNA の候補配列を検
索し、遺伝子産物の失活が期待される翻訳開始点近傍の
PAM 配列を利用した2つの配列 sgRNA177 （5’-CUUCUG-
CAUAUAGACAAAGAUGG-3’） と sgRNA194 

（5’ -AGAUGGAUUUAGUCCUAAAUAGG-3’） を
sgRNA 候補として選択した（図１）。sgRNA と Cas9
の導入は以下のように実施した。5 mg/mL TrueCut ™ 
Cas9 Protein v2 （Thermo Fisher Scientific Invitro-
gen ™）3.2 µL，100 µM sgRNA 0.9 µL および Neon ™ 
Transfection System Kit 内 Resuspension buffer R

（Thermo Fisher Scientific Invitrogen ™）54.0 µL を混
和し、20 分間室温でインキュベートした。コントロー
ルとして、陽性コントロール TrueGuide sgRNA Posi-
tive Control HPRT1 human （Thermo Fisher, 5’ -GCA-
UUUCUCAGUCCUAAACA-3’）、陰性コントロール

図 1．sgRNAの塩基配列の設計

5’CTGCATATAGACAAG 3′

5’TTTCTGCAAACTCCTTCTGCATATAGACAAAG 3′

a

b

sgRNA177

sgRNA194

アンダーラインは LT 遺伝子の翻訳開始点を示す。（a）sgRNA177 は翻訳開始
点の上流配列を切断する。（b）sgRNA 194 は翻訳開始点の 12 ～ 13 塩基下流
を切断する。
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TrueGuide Synthetic sgRNA Negative Control （Ther-
mo Fisher, 5’ -AAAUGUGAGAUCAGAGUAAU-3’）を
使用した。PBS で洗浄した MKL-1 細胞（2 × 107 cells/
mL）60.0 µL に、上記の手順で調製したそれぞれの
sgRNA と Cas9 複合体（sgRNA/Cas9）60.0 µL にその
混合液 100.0 µL を Neon Transfection System（Thermo 
Fisher Invitrogen ™）を用いて 1,700 V、 20 msec の条
件でエレクトロポレーションを行った。CRISPR/Cas9
を導入した細胞は 5％ CO2 存在下 37℃で 2 日〜６日間
培養した。

2.3　�Genomic Cleavage Detection Kitを用いた変異導
入のスクリーニング

LT 遺伝子への変異導入のスクリーニングには Gene-
Art ™ Genomic Cleavage Detection Kit （Thermo Fish-
er）を用い添付文書に従い実施した。CRISPR/Cas9 を
導入した細胞を回収し 1,500 rpm, 5 min 遠心後上清を除
去し、その細胞沈査に Protein Degrader を含む Cell 
lysis buffer を 50.0 µL を添加し 68℃ 15 min 反応後、
95℃ 10 min 加温し細胞溶解液とした。LT 遺伝子の増
幅はプライマーとして LT- 80F （5’ -CAGTATCTAAG-
GGCAGATCC-3’） お よ び LT-418R（5’ -ATCTCT-
TCAGTGAAGACT-3’）を終濃度で 200 nM 含む増幅試
薬 48.0 µL に上記の細胞溶解液 2.0 µL を添加し、95 ℃
で 10 min 加温後、98℃ 10 sec、55℃ 20 sec、72℃ 30 
sec の 40 サイクルで行った。次に、この増幅産物 3.0 
µL に 10 × Detection Reaction Buffer 1.0 µL および精
製水 5.0 µL を加え、95℃ 5 min 加温した。その後、
85℃ 10 sec 保持後、1 分間に 6℃の速度で 25℃にまで
温度を下げた。この溶液に Detection Enzyme 1.0 µL 加
え 37℃で 60 min 反応させた後、１％アガロース電気泳
動を行い変異導入の確認を行った。

2.4　MKL-１細胞のLT遺伝子塩基配列の決定
PCR 産物の大腸菌ベクターへの組み込みは pGEM®-T 

Easy Vector Systems （Promega）を用いて添付文書に
従って行った。上記 2. ３で得られた LT 遺伝子の増幅
産物を pGEM®-T Easy Vector にライゲーションした溶
液を E. coli JM109 Competent Cells（タカラバイオ）
に導入した。このプラスミドを導入した大腸菌を 0.01％ 
X-gal、100 µg/mL アンピシリンおよび 100 µM IPTG 
を含む LB 寒天培地に塗り広げ 37℃で 1 晩培養した。
培養後発育した白色コロニーの一部を採取し 25 mM 
NaOH 25.0 µL に懸濁し 98℃ 5 min 加温後、100 µM 
Tris-HCl 25.0 µL を加え、PCR の鋳型として用いた。イ

ンサート DNA の PCR 産物を得るために大腸菌ベクタ
ーのマルチクローニング配列に相当するプライマー M4 

（5’ -GTTTTCCCAGTCACGAC-3’）および RV（5’ -CAG-
GAAACAGCTATGAC-3’）を用い TaKaRa Ex Taq® 
Hot Start Version（タカラバイオ）で 98 ℃ 10 sec 加温
後、98 ℃ 10 sec、55 ℃ 10 sec、72 ℃ 30 sec のサイク
ルを 25 回繰り返した。増幅産物は１％アガロース電気
泳動を行いインサートの組み込みが確認されたコロニー
について塩基配列を決定した。塩基配列決定はエタノー
ル沈殿法で精製した PCR 産物を BigDye ™ Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kit （Applied Biosystems）でラ
ベルし、3500 Series Genetic Analyzers（Applied Bio-
systems）で配列を解析した。

2.5　CRISPR/Cas9導入後のMKL-1細胞数測定
CRISPR/Cas9 を導入した MKL-1 細胞を 10% fetal 

bovine serum （FBS）を含む RPMI-1640 培地で培養し
た。導入後 2 日、4 日、6 日の細胞数を細胞計算盤（C-Chip）

（エア・ブラウン株式会社）を使用し顕微鏡下で測定した。

2.6　�ウエスタンブロット法を用いたMKL-1細胞におけ
るCRISPR/Cas9導入後のLT 蛋白質発現量の解析

CRISPR/Cas9 を導入した MKL-1 細胞を 2 〜 6 日間
培養しそれぞれ回収し、1.0 × 10 ⁶ 個 /mL の濃度に 5％ 
2- メルカプトエタノールを含む SDS-PAGE sample 
buffer で調整した。この溶液を 98℃で 5 分間加温後、3 
分間超音波処理した後、12％ SDS- ポリアクリルアミド
ゲル電気泳動（SDS-PAGE）で展開した。泳動後のゲル
は FluoroTrans® W Membrane（Pall Corporation）に
30 V で 10 min、120 V で 40 min の２段階で転写を行い、
10 % スキムミルク（SM）を含む 0.05 % ポリオキシエ
チレン（20）ソルビタンモノラウレート / PBS （washing 
buffer）中で 4℃ 16 時間 blocking を行った。１次抗体
反応は 0.5％ SM/washing buffer で 1,000 倍希釈した抗
MCPyV large T-antigen 抗体（Santa Cruz Biotechnolo-
gy）および内部コントロール用には 1,000 倍希釈した抗
α-Tubulin 抗体 （B-7） （Santa Cruz Biotechnology）を
使用し、室温で 1 時間反応させた。1 次抗体を washing 
buffer で洗浄後、0.5％ SM/washing buffer で 10,000 倍
希釈した Anti-Mouse IgG （H+L）, HRP Conjugate（プ
ロメガ）を2次抗体として用い室温で1時間反応させた。
メンブレンをwashing bufferで３回、PBSで１回洗浄後、
Immobilon Forte Western HRP 基質（メルクミリポア）
を添加し、Chemiluminescence Imaging System（Vilber 
Lourmat Sté）を用いて化学発光の画像を撮影した。
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2.7　�CRISPR/Cas9導入後のLT mRNAの発現量の推移
および塩基配列決定

CRISPR/Cas9 を導入後２日間および６日間培養した
MKL-1 細胞に TRIzol ™ Reagent （Thermo Fisher）を
用いて RNA を調整した。逆転写反応は PrimeScript 
Reverse Transcriptase （タカラバイオ）を用いて添付
文書に従って相補的 DNA （cDNA）を得た。LT mRNA
および GAPDH mRNA の発現量は表１に示すプライマ
ーと TaqMan Probe を用いたリアルタイム RT PCR 法
で測定した。増幅試薬には Premix Ex Taq （タカラバ
イオ）を用い、 LT mRNA の発現量は GAPDH mRNA
をレファレンスとして ΔΔCt 法で解析した。

mRNA の塩基配列決定には上記の cDNA を鋳型に用
いて、LT-80F および LT-418R をプライマーに、増幅試
薬として TaKaRa Ex Taq® Hot Start Version を用いて
98 ℃で 20 sec 加温した後、98℃ 10 sec、55℃ 10 sec、
72℃ 30 sec を 40 サイクルの増幅条件で RT-PCR を実施
した。さらに、これらの増幅産物を上述 2.4 と同じ方法
で pGEM®-T Easy Vector に組み込み大腸菌にサブクロ
ーニングした後、塩基配列を決定した。

2.8　�CRISPR/Cas9導入MKL-1細胞におけるオフター
ゲット効果の確認

MKL-1 細胞のヒトゲノムへのオフターゲット効果を
sgRNA194 と最も相関性の高かった 4 領域 （8q22,3；
13q32,2；16p13,13；16p12,1）について調べた。sgRNA 
177/Cas9 を導入後２日目の MKL-1 細胞ゲノム DNA を
表２に示すプライマーと増幅試薬を用いて 95 ℃で 10 
min 加温後、98℃ 10 sec、55℃ 20 sec、72℃ 30 sec の
サイクルを 40 回の条件で増幅した。これらの増幅産物
を上述 2.4 と同じ方法で大腸菌にサブクローニングを行
い、各クローンの塩基配列を決定した。

2.9　統計学的解析および検定法
統計解析には Paired T-test を用い、p 値が <0.05 以

下を有意とした。全ての統計解析には Microsoft 365 
Excel （Microsoft）を用いた。

Primer/Probe Position* Sequence
LT Probe 931-904 5’ - CCGAAGCTGAATCCTCCTGATCTCCACC -3’
LT Primer F 409-429, 861-863 5’ - GACTTCTCTATGTTTGATGAGGTTG-3’
LT Primer R 971-952 5’ - GTTGGTCCCGTGTGGATTGG -3’
GAPDH Probe 363-388 5’ - TGGAGTCCACTGGCGTCTTCACCACC -3’
GAPDH Primer F 341-359 5’ - GATGCTGGCGCTGAGTACG -3’
GAPDH Primer R 444-423 5’ - GCAGAGATGATGACCCTTTTGG -3’

Position*：塩基配列の番号はLT遺伝子Accession no. FJ173815およびGAPDH 遺伝子NM_002046に従った。

増幅領域 Primer Sequence

8q22,3 OFF-1F 5’ - CCCTATCTCAAGGATGCAAG -3’

OFF-1R 5’ - TGAGGGACATAAAGGAAGGTG -3’

13q32,2 OFF-2F 5’ - CACCATATAGTAGAAACCTC -3’

 OFF-2R 5’ - TCAGCCCTTCCCTACTCTGA -3’

16p13,13 OFF-3F 5’ - ACGCCATCTAGATCCTGCTC -3’

OFF-3R 5’ - GTGTGCTTGGCTGCTTCATC -3’

16p12,1 OFF-4F 5’ - CCTGCAAAGGACAGCTTCTCA -3’

OFF-4R 5’ - CTTTCCCAAATCCCACAGTTG -3’

増幅領域はヒト染色体上の位置を示す。

表１．リアルタイムRT-PCRに用いたプライマーとプローブ

表２．オフターゲット解析に用いたプライマー
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3．結果

3.1　�Genomic Cleavage Detection Kitを用いたLT遺伝
子の変異導入のスクリーニング

本研究で用いた sgRNA177 および sgRNA 194 が LT 
遺伝子の標的配列に変異を導入可能か調べるため、
CRISPR/Cas9 導入後２日間培養した MKL-1 細胞につ
いて Genomic Cleavage Detection Kit を用いてスクリ
ーニングを行った。陰性対象として sgRNA Negative 
control、陽性コントロールとして sgRNA HPRT-1 を導
入した MKL-1 細胞および未導入の細胞を用いた。図 2
に示すように LT 遺伝子領域では sgRNA177（図 2b）
と sgRNA194（図 2d）を導入した細胞のみで増幅産物
に変異が導入されており、陽性コントロールおよび陰性
コントロールの sgRNA 導入細胞では変異による切断が
認められなかった（図 2b、d）。一方、陽性コントロール 
と し て 用 い た sgRNA HPRT-1 の 標 的 配 列 で あ る
HPRT-1 の増幅産物は sgRNA HPRT-1 を導入した細胞
のみに変異が導入され切断されていることが示された

（図 2f）。これらの結果より sgRNA177 と sgRNA 194 は

LT 遺伝子に特異的に変異を導入出来ることが推定さ
れた。

3.2　�CRISPR/Cas9を導入したMKL-１細胞のLT遺伝子
塩基配列

sgRNA177/Cas9 および sgRNA194/Cas9 を導入後２
日間培養した MKL-1 細胞の LT 遺伝子領域をサブクロ
ーニングして塩基配列を決定した結果、sgRNA 177/
Cas9 では 22 クローン中 18 クローン（82％）に塩基の
欠損および挿入変異が検出されたが、全ての変異が翻訳
開始点より上流に存在した（図 3a）。sgRNA194/Cas9
の導入では 28 クローン中 18 クローン（64％）に塩基の
欠損および挿入変異が検出され、これらの変異によりほ
とんどのクローンはフレームシフトが生じ、変異の下流
直近に終止コドンが発生することから（図 3b）、57％の
クローンが全長の蛋白質配列の 80％以上を欠損すると
図考えられた（図 4）。これらの結果より、LT 遺伝子へ
の変異導入に sgRNA194 を選択した。一方、sgRNA 
Negative control/Cas9 および sgRNA HPRT-1/Cas9 を
導入した細胞の LT 遺伝子では PCR 時に発生したと推
測される塩基置換を含む 1 クローンを除き変異は認めら
れなかった（図 3c,d,e）。

3.3　CRISPR/Cas9導入によるMKL-１細胞の増殖抑制
MCC の LT 遺伝子は発癌と細胞増殖に大きく関わっ

ていることが知られており、LT 遺伝子を失活させるこ
とにより MCC 細胞の細胞増殖の抑制が期待される。
sgRNA194/Cas9 を導入した MKL-1 細胞の細胞増殖を
調 べ た 結 果、sgRNA Negative control を 導 入 し た
MKL-1 細胞に比較し 2 日目で約 0.7 倍、4 日目が約 0.3 倍、
6 日目が約 0.47 倍と細胞増殖が低下していることが明ら
かになった（表 3, 図 5）。本操作を２回行い sgRNA194/
Cas9 による増殖抑制は再現性があることを確認した。
このように、sgRNA194/Cas9 の導入により MKL-1 細
胞の増殖が抑制されていることが示された。

3.4　 CRISPR/Cas9導入によるLT蛋白質発現の推移
ウエスタンブロットを用いて LT 蛋白質の発現量を調

べたところ、sgRNA194/Cas9 導入後 2 日、4 日、6 日
経過した MKL-1 細胞は、sgRNA Negative control/
Cas9 を導入した MKL-1 細胞と比較して LT 蛋白質の発
現低下が認められた（図 6）。本実験は 2 回実施し再現
性があることを確認した。内部コントロールとして測定
した tubulin の発現量は sgRNA194/Cas9 導入後の変化
は認められなかった（図 6）。

図 2．�Genomic Cleavage Detection Kit を用いた	
LT 領域における変異導入の解析

加熱した PCR 産物に変異が導入されれば、再アニールした DNA 断片のミス
マッチ部分は cleavage enzyme により切断される。（a）sgRNA177/Cas9 を
導入した MKL-1 細胞の LT 遺伝子増幅産物の電気泳動像を示す。（b）a の増
幅産物を cleavage enzyme で処理した後の電気泳動を示す。（c）sgRNA194/
Cas9 を導入した MKL-1 細胞の LT 遺伝子増幅産物の電気泳動像を示す。（d）
c の増幅産物を cleavage enzyme で処理した後の電気泳動を示す。（e）それ
ぞれの sgRNA を導入した MKL-1 細胞の HPRT-1 遺伝子増幅産物の電気泳動
を示す。（f）e の増幅産物を cleavage enzyme で処理した後の電気泳動を示す。
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3.5　�CRISPR/Cas9を導入したMKL-1細胞におけるLT 
mRNAの発現量の推移および塩基配列の解析

sgRNA194/Cas9 の導入により細胞増殖が抑制された
原因を調べるため、CRISPR/Cas9 導入後２日目と６日
目の LT mRNA の発現量とその塩基配列を調べた。リ
アルタイム RT-PCR で LT mRNA の発現を測定し結果、
sgRNA Negative control/Cas9 を導入した MKL-1 細胞
に比較して sgRNA194/Cas9 を導入した MKL-1 細胞の

group No. of 
clones

330aa

〔
〕

× ⁶

× ⁶

× ⁶

× ⁶

× ⁶

× ⁶

× ⁶

図４．CRISPR/Cas9 を導入したMKL-1 細胞の	
塩基配列から予想される蛋白質の構造

図５．CRISPR/Cas9 を導入したMKL-1 細胞増殖の	
推移

CRISPR/Cas9導入後の日数　　　　　　　　　　 　　
sgRNA 2 days 4 days 6 days　　　　　　
sgRNA 194 7.1x105±2.1x104 7.9x105±6.9x104 1.5x106±1.1x105

sgRNA NC 1.0x106±8.7x104 2.3x106±2.1x104 3.1x106±2.4x105　　

表３．CRISPR/Cas9 を導入したMKL-1 細胞増殖の推移

図 3．CRISPR/Cas9 を導入したMKL-1 細胞の	
塩基配列の解析

（＊）

Group No. of 
clones

group No. of
clones

sgRNA Negative control ( 5’ 3’)

1  (5’ ’

group
No. of 
clones

group
No. of 
clones

group No. of 
clones

sgRNA を導入した MKL-1 細胞の LT 遺伝子転写開始点周辺の塩基配列を決定
し、MKL-LT と比較した。矢印は予想される変異導入部位、ハイフンは欠損し
た塩基、アンダーラインは挿入された塩基を示す。四角で囲った配列は翻訳開
始点（ATG）を示す。（a）sgRNA177/Cas9 を導入した MKL-1 細胞の塩基配
列（group 01 〜 08）。グループ 01（＊）は変異を含まない MKL-LT と同一
配列を示す。（b）sgRNA194/Cas9 を導入した MKL-1 細胞の塩基配列（group 
09 〜 21）。グループ 09（＊）は変異を含まない MKL-LT と同一配列を示す。（c）
sgRNA Negative control/Cas9 を導入した MKL-1 細胞（group 22,23）。グ
ループ 22（＊）は MKL-LT と同一配列を示す。（d）sgRNA HPRT-1/Cas9
を導入した MKL-1 細胞（group 24）。MKL-LT と同一配列を示す。（e）未導
入の MKL-1 細胞（group25）。MKL-LT と同一配列を示す。

黒のバーは MKL-LT と同一のアミノ酸配列として翻訳が予想される蛋白質、
破線は翻訳されない変異、グループ 12 の欠損部分は 2 アミノ酸の欠失を示す。
バー内の白抜きは塩基挿入により導入されたアミノ酸を示す。

MKL-1 細胞（1.0 × 106cells/mL）に CRISPR/Cas9 を導入し 2 日、4 日およ
び 6 日目に細胞数を測定した（N=3）。実線は sgRNA193/Cas9 を導入した
MKL-1 細胞、破線は sgRNA Negative control/Cas9 を導入した MKL-1 細胞
の細胞数の推移を示す。sgRNA-NC と sgRNA-194 の有意差を検定し P 値を
示した。エラーバーは平均±標準偏差を示す。
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培養２日目は sgRNA Negative control と sgRNA194 に
有意差は認められなかったが、６日目では sgRNA194
を導入した細胞の LT mRNA の低下が認められた

（図 7）。次に、sgRNA194/Cas9 導入後２日目と６日目
に発現した LT mRNA の塩基配列を調べた（図 8）。
sgRNA194/Cas9 導入後 2 日間培養した MKL-1 細胞の
LT mRNA の塩基配列は、23 クローン中 18 クローン

（78％）に欠損あるいは挿入がみられた（図 8a）。一方、
6 日間培養をおこなった MKL-1 細胞の LT mRNA の塩
基配列は 27 クローン中 1 クローンに置換がみられたが
欠損によるフレームシフトを伴う変異は全く認められな
かった（図 8b）。以上の結果より sgRNA194/Cas9 の導
入後２日目では機能の失活が予想される変異型 LT 
mRNA が検出されたが、培養日数の経過とともに
MKL-1 細胞の LT 遺伝子と同じ塩基配列を有する 
mRNA が主に発現されることが示された。

3.6　 �CRISPR/Cas9を導入したMKL-1細胞におけるオ
フターゲット効果の解析 

sgRNA194 と最も相関性の高かったヒトゲノムの 4 領
域（8q22,3；13q32,2；16p13,13；16p12,1）についてオフ
ターゲットの有無を調べた。これらの領域を増幅後サブ
クローニングして塩基配列を決定した結果、8q22,3 の
24 クローン、13q32,2 の 24 クローン、16p13,13 の 21 ク
ローンおよび 16p12,1 の 24 クローンの全てが野生型と
同一の配列であり欠損等は存在しなかった（図 9）。

a
group No. of

clones

b
group No. of

clones

％

％

％

％

wild type clones
/total clones

% of 
wild type

Chromosomal
locus sequence

図 6．ウエスタンブロット法によるCRISPR/Cas9 を
導入したMKL-1 細胞の LT 蛋白質の発現

図８．CRISPR/Cas9 を導入したMKL-1 細胞で	
発現される LT mRNA塩基配列の解析

図９．CRISPR/Cas9 導入MKL-1 細胞における	
オフターゲット領域の塩基配列解析

内因性コントロールとして Tubulin を使用した。子宮類内膜癌細胞株 HEC-1
は陰性コントローとして使用した。未処理 MKL-1 細胞を陽性コントロールと
して使用した。

sgRNA194/Cas9 を導入した MKL-1 細胞の LT 遺伝子翻訳開始点周辺の塩
基配列を決定し、MKL-LT の配列と比較した。（a）sgRNA193/Cas9 導入
2 日後の塩基配列。グループ 26（＊）は MKL-LT と同じ配列を示す。（b）
sgRNA193/Cas9 導入 6 日後の塩基配列。グループ 31（＊）は MKL-LT と同
じ配列を示す。＊，MKL-LT と同一の塩基を示す。矢印は予想される変異導入
部位、アンダーラインは挿入された塩基、四角で囲った塩基は翻訳開始点（ATG）
を示す。

図７．CRISPR/Cas9 を導入したMKL-1 細胞の	
LT mRNA発現量の推移

LT 遺伝子を GAPDH 遺伝子で平準化して表示した。sgRNA NC の mRNA 発
現量を 1 とした時の sgRNA 194 mRNA 発現量の比較を示す。エラーバーは
平均±標準偏差（t 分布）を示す。

sgRNA193 の配列と相同性の高い４領域（a）8q22,3、（b）13q32,2、（c）
16q13,13、（d）16p12,1 への変異の導入は認められずオフターゲット効果は
検出されなかった。下線部は sgRNA193 と相同性を有する塩基配列を示す。
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４．考察

MCC は、神経内分泌系の特性を持つ浸潤性が高い稀
な皮膚がんである。これらの細胞は、クロモグラニン A、
シナプトフィジン、サイトケラチン 20 などの神経内分
泌マーカーを発現している 24）。MCC はメルケル細胞が
癌化したものではなく形態が似ていることからそのよう
な名前が付けられており、現在まで MCC の起源細胞は
特定されていない。MCC の患者の約 3 分の 1 は死亡す
ることが知られており、初診時に局所領域転移またはリ
ンパ節転移を認め、30％に再発がみられる 3,25）。MCC の
ハイリスク群として高齢、免疫不全、他の皮膚腫瘍の既
往歴の存在が知られている。MCC の病因は、MCPyV
ゲノム DNA の存在または紫外線への慢性暴露のいずれ
かに関連しており、これは DNA に複数の変異を引き起
こし発がんに導く可能性がある 26, 27）。注目すべきことに、
北半球では MCC 症例の大部分が MCPyV によるもので
あり、紫外線暴露が多い地域では紫外線による発がんが
多い傾向にある。発症要因の異なる２つは臨床的、病理
組織学的に類似しており、判別にはモノクローナル抗体

（CM2B4）を用いた MCPyV large T-antigen の検出、 
CK20、 CK7、chromogranin、neurofilament および
TTF-1 の検出が有用とされている 28）。本研究では、
MCPyV 陽性 MCC に注目し、プロウイルス遺伝子の失
活を試みた。

現在まで報告されているMCPyV陽性MCC症例では、
LT 遺伝子の CR1、DnaJ、Rb binding 領域の発現は保
持されるが Rb binding と Helicase domain の間に終止
コドンが生じることで Helicase domain や cell growth 
inhibitory domains は失われる。変異 LT は Rb binding
を保持し、Rb と結合し阻害することで発癌に関与する。
Houben ら 29）は short hairpin RNA （shRNA）発現レン
チウイルスベクターを使用して変異 T 遺伝子の失活を
試み、T 遺伝子ノックダウンによって全細胞株中
MCPyV 陽性 MCC 細胞株の全てが増殖停止または細胞
死を起こすことを報告している。対照的に、同様の操作
を行った MCPyV 陰性 MCC 細胞株では細胞増殖には影
響が無いことから T 遺伝子が発癌原因の一つであるこ
とを証明した。shRNA は転写された mRNA を分解す
るものであるが、本研究では CRISPR/Cas9 を使用しプ
ロウイルス DNA に不可逆的な変異を導入することによ
って LT 遺伝子自体を失活させた。

本研究で使用した sgRNA177 および sgRNA194 は
LT 遺伝子の翻訳開始点の下流に近い PAM 配列（NGG）
を利用して 23 塩基の sgRNA をデザインした後、これ

らの sgRNA と Cas9 を MKL-1 細胞にエレクトロポレー
ションで導入した。変異導入細胞のプロウイルスの塩基
配列を確認したところ、両方の sgRNA で欠損および挿
入が認められたが、sgRNA177 で生じた変異のほとんど
が LT 遺伝子翻訳開始点の上流で生じていることから、
それ以降の研究には翻訳領域に変異が導入された
sgRNA194 を 使 用 し た。sgRNA194/Cas9 導 入 後 の
MKL-1 細胞ではクローン化した 28 クローンの塩基配列
を調べたところ、16 クローンに欠損、2 クローンに挿入
が検出され、変異の導入効率は 64 % であった。欠損お
よび挿入によって生じたフレームシフトに伴うナンセン
ス変異で少なくとも全体の 57% のクローンは失活する
と推定された。一方、sgRNA HPRT-1、sgRNA Nega-
tive Control を導入した MKL-1 細胞や sgRNA 非導入の
MKL-1 細胞の塩基配列では、欠損および挿入はみられ
な か っ た が、sgRNA Negative control を 導 入 し た
MKL-1 細胞の１クローンに塩基置換が検出された。こ
の原因のひとつとして増幅時の塩基の取り込みエラーに
よる塩基置換が生じた可能性が推測される。

sgRNA194/Cas9 導入後の MKL-1 細胞の細胞数の推
移は、導入後 2 日目から 6 日目において sgRNA Nega-
tive Control/Cas9 導入 MKL-1 細胞と比較し細胞数は減
少した。この間に認められた増殖は、塩基配列決定の結
果から LT 遺伝子に変異が導入されなかった細胞による
ものと考えられた。CRISPR/Cas9 導入後２日目では
sgRNA Negative control と sgRNA194 で mRNA の発
現 に 有 意 差 が 認 め ら れ な か っ た が、 ６ 日 目 で は
sgRNA194 を導入した細胞で LT mRNA の発現が低下
していた。sgRNA194 を導入した細胞では LT mRNA
の半数以上にフレームシフトが生じ塩基配列の早い段階
で塩基配列に終止コドン（premature translation-termi-
nation codons, PTCs）が発生することが示された。こ
のような PTCs を有する異常 mRNA はナンセンス変異
依存 mRNA 分解機構（Nonsense-mediated mRNA 
decay, NMD）により分解されることが知られている 30, 

31）。sgRNA194 により変異が導入された LT mRNA は
NMD により処理され mRNA 発現が低下したものと考
えられる。このように PTC が発生した LT 遺伝子から
mRNA は転写されるものの、翻訳される前に NMD に
よ り 分 解 さ れ た 可 能 性 が 推 定 さ れ た。 今 後 こ の
sgRNA194 や PTCs を生じる sgRNA による mRNA の
発現低下の再現性や NMD が普遍的に生じるか検討する
必要がある。さらに NMD を回避して翻訳が行われたと
しても不完全な短いペプチドしか翻訳されず抗体との反
応性を失ったものと推測された。このような理由から
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real-time RT-PCR による LT mRNA とウエスタンブロ
ット解析による LT 蛋白質の発現量に解離が生じたもの
と考えられた。

Houben らは、short hairpin RNA （hRNA）発現レン
チウイルスベクターを使用して MCPyV 陽性 MCC 細胞
株の T 遺伝子を不活化することにより、MCC 細胞の細
胞周期が G1 期に集積し、明確な細胞増殖抑制を起こす
ことを報告している 29）。細胞周期の G1 期から S 期への
移行に重要な転写因子である E2F 蛋白質は Rb で調節
されることが知られている。MCC 細胞では変異 LT が
Rb を抑制することにより細胞周期を促進するものと考
えられる 29）。本研究の結果も、CRISPR/Cas9 による
LT 遺伝子翻訳開始点下流への変異導入により MKL-1
細胞に組み込まれたプロウイルスの Rb binding domain
の機能が不活性化され、細胞増殖の抑制を引き起こした
ものと推測された。

CRISPR/Cas9 では本来の標的 DNA 以外の塩基配列
を切断するオフターゲット効果が問題となる。本研究で
はヒトゲノム中で sgRNA194 と最も相同性の高い 4 領
域でオフターゲットの有無を調べたが、欠損および挿入
は認められなかったことから sgRNA194 は LT に特異
的なガイド RNA と考えられた。このようにヒトゲノム
には存在しないプロウイルスの配列を標的とする CRIS-
PR/Cas9 システムは有用な分子標的療法の候補になり
得ると考えられる。

今回用いた方法では CRISPR/Cas9 の導入効率が 64%
であり全ての細胞に CRISPR/Cas9 を導入できないこと
が課題として残った。CRISPR/Cas9 導入により MKL-1
細胞では細胞の増殖抑制がみられたが、培養日数の経過
とともに細胞が増殖し始めた。これは変異 LT 遺伝子が
失活されなかった細胞が増殖し始めたものと推測され
た。細胞増殖を十分に抑制するためには、より高い導入
率を有する CRISPR/Cas9 システムの開発が望まれる。
生体へのトランスフェクションの候補にはウイルスベク
ターやポリカチオンのポリマーを用いた方法が適してい
ると考えられる。組み換え型レンチウイルスベクター

（VSV-G 偽型）は広範囲の細胞への導入 33）可能であるが、
宿主ゲノムへの組込みが生じるため安全性に問題が残っ
ている。アデノ随伴ウイルスベクター（AAV）は病原
性が少なく生体への導入に適したベクターと考えられて
いる 34, 35）。最近、本邦で安全性の高い CRISPR/Cas9 用
のセンダイウイルスを用いるベクターも開発されてお
り、有用な CRISPR/Cas9 システムの搬送媒体として使
用できる可能性がある。他の治療法として、メルケル細
胞癌では腫瘍細胞の 66％が PD-L1 を発現しており、こ

れを標的として PD-L1 阻害剤による治療が検討されて
きた 34）。本邦では 2016 年 12 月に抗 PD-L1 抗体薬であ
るバベンチオが希少疾病用医薬品に指定されたメルケル
細胞癌に適応された唯一の治療薬となっている。しかし
ながら、本薬の奏効率は治療開始６ヶ月時点での 32％

（完全奏効 9%, 部分奏効 23%）であり 32）、奏効が得られ
ない症例については他の治療法が必要とされる。MCC
治療に CRISPR/Cas9 システムを応用して腫瘍を一過性
に縮小させることができれば、外科的切除、分子標的療
法、化学療法、チェックポイント阻害薬などの治療法と
併用することが可能になるかもしれない。

5．結論

sgRNA194/Cas9 を導入することにより MCC の LT
遺伝子に欠損を主とした変異の導入が可能であった。こ
れにより LT 蛋白質の発現および細胞増殖抑制が認めら
れた。
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