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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

 本研究では、エピゲノム編集技術を用いた癌治療用ベクターを開発することを目的とし、エピゲ

ノム編集技術の高度化・多重化に向けたベクター開発、およびエピゲノム編集ベクターの癌細胞へ

の導入と機能性評価を実施している。 

 

前者については、従来のエピゲノム編集システムを拡張させた第三世代システムとして、多段階

のタグを介在し、様々なエフェクタータンパク質を任意のゲノム領域に呼び込むことのできるマル

チタスク型ベクターシステムを構築した。またその機能性を実証するため、主として癌抑制遺伝子

である CDH1 遺伝子の活性化を指標としてヒト細胞での評価を実施した。その結果、従来の第一世代

システム（dCas9-VP64）や第二世代システム（dCas9-VP64＋MS2-p65-HSF1; SAMシステム）と比して、

本研究で構築した第三世代システムが特に優位な転写活性化効果を示した。更に第二世代の SAM シ

ステムでは転写活性化効果が全く見られなかった RANKL 遺伝子座においても、本研究で確立した第

三世代システムを用いることで顕著な転写の活性化が認められ、本システムの優位性が遺伝子座特

異的ではないことが明らかとなった。 

 

 後者については、臨床応用のためのベクター開発として、肺扁平上皮癌における系統維持型癌遺

伝子である Sox2および p63遺伝子を標的とし、本年度はまずプロトタイプの第一世代ベクター（た

だしゲノム上の複数箇所を同時に標的とする all-in-one multiplex vector を使用）による実証実

験を行った。プラスミドベクターの導入により、各遺伝子の発現が mRNAレベルおよびタンパク質レ

ベルで顕著に減少することが確認できただけでなく、アデノウイルスベクターを用いた発現抑制効

果も実証した。更に、AnnexinⅤを用いた Flowcytometry解析および Tunel 染色によって、アポトー

シス誘導効果も実証され、癌抑制ベクターとしての有効性が示された。 

 
 In this study, we have been developing the vector system for highly multiplexed epigenome editing 
and applying and validating them in cancer cells, to establish the vector for the cancer therapy by 
epigenome editing. 
 
 First, we constructed the multi-tasking vector system that enables to recruit various effector 
proteins at the desired genomic region via multiple tags as the third-generation epigenome editing 
system. In addition, to demonstrate its functionality, we evaluated the vector by transcriptional 
activation mainly at the CDH1 gene locus, known as a tumor-suppressor gene, in human cells. 
Compared to the first-generation (dCas9-VP64) and the second-generation (dCas9-VP64 with 
MS2-p65-HSF1; SAM) systems, our third-generation system constructed in this study showed 
particularly superior effect of transcriptional activation. Moreover, the second-generation SAM 
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system could not activate the transcription of RANKL gene, but our third-generation system could 
significantly activate the transcription at the RANKL locus. Thus, the superiority of our system in 
activating endogenous genes was proven to be locus independent. 
 
Second, as the vector development for clinical application, we have conducted a proof-of-concept 

study by using the first-generation prototype vector (all-in-one vector for multiplex epigenome 
editing), targeting Sox2 and p63 genes, which are known as the lineage-specific oncogenes of 
squamous cell lung cancer. By introducing plasmid vectors, we observed significant decrease of 
expression of each gene at both mRNA and protein level. In addition, the inhibition of expression was 
also observed by introducing adenoviral vectors. Moreover, the effect of apoptosis induction was 
demonstrated with flowcytometry analysis using Annexin V and Tunel staining. Thus, the 
effectiveness of our vector for cancer repression was demonstrated. 
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