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新規新規新規新規およびおよびおよびおよび合成致死性相同組換合成致死性相同組換合成致死性相同組換合成致死性相同組換ええええ関連因子探索関連因子探索関連因子探索関連因子探索のためののためののためののためのsiRNAスクリーニングスクリーニングスクリーニングスクリーニング

siRNAsiRNAsiRNAsiRNA によるによるによるによる遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子ノックダウンノックダウンノックダウンノックダウン

siRNA による遺伝子ノックダウンはゲノムワイドな遺伝子ネットワークを解析するための強力

なツールである。固相系トランスフェクション技術を用いることで, siRNA スクリーニングをより

簡便に、より小さなサンプルサイズで実施できる。

DNADNADNADNA損傷修復機構損傷修復機構損傷修復機構損傷修復機構

DNA 損傷修復機構はゲノム安定性に重要であり、冗長性を持つ。放射線や抗がん剤により

DNA 損傷を引き起こす抗がん治療において、修復機構の冗長性は、がん細胞の生存、抗が

ん治療への抵抗性に寄与している。我々は DNA 損傷修復経路には抗がん治療の標的とな

りうる因子が多く存在すると考え、２つのスクリーニングを行なった。

(1) DNA損傷修復機構の一つである相同組換え経路の新規因子を探索することを目的とした

ゲノムワイド siRNA スクリーニング

(2) 合成致死性を示す遺伝子の組み合わせを探索することを目的とした DNA 損傷修復機構

関連因子の二重ノックダウンスクリーニング
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図図図図1. 固相系固相系固相系固相系トランスフェクショントランスフェクショントランスフェクショントランスフェクション

図2. 相同組換えに関与する遺伝子の探索

相同組換相同組換相同組換相同組換えにえにえにえに関与関与関与関与するするするする因子探索因子探索因子探索因子探索 （図2a）

固相系固相系固相系固相系トランスフェクショントランスフェクショントランスフェクショントランスフェクション技術技術技術技術

遺伝子導入を促進する試薬と共に siRNA を各ウエルに固相化している。トランスフェクション

実験を行うときには細胞を播種するだけで良く、簡便である。小さなサンプルサイズでもトラン

スフェクションできるので、希少な細胞を使った網羅的な解析が可能である。いくつかのトラン

スフェクションが難しいとされている細胞にも siRNA を高効率で導入することに成功している。

siRNA/miRNA

Transfection reagent

Accelerator

リバーストランスフェクション 固相系トランスフェクション

適用可能な細胞 比較的狭い 広範囲（初代細胞を含む）

細胞種 浮遊細胞、接着細胞 浮遊細胞、接着細胞

トランスフェクション効率 信頼性あり より高い信頼性

デッドボリューム 培養液の～50% 0%

保存 不可能 > 12 months

最大ウェル密度 384-well plate format 3456-well plate & glass array

自動化 可能 可能

合成致死性合成致死性合成致死性合成致死性をををを示示示示すすすす遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの組組組組みみみみ合合合合わせわせわせわせのののの探索探索探索探索

siRNA による二重ノックダウンによる生育への影響を評価した（図3a）。2 siRNA 間の遺伝子

相互作用スコア ε を次のように定義した。

下記のように変形し、線形近似により log ε 値を算出した（図3b）。

1 組の強い合成致死性を示す siRNA の組み合わせを発見した。本スクリーンで siRNA によ

る二重ノックダウン出来ていることをウエスタンブロットにより確認した（図3c）。今後、相同

組換えへの関与を γH2A.X, 53BP1 の免疫染色（図3d）などにより確認する予定である。
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図3. 合成致死性を示す遺伝子の組み合わせの探索
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• 固相系トランスフェクション技術を利用してゲノムワイド siRNA スクリーニング（384-well 

plate x 58 枚 x 2 回）、二重ノックダウンスクリーニング（384-well plate x 20 枚 x 3 回）

を実施した。

• 相同組換えに関与する可能性のある 67 候補遺伝子を選び出した。

• 1 組の強い合成致死性を示す siRNA の組み合わせを発見した。

連絡先連絡先連絡先連絡先

まとめまとめまとめまとめ

相同組換相同組換相同組換相同組換えにえにえにえに関与関与関与関与するするするする因子探索因子探索因子探索因子探索 （図2a）

• siRNA, 遺伝子導入促進剤を固相化（384-well plate x 58 枚, 18,262 標的遺伝子）

• U2OS 細胞を播種（時刻 0）

• 68時間後に放射線照射（4Gy）によって DNA 損傷を誘導

• 72時間後に細胞を固定

• 抗 RAD51 抗体を用いて免疫染色および DAPI 染色

• IN Cell Analyzer を用いて RAD51 foci の形成数を評価（相同組換え経路活性化の指標）

合成致死性合成致死性合成致死性合成致死性をををを示示示示すすすす遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの組組組組みみみみ合合合合わせわせわせわせのののの探索探索探索探索

• siRNA, 遺伝子導入促進剤を固相化（384-well plate x 20 枚, 80 x 80 標的遺伝子）

• MRC5 細胞を播種

• 5 日後に resazurin assay により生細胞数を評価

結果結果結果結果

放射線照射後放射線照射後放射線照射後放射線照射後のののの RAD51 foci 形成形成形成形成にににに関与関与関与関与するするするする遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子（（（（相同組換相同組換相同組換相同組換えにえにえにえに関与関与関与関与するするするする因子因子因子因子））））

図2b に RAD51 foci の形成数を評価した結果をヒートマップで示している。陽性対照

（RAD51 siRNA）と陰性対照（scramble siRNA）について、形成した RAD51 foci の数を比較

した（図2c）。プレートごとの Z’-factor は、0.3 – 0.7 だった。また、実験の再現性を評価す

るため、スクリーニング１回目（GW1）と２回目（GW2）の結果の相関を調べた（図3b） 。相関

係数 R2 = 0.6889 だった。 siRNA 導入により強い細胞毒性が見られたものについては除外

した後、スクリーニング１回目（GW1）と２回目（GW2） 、それぞれから、RAD51 foci 形成が

減少した上位 250 の siRNA のターゲット遺伝子を候補として選び出した。約 30% にあたる

67 遺伝子が２回のスクリーニングどちらにおいても含まれていた。これらを相同組換えに関

与する遺伝子の候補と考えている。 67 遺伝子の中には、BRCA1, BRCA2, RPA1 と言った

既知の相同組換えに関与する遺伝子が含まれており、本スクリーニング系は信頼できると

考えている（論文投稿準備中）。今後、gene enrichment analysis により候補遺伝子が特

定の生物学的特性を持つ遺伝子群に属するものか評価する。また、ゲノムワイド siRNA

library （Dharmacon） には 1 遺伝子につき 4 種類の siRNA が含まれているので、それぞ

れを別々に用いた遺伝子ノックダウン実験を行い確認を行なう予定である。さらに、二次ス

クリーニングを実施し、相同組換えに関与する新規な因子を見つけ出したい。
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