
科学研究費助成事業（基盤研究（Ｓ））公表用資料 

〔平成２８年度研究進捗評価用〕 
平成２５年度採択分 

平成２８年３月２４日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究の概要 
放射線被ばくや有害化学物質による体細胞や生殖細胞突然変異リスクはこれまで、培養細胞や 
被ばくした組織から抽出したゲノム DNA を解析する方法で推定されてきた。我々は、突然変 
異が生じると細胞が生きたまま光る（蛍光を発する）システムを開発し、全身の組織・細胞を 
対象として突然変異リスクを「場」の情報と共に得られるモデル動物を作製して評価する。 
研 究 分 野：環境学・環境解析学・放射線・化学物質影響科学 
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１．研究開始当初の背景 
 放射線や環境変異原による遺伝影響リス
クは現代社会で重大な関心が持たれている。
これは、がんや特定の疾患の原因が遺伝子突
然変異に起因する場合があるという考え方
に基づいている。従来、有害物質による遺伝
影響は特定遺伝子（マーカー遺伝子）の突然
変異の誘発の度合いを in vitro 細胞培養で見
たり、組織から DNA を抽出したりすること
で解析されてきた。しかしこの方法では、生
体組織中の何処の、どの細胞が突然変異を起
こしたのか、位置情報が得られなかった。特
に、個体の発生と再生、老化を制御する細胞
交代系の組織中には組織幹細胞が存在し、こ
れが突然変異を起こすことが生体影響の大
元であると考えると、組織中での遺伝子変異
リスク評価は細胞交代（組織幹細胞の増殖）
の「場」にピンポイントで焦点を定める必要
がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、個体を構成する全細胞を対象
として、組織・器官構築の 3 次元的「場」を
壊すことなく、体のなかで生じる突然変異細
胞を検出することができるモデル動物を作
製する。具体的には、モデル動物について文
字通り「頭のてっぺんから尻尾の先まで」す
べての組織・細胞で起こり得る突然変異細胞
を顕微鏡で簡単に観察できる遺伝子組換え
動物を作製する。モデル動物の原型ができた
後には、DNA 修復やがん抑制に関わる遺伝
子欠損系統と交配し、変異の高感度検出系へ
とシステムを発展させる。 
これを用いて放射線や環境変異原の生体

リスク評価の検証実験を行い、万国共通のリ
スク測定・モニタリングシステムとして提案
する。 
 
３．研究の方法 
 モデル動物としてマウスとメダカを用い
る。突然変異の検出システムとしては、（１）
復帰突然変異にて細胞が光る系を最初に試
み、次に（２）前進性突然変異、（３）ある
いは発がん性突然変異で光る系を作製する。
（４）ATM、BRCA1、Rev1、p53、Rb 等の
遺伝子欠失個体をゲノム編集技術を用いて
作製し、これら変異遺伝子アリルを当該モデ
ル動物に持ち込む。（５）発がん標的組織で
生じた突然変異細胞の動態を観察し、ゲノム
の損傷修復と突然変異誘発機構について考
察する。 
 
４．これまでの成果 
 （１）マウス X 染色体上の HPRT 遺伝子
を遺伝子ノックイン法により部分重複とし、
その重複部分の後ろに in-frame で GFP 遺伝
子を結合した組換え ES 細胞を作製し、これ
からキメラマウスを経て、マウス個体とした
(HPRTdupGFP マウス)。このマウスの全身
細胞はすべて HPRT の部分重複を持ち、ここ
からの復帰変異が起こると HPRT-GFP タン
パク質を発現して緑色に光る。今回、組織観
察の容易な膵臓、肝臓、小腸、大腸、乳腺、
甲状腺、脳、脾臓リンパ球、精巣などを蛍光
顕微鏡で見ると、脳神経組織を除いてすべて、
10-6から 10-5程の頻度で突然変異細胞が存在
することが認められた。組織内には変異細胞
が単独で存在する場合（突然変異成立後は分
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裂していない）や、クローン増殖して比較的
大きな細胞集団となっている場合が散見さ
れた（図 1）。また、小腸ではクリプト底面に
位置する幹細胞からの一筋の突然変異細胞
系譜(mutant cell lineage)が観察され、これ
が放射線被ばくにより増加することが確認
された。さらに、被ばくマウスでは、クリプ
ト基底面から立ち上がる変異細胞の筋
(stripe)の数の増加傾向が見られた。これは、
自然突然変異では変異細胞は上に向かって
のみ分化にコミットした細胞を生み出すに
対し、被ばくにより多くの細胞死が誘導され
た小腸クリプト内では突然変異細胞は上の
みならず横にも分裂して幹細胞数を増やし
ている可能性を意味していた。以上、体内の
それぞれの組織内で起こる体細胞突然変異
をピンポイントで観察できること、組織幹細
胞の動態を直接観察できることが実証され、
優れたモデル動物であることが明らかとな
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 一方で、被ばく後の各個体間、各組織間で
の突然変異頻度には大きなバラツキがある
ことも明らかとなった。これは個体の発生・
生長時に発生する自然突然変異に起因する
体細胞モザイシズムが原因であると推察さ
れた。 
 メダカでも HPRTdupGFP システムは機
能すると考えられ、当該ターゲットベクター
の受精卵への導入では目やヒレの一部で自
然突然変異と思われる蛍光が認められる個
体を得た。今後安定して HPRTdupGFP が保
持されるメダカ系統を作製する。 
 （２）p53 遺伝子にがん原性の突然変異が
起こると細胞が光るシステム(53-GFP ノッ
クインマウス)を作製した。これは p53 に前
進性の突然変異(gain-of-function 変異)が起
こると p53-GFP 蛋白質が細胞核内に蓄積し
て光るシステムである。また、p53 遺伝子に
LOH が起こるとメラノーマが発生するシス
テムの構築をメダカで開始した。これらはい
ずれも、がん原性体細胞変異を可視化する。 
 （３）ゲノム編集技術を用いて、メダカで
網羅的に DNA 修復やがん抑制遺伝子の破壊
個体を作製した。現在までに ATM、BRCA1、
Rev1、p53、Rb 等のノックアウト系統が得
られ、これらを上記突然変異モニターメダカ
系統と交配する計画を立てた。マウスについ
ては、p53、ATM、53BP1 ノックアウト系統
との交配を始めた。 
 

 （４）組織幹細胞や体内で被ばくして増殖
した細胞クローンの突然変異の特徴と変異
メカニズムを解析する目的で、組織幹細胞の
分離と全ゲノム解析の予備実験を開始した。
第一段階として培養幹細胞クローンの全ゲ
ノム解析の実効性の検討に入った。 
 
５．今後の計画 
 （１）マウス HPRTdupGFP：自然突然変
異によるバックグラウンドのバラツキを抑
える操作を行う。メダカ HPRTdupGFP：安
定したトランスジェニック系統の作製。両者
とも被ばく実験と組織観察を行い、変異リス
ク評価の基準を作製する。生殖幹細胞突然変
異の測定方法も開発する。 
 （２）マウス p53-GFP：複数系統の
p53-GFP ノックインができているので、in 
vivo マウス発がん実験にて被ばくにより生
じたがんが光るか否か検証する。メダカ
p53-LOH/メラノーマ：p53LOH にてメラノ
ーマが誘発されるか否か検証する。放射線に
よる LOH の誘導を測定する。 
 （３）ゲノム編集技術の開発と突然変異・
がん抑制遺伝子の網羅的破壊を行う。これら
変異動物を交配することで、高感度で突然変
異を検出することができるモデル動物へと
発展させる。 
 （４）体内で生じた突然変異細胞集団の採
集と全ゲノム解析により、突然変異生成の分
子メカニズムを推察する。 
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