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研究の概要 
損傷応答機構は、多様な DNA 損傷に対抗する生体防御機構であり、ゲノム安定性維持に本質的 

な役割を果たしている。損傷応答機構が破綻したメダカ変異体を作製し、その体組織幹細胞及 

び体細胞での DNA損傷誘発ゲノム変異スペクトラムを同定し、損傷応答機構のゲノム安定性維 

持メカニズム解明を行う。 
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１．研究開始当初の背景 
 我々のゲノム DNAは、常に、外的・内的要
因による DNA損傷の脅威に曝されている。DNA
損傷は「ゲノム不安定性」を誘発し、やがて
長い潜伏期間の後、発がん等重篤な疾患を引
き起こす。損傷応答機構は、多様な DNA 損
傷に対抗する重要な生体防御機構であり、
「ゲノム安定性」維持に本質的な役割を果た
している。損傷応答研究は、生存率や特定の
応答経路への作用を細胞レベルで解析する
のがこれまでの常套手段であり、突然変異を
そのエンドポイントとする研究は少なく、し
かもほとんどの場合特定遺伝子におこる変
異を検出する系が用いられ、ゲノムレベルで
の変異を対象とする解析はほとんどされて
いなかった。次世代 DNA シークエンサー
(NGS)の普及はゲノム解析を容易にし、大規
模ゲノム解析によりがん細胞に起こってい
る多様な変異の同定から、「ゲノム不安定性」
の実態が明らかにされてきた。損傷応答機構
による「ゲノム安定性」維持、あるいはその
破綻による「ゲノム不安定性」誘発メカニズ
ムを突然変異をエンドポイントとして解析
する研究が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
 損傷応答機構は多様な経路により制御さ
れている複雑な生体応答機構である。損傷が
認識され反応をオンにする「損傷応答開始」
ステップおよび損傷応答の総決算である「変
異導入」ステップは、損傷応答の生体影響に
おいて最も重要な過程である。本申請では、
両ステップの破綻による生体作用を「誘発変

異」をエンドポイントに解析し、発がん等の
最終生体影響への損傷応答機構の寄与を明
らかにする事を目的としている。発がん等の
長い潜伏期間の後に顕われる生体影響には
「組織幹細胞」が重要な役割を果たしている。
そこで本申請研究では、「組織幹細胞」に誘
発される「ゲノム不安定性」を直接検出する
in vitro, in vivo 解析系構築を最終目標と
する。 
 
３．研究の方法 
１）ゲノム解析系の確立：NGS による変異検
出が本研究の基盤である。ゲノム解析手法の
進展は、エキソーム解析による点突然変異検
出を可能にしたが、全ゲノムを対象にした解
析には未だ多くの問題点が残されている。そ
こで本研究では、新たなアルゴリズム開発に
よるゲノム解析系の確立を目指した。 
２）メダカ変異体の作製及び表現型解析：申
請者グループはこれまでに「損傷応答開始」
ステップの重要遺伝子群の変異体を作製し
てきた。本申請ではゲノム編集技術により、
「変異導入」課程及び DNA修復の重要遺伝子
群変異体の作製を行った。 
３）体組織及び体組織幹細胞可視化系統の作
製：体組織幹細胞単離の為に組織特異的・未
分化細胞マーカー遺伝子を用いた蛍光蛋白
質による遺伝子導入系統の作製を行った。 
 
４．これまでの成果 
１）ゲノム解析系の確立：ヒトのゲノム上の
変異同定においては、次世代シーケンサのア
ラインメントソフトウエアとして BWA、アラ 
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イメント後の変異同定ソフトウエアとして
GATK を利用することが一般的となっている
が、本研究の対象とするメダカのゲノム配列
がヒトのゲノム配列ほど精度が高いもので
はないことや、GATK が計算する精度が今回要
求されている精度に達していない問題点が
あり、新たに変異解析のソフトウエア EAGLE
を開発した。EAGLE では、GATKの様に予め決
められた基準ではなく、対象のメダカとシー
ケンスクオリティに合った閾値を決め、精度
高く変異を検出することが可能となった。 
２）メダカ変異体の作製及び表現型解析：ゲ
ノム編集技術(TALEN及び CRISPR)を用い Tran 
Lesion Synthesis (TLS) DNA ポリメラーゼ遺
伝子群(Rev1, Rev3, Rev7, Polh, Poli, Polk, 
Poln, Polq)、DNA光回復酵素遺伝子群(CPDphr, 
(6-4)phr、CryDASH)、XPA 遺伝子の変異体作
製を行った。変異体の表現型観察を行うとと
もに、これ等変異体から培養細胞株を樹立し、
放射線、紫外線、化学変異原に対する感受性
の決定を行った。特に興味深いのは、rev3変
異体の表現型で、マウスの胚性致死と異なり

メダカ変異体は viable となるものの、寿命
が短く、しかも全個体が特定の年齢で大腸が
んを発症する事が判った。病理学的解析から、
腸絨毛基底部の幹細胞領域から過増殖が始
まり、幹細胞・増殖がんマーカーである Msi1
を高発現している事を見いだした（上図参
照）。尚、上記１）手法の検証として、rev3
変異体細胞の紫外線誘発突然変異の NGSによ
る検出を行い、野生株細胞に比べ rev3 変異
体細胞では誘発点突然変異が低下している
事を示す事ができた。 
３）体組織及び体組織幹細胞可視化系統の作
製：未分化細胞マーカーBmi1、SOX2、CD9 の
蛍光蛋白質遺伝子導入モニター系統の作成
を行った。また Fabp10a肝臓特異的可視化系
統を樹立した。 
 
５．今後の計画 
１）NGS によるゲノム解析系樹立により、2-3
塩基欠損を含む点突然変異及び染色体レベ 

ルでの構造異常等「遺伝的不安定性」の全貌
を詳細に解明する事が可能になった。本手法
を用い、損傷応答開始および最終変異導入ス
テップ変異体細胞の変異スペクトラム解析
を行う。 
２）大腸がんおよび肝臓の化学発がん系に、
これまでに樹立している損傷応答キー遺伝
子あるいは他の TLSポリメラーゼ遺伝子変異
を交配により導入し、ダブル、トリプル変異
体を作製し、発がん年齢依存性や発症率への
影響を観察する。１）による細胞レベルでの
ゲノム解析を同時並行で行い、両者の相関を
検討する。 
３）大腸がんおよび肝臓の化学発がん系に幹
細胞可視化系統を導入し、回収標識細胞のゲ
ノム変異検出を行う。 
４）哺乳動物間葉系幹細胞でのゲノム変異解
析を行い、メダカとの相違点・共通点からモ
デル生物としてのメダカの利点を検討する。 
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