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研究成果の概要（和文）：短タンデムリピート(short tandem repeat, STR)は、複製困難な配列であるにもかか
わらず、真核生物ゲノム上に夥しい数が分布する。STRの生理機能は不明だが、その変化がヒトがんや神経・筋
疾患の病因となる。STR 変化の分子機序の解明が待たれるが、実際にin vivoで生じたリピート変化を帰納的に
観察する研究には限界があった。本研究では、はじめてin vitro DNA 複製系を用い、リピート変化の動態をin 
vitro で観察し、変化を規定する分子要因を演繹的に明らかにすることを目的とした。この目的に必要な多様な
リピート配列をもつM13由来環状2本鎖DNA基質が作成された。 

研究成果の概要（英文）：Numerous short tandem repeats are mapped throughout the eukaryotic genomes, 
despite being particularly prone to replication errors. Although their physiological functions are 
unknown, their alterations underlie neoplastic and neuromuscular diseases in humans. Molecular 
mechanisms of STR alterations warrant attention. A posteriori approaches to observe STR alterations 
occurred in vivo have thus far been attempted, which are, however, obviously partial and 
insufficient. This study aimed to elucidate a priori molecular factors to determine the instability 
and the dynamics of STRs using an in vitro DNA replication assay system. For this purpose, 
replicative form M13 vectors carrying various repeat sequences have been constructed and prepared.

研究分野：腫瘍遺伝学、分子生物学

キーワード： リピート配列　DNA複製　DNAポリメラーゼ　複製エラー　マイクロサテライト不安定性　ゲノム不安定
性　リピート病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
真核生物ゲノムの特徴である短タンデムリピート(short tandem repeat, STR)では、DNA複製の際にエラーが頻
発するため、しばしばその長さが変化する。実際に、STR変化はヒトがんや神経・筋疾患に見られるが、in vivo
で生じたリピート変化を個別に観察する帰納法的研究からは、リピート変化を規定する分子要因を明らかにする
ことは難しい。本研究は、研究代表者の把握する範囲では、世界ではじめてin vitroアッセイを用いて、演繹的
にこの問題にアプローチしたはじめての研究である。このような研究の展開により、リピート病の原因だけでな
く、STRの生理機能にもアプローチできるかもしれない。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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1. 研究開始当初の背景 
1) リピート配列のパラドックス 
マイクロサテライトに代表される短タンデムリピート(short tandem repeat, STR)は、真核
生物ゲノムに遍く保存される特徴的な塩基配列である。マイクロサテライトは、1 ないし数
塩基対の最も小さな繰り返し単位をもつリピートであり、その数はヒトゲノムでは数十万
にものぼるとされている。このマイクロサテライトはヒト集団間で極めて豊かな多型をも
っており、現在、個人識別やリンケージ解析に頻用されているが、このことは同時に、この
リピートが極めて変化しやすいことを意味している。事実、STR は DNA 複製の際にエラ
ーが頻発する hot spot であり、ポリメラーゼにとって極めて複製困難な配列ということが
できる。にもかかわらず、このような配列が進化の過程で高度に保存されており、ゲノム上
に夥しい数が分布する事実は、これら
リピートが相当の生理機能を担ってい
ることを意味している。事実、一部の
ヒトがんや神経・筋疾患には、リピー
ト変化が疾患の hallmark ともいえる
ものが存在する。真核生物ゲノムにお
けるリピート変化の実態とその分子機
序とを理解することは、単にゲノム動
態への理解を深めるのみにとどまら
ず、ヒト疾病の理解にもつながること
が期待される。 
2) リピート変化とヒト疾患 
ヒトがんにおけるリピート変化は「マイクロサテライト不安定性(microsatellite instability, 
MSI)」としてひろく知られている。1993 年、家系内に大腸癌などが多発する「リンチ症候
群(Lynch syndrome, LS) 」で、MSI はみつかった。この LS の責任遺伝子が追い求められ
ていたとき、リンケージ解析に用いられたマイクロサテライトが、腫瘍では著しく変化して
いたのである。この現象は以後、MSI と呼ばれ、疾患の hallmark となった。 
 MSI は腫瘍学の分野でとくに注目され、文献には膨大なデータが蓄積された。しかし、
各疾患におけるその頻度は報告によってまちまちである。実は、MSI 解析には技術論的に
注意を要する問題が少なくない。申請者の研究グループは、主な技術論的問題をすべて解決
した高精度マイクロサテライト解析系を 1997 年に報告した。この系を用いた多角的な解析
により、ヒト腫瘍にみられる MSI には、質的に異なる 2 つのモードが存在することを明ら
かにした(Oda S et al., Nucleic Acids Res 2005)。すなわち、マイクロサテライトに 1 ない
し数個の繰り返し単位の挿入・欠失がみられるType Aと、これを超える長大な変化が生じ、
しばしば新しいアレルが出現したかのような様態をとる Type B である(図 1)。ヒトがんゲ
ノムで生じるリピート変化の実態は多様で
あることが示唆された。 
一方、「トリプレットリピート病 (triplet 
repeat disease)」とよばれるハンチントン舞
踏病、脆弱 X 症候群、筋緊張性ジストロフ
ィー、脊髄小脳変性症などの神経・筋疾患で
は、CAG、CTG といった 3 塩基リピートが
変化することが知られている。これらの疾
患では、特定の遺伝子内あるいはその近傍
に存在するリピートが変化することで、遺
伝子機能が失われ、発症するものと考えら
れている。 
3) リピート変化のメカニズム 
1 回の DNA 複製には、ヒトでは、6.0 x 109 塩基対もの合成が必要となるが、その精度には
限界がある。一般に、DNA ポリメラーゼがおかす過ち、すなわち「複製エラー(replication 
error)」には 2 種類が存在する。(A)ヌクレオチドの入れ間違いによる塩基ミスマッチ(base 
mismatch)と(B)ポリメラーゼの「滑り(slippage)」に起因する DNA 鎖ミスアラインメント
(strand misalignment)である。これらは放置されると、1 回の複製を経て、それぞれ塩基
置換変異(base substitution)と挿入・欠失変異(insertion/deletion)とに固定されてしまう。
リピートでは、このミスアラインメント
が頻発することが変化の原因と考えら
れ て い る ( 「 滑 り 仮 説 (slippage 
model)」)(図 2)。 
 これらの複製エラーは通常、ポリメラ
ー ゼ 複 合 体 に 含 ま れ る 校 正 機 能
(proofreading, PR)と DNA ミスマッチ
修復(DNA mismatch repair, MMR)との

図1: ヒト腫瘍にみられる2つの異なるモードのマイクロサテライト不安定性
(Oda S et al. Nucleic Acids Res 2005)
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図2: ポリメラーゼの滑りによるリピート変化
(「滑り仮説 (slippage model)」)
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2 つの機構により取り除かれており、突然変異
の発生を未然に防いでいる。事実、LS の責任
遺伝子として最初に同定された MSH2 は、こ
の MMR 系を構成する遺伝子のひとつであっ
た。以来、ヒトがんにおけるリピート変化の原
因は一元的に MMR 異常に帰されてきたが、リ
ピート安定化におけるPRの役割については明
らかになっていない(図 3)。また、申請者らに
よる MMR 遺伝子ノックアウトマウスを用い
た解析から、MMR 異常を十分条件として生じ
る MSI は Type A であることが明らかとなった(4)。一方、Type B は、LS に生じた腫瘍も
含め、多くのヒト腫瘍で観察されているが、従来の滑り仮説と MMR 異常では説明できな
い。実際に、マイクロサテライト変化の原因としては、2 重鎖切断修復(double strand break 
repair, DSBR)の異常(「遺伝子変換仮説(gene conversion model)」)も提唱されている(図 4)。 
 3 塩基繰り返しリピートが変化する分子機序は一層明らかでない。酵母での研究からは、
DNA 複製の際に Okazaki フラグメント末端に生じる「フラップ(flap)」を処理するエンド
ヌクレアーゼ、FEN1(flap endonuclease 1)の欠損が 3 塩基リピートの変化につながること
が示されたが(図 5)、Fen1 遺伝子欠損マウスでは、リピート変化は確認されず、罹患家系の
遺伝学的解析においても、FEN1 遺伝子変異はみつかっ
ていない。このように、ヒト疾患におけるリピート変化の
メカニズムは、これまで考えられてきたように単純では
ない。 
4) 研究の限界 
このような観察に共通する問題点は、ひとつひとつのリ
ピートがその染色体文脈で長い歴史を経た結果を、常に
あとから(a posteriori)観察している点にある。リピート
変化の普遍的な動態を、in vitro 系を用い目の前で(a 
priori)観察し、変化の要因を明らかにすることが求めら
れている。 
 
2. 研究の目的 
真核生物のゲノム編成の特徴のひとつである短タンデムリピート(short tandem repeat, 
STR)は、DNA 複製の際にエラーが頻発する極めて複製困難な配列といえる。にもかかわら
ずゲノム上には夥しい数の STR が分布している。STR の生理機能は明らかになっていない
が、一部のヒトがんや神経・筋疾患ではリピートの変化が病因と考えられている。STR の
変化の実態とその分子機序とを理解することは、単に真核生物ゲノム動態への理解を深め
るのみにとどまらず、ヒト疾病の発生機序の解明にもつな
がることが期待されるが、in vivo で生じたひとつひとつ
のリピートの変化の結果を収集して考察するこれまでの
帰納的(a posteriori)なリピート研究には限界があった。本
研究は、はじめて in vitro DNA 複製系を用い、リピート
の普遍的な変化の動態を in vitro で観察し、変化を規定す
る分子要因を演繹的(a priori)に明らかにすることを目的
とした。 
 
 
3. 研究の方法 
Step1: リピート配列の DNA 複製動態 - 新規定量的 in 
vitro DNA 複製系を用いた観察 
1) 複製効率の変化と要因 

申請者の研究グループは、M13 由来環状 2 本鎖 DNA
基質上のギャップ(1 本鎖)領域に、主に複製型ポリメラ
ーゼ pol delta により担われる生理的な DNA 複製が in 
vitro で誘導される独自のアッセイ系を構築し、報告し
てきた(Oda S et al., EMBO J, 2000; Nakao S et al., 
Biochimie, 2013)(図 6)。 

このシステムでは、ギャップ領域が DNA 合成によ
り埋められた基質は、ギャップ領域の 3’下流に位置す
る制限酵素の認識サイトを利用することで消化可能と
なり、2 本鎖線状 DNA 化される(図 6)。消化産物の割
合を定量化することで、DNA 複製反応の効率を定量的
にとらえることができる。このシステムでは、細胞粗抽

図5: Okazakiフラグメントにおける「フラップ」
形成とマイクロサテライト変化
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図4: 2重鎖切断に伴う相同組換え修復(遺伝子変換)時の
ミスアラインメントによるマイクロサテライト配列変化
(「遺伝子変換仮説 (gene conversion model)」)
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図6: Gap-filling反応を利用した
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(Nakao S et al. Biochimie 2013)
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出液のタンパク質濃度、反応時間のちがいによって DNA 複製効率の stoichiometric な
変化が観察可能である(図 6)。 
この基質のギャップ領域に種々のリピート
配列を組み込むことで、リピートが複製され
る様子を in vitro でダイナミックにとらえ
ることが可能である(図 7)。リピートの複製
困難さを規定するシス配列因子は以下のよ
うなものが想定される。 

 
< シス配列因子 > 
A.  リピート単位長 
B.  リピート長 
C.  周辺配列 
 
まず、このような因子の異なるさまざまな
リピート配列をギャップ領域に組み込み、
複製効率の変化から、複製困難なリピート
配列の特徴を明らかにする。 

2) 複製エラーの発生頻度と要因 
DNA 複製の際に発生することが予想され
るエラーには、 
 
A.  misincorporation (ヌクレオチド取り
込みの誤り) 
B.  misalignment (リピート配列部におけ
る繰返し回数のずれ) 
C.  strand break (鋳型 DNA 鎖の切断) 
 
の 3 つが挙げられる。リピート配列ではとくに後 2 者が発生することが予想される。ミ
スアラインメントによるリピート配列部の loop-out の形成(図 2 参照)は、反応産物に対
し直接 PCR をおこなうことで、フラグメント解析やダイレクト・シーケンシングによ
りとらえることができる。また、基質は M13mp18 を基本としているため、ホスト大腸
菌(mutS -)に導入し、プラークを形成させることで、リピート変化をもつ基質分子のひ
とつひとつを純化して解析することも可能となる(図 7)。一方、基質上のリピート配列
部に鎖切断が生じた場合は、アガロース電気泳動上の移動度の変化としてこれをとらえ
ることができる。シス配列因子の異なるさまざまなリピート配列を解析し、複製エラー
の発生要因を明らかにする。 

 
Step2: リピート不安定性につながる分子異常の同定 
 

< トランス因子 > 
A.  ポリメラーゼ校正機能(PR) 
B.  PCNA 
C.  ミスマッチ修復(MMR) etc. 

 
1) ポリメラーゼ複合体機能異常の意義 

複製型ポリメラーゼ複合体の触媒サブユニットに
含まれる PR は、ミスアラインメントにより形成さ
れた loop-outを処理可能であることが予想される。
PR 機能を欠くマウス細胞が入手可能である。ま
た、PCNA はポリメラーゼ複合体の安定度に寄与
しており、リピート配列部における複製エラーの
発生に関与していることが予想される。PCNA は、
細胞粗抽出液中より免疫沈降により除去可能であ
り、組換え体タンパク質、中和抗体も入手可能であ
る。このように、トランスに働く諸因子を変化させ
ることで、リピートの複製がどのように変化する
か観察する(図 7)。 

2) DNA 修復異常の意義 
本システムでは、MMR が機能する(Oda S et al., EMBO J, 2000)。MMR 遺伝子ノック
アウト動物細胞の粗抽出液を対照とすることで、複製効率の低下からどの程度 MMR が
活性化しているか評価可能である。リピートの特徴と MMR 活性化との関係を明らかに

図8: 高精度蛍光マイクロサテライト解析系
(Oda S et al. Nucleic Acids Res 1997)
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する。また、 (CAG)n リピートを導入した基質を用いて FEN の効果を観察する。 
 

Step3: ヒト疾患におけるリピート不安定化分子異常の同定 
申請者の研究グループはこれまで、高精度蛍光マイクロサテライト解析系(HRFMA) (図 8)
を用いて、さまざまなヒト腫瘍を検索し、リピート不安定性を呈する疾患を同定してきた。
これまでリピート不安定性を説明可能な分子メカニズムとしては唯一 MMR 異常が考察さ
れてきたが、上記の研究で同定された分子異常をこのようなリピート不安定性陽性疾患で
検索し、その病因論的意義を明らかにする。遺伝子の発現解析、シーケンシングなどの構造
解析を主におこなう。 
 
 
４．研究成果 
初年度の計画(第 1 ステップ)はまず、複製型ポリメラーゼはどのようにリピート配列を複製するのか、
1) 複製効率の変化と要因、2) 複製エラーの発生頻度と要因を in vitro で明らかにすることを目
標とした。この目的に必要なさまざま性質のリピート配列をもつ M13 由来環状 2 本鎖 DNA 基質
の作成に交付決定後すぐさま着手したが、進捗が遅れていた。H29 年度は、連携研究者と議論を
重ね、さまざまなアッセイの基質として応用可能な統合型多目的 2 本鎖環状 DNA 基質を
pBluescript を雛型にその配列を多地点で改変することにより作成した。合成と調製を終え、この
基質を用いた gap-filling assay 系を構築することで、研究の進捗を目指した。一方、第 3 ステッ
プで予定する課題(リピート不安定性疾患における分子異常の同定)に向け、ヒト諸疾患におけるリ
ピート不安定性検索を平行して続けた結果、多発性骨髄腫、成人 T 細胞白血病においてもリピー
ト不安定性が観察されることを見出し、その解析結果を公表した(Miyashita K et al. J Cancer 
Res Clin Oncol 143: 399-408, 2017; Miyashita K et al. Leuk Lymphoma 31: 1-6, 2018)。
H30 年度には、pBluescript を雛型とした統合型多目的 2 本鎖環状 DNA 基質の構造を検証し、
使用可能であることを確認した。また、第 2 ステップで予定した課題(リピート不安定性につながる
分子異常の同定)として、ヒト疾患で見出された DNA ミスマッチ修復遺伝子変異をゲノム編集技術
により導入したヒト細胞で、マイクロサテライト配列の変化を観察したところ、一般にヒト腫瘍でみら
れる変化と異なる変化が生じることを見出し、その解析結果を公表した(Hayashida G et al. Exp 
Cell Res 377: 24-35, 2019)。H31 年度には当初、統合型基質を用いた gap-filling assay 系を
構築する予定であったが、様々な基礎検討をこの新基質を用いて再試しなければならないことから、
計画を変更し、当初予定したとおり、M13 由来環状 2 本鎖 DNA 基質の作成を再開した。自然界
に存在しない配列を含むため、合成にはさまざまな困難が生じたが、昨年度末合成と調製を終了
した。また、HeLa 細胞の大量培養を行い、アッセイに必要な細胞粗抽出液も調製した。現在、
gap-filling assay が漸く開始できる状態となった。今後、上記した諸問題に継続的に取り組んで
行きたい。 
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