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研究成果の概要（和文）：遺伝子増幅は発がんの原因であり、産業応用もされている。増幅した遺伝子は、染色
体外因子であるDMに局在する。本研究では、ＤＭに関する我々の長年の成果を利用して、新たに以下の成果を挙
げた。ＤＭ特異的に2本鎖切断を誘導することにより、ＤＭの核内での凝集、修復、微小核形成を介したＤＭの
排出や構造変換、といった、ＤＭの動態を明確にできた。異種間細胞融合を用いて、染色体の断片化によりＤＭ
が形成することを培養条件で明確にした。ゲノム中で高度反復配列となった場合に、遺伝子発現が抑制される配
列と，逆に高める配列が存在することを見いだした。マウス人工染色体特異的に目的配列を増幅させる方法を樹
立した。

研究成果の概要（英文）：Gene amplification plays a pivotal role in carcinogenesis. It also is used 
in manufacture.  Amplified genes frequently reside on the extrachromosomal DMs.  We obtained the 
following achievement from this grant. We have clarified the intracellular behavior and elimination 
of DMs by introducing DM-specific breakage.  We have shown that chromosome pulverization actually 
generates DMs in culture. We have found that the repeat sequence may be silenced or activated, which
 is  depending on the sequence that make repeat.  We have developed a method that amplify the target
 sequence at the targeted artificial chromosome.    

研究分野：分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DMは、増幅遺伝子を運ぶことによってがん細胞悪性化の鍵となる構造である。その動態を明らかにし、その形成
機構を実証した本研究の成果は、がんの理解と治療に重要な意義を持つとともに、遺伝子増幅を産業応用する際
にも重要な知見となる。一方、遺伝子増幅の結果、反復配列となった際に、発現抑制されることは知られていた
が、逆に活性化される場合があることは予想外で、蛋白質生産に応用する上で重要である。さらに、標的の人工
染色体特異的に遺伝子増幅することは、人工染色体が細胞間で移動できることから、産業応用上重要な技術であ
り、さらに一般的な細胞工学技術として発展可能である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
哺乳動物細胞内での遺伝子増幅は、がん遺伝子等の増幅を介して細胞悪性化の決定的な原因に

なるとともに、ゲノム進化の中心的な駆動力となってきた。さらに、これまで遺伝子増幅を人

工的に誘導する技術（DHFR/MTx 系）は、蛋白質医薬品等の製造に汎用されてきた。増幅し

た遺伝子は、ゲノム由来の染色体外因子である double minutes (DMs)に局在する場合が多いが、

その細胞内動態と排出機構に関して、研究代表者は 4半世紀近くにわたって独創的な研究を続

け、世界をリードしてきた。さらにそのような研究に端を発して、まったく独自な IR/MAR遺

伝子増幅法を見いだし、動物細胞内での遺伝子増幅に関して詳細な分子機構を明らかしてきた。

また、そのような IR/MAR遺伝子増幅法を、組み替え蛋白質生産系へと産業応用する道を切り

拓いてきた。 

 
２．研究の目的 
研究代表者がこれまで独自に進めてきた最先端の研究を、さらに高度に進めて、産業応用可能

な技術にする。すなわち、（Ａ）増幅した遺伝子が局在する染色体外因子であるＤＭについて、

その形成と細胞内維持、排出、について理解するとともに、その研究を介してＤＭ自体の性状

に関する理解を深める。（Ｂ）そのような基礎研究に立脚し、独自な細胞内遺伝子増幅技術

（IR/MAR遺伝子増幅法）を、組み替え蛋白質生産を中心とした多様な分野に応用可能な、汎

用的な細胞工学技術として発展させる。 

 
３．研究の方法 
「4．研究成果」の蘭に併せて記載する。 

 

４．研究成果 

（Ａ-1）増幅した遺伝子が局在する染色体外因子ＤＭの動態について、ＤＭ特異的に 2本鎖切

断を誘導することにより、ＤＭの核内での凝集、修復、細胞分裂後の微小核形成を介したＤＭ

の排出や構造変換、といった、がん生物学上極めて大事な現象を明確にすることができた。す

なわち、数種類の細胞を用い、CRISPR/Cas9 実験系を用いてＤＭ特異的に 2 本鎖切断を誘導

すると、4 時間以内に核内で凝集することを明確に示した。このような凝集は、Ｇ1 期では生

じず、Ｓ期でのみ生じたことから、相同な配列からなる多数のＤＭが 2 本鎖切断を受けると，

相同組み換えの機構により凝集することが示された。2本鎖切断により核内で凝集したＤＭは、

修復が終了した後も凝集した状態が持続し、そのために細胞分裂後に細胞質に取り残されて微

小核となることが示された。最近の世界の研究により、微小核内ではクロマチンの切断・再結

合が生じた後、細胞分裂後に主核と合体することが示されている。我々の結果は、凝集したＤ

Ｍが微小核を形成した後、さらに分裂をすると、増幅した遺伝子が細胞から排出された細胞が

出現する一方で、ＤＭが巨大化したり、染色体に組み込まれてＨＳＲになることが示唆された。

遺伝子増幅構造の変換や排出に至る機構を明確にしたこのような研究成果は、がんの理解と治

療に貢献するとともに、遺伝子増幅を利用した蛋白質生産技術の向上につながる。このような

成果は、投稿準備の最終段階で、来週にも学術誌へ投稿する予定でいる。 

（Ａ−２）ＤＭを培養条件で形成させる世界初の実験系を樹立した。すなわち、ヒト細胞と齧歯

類細胞を融合すると，ヒト染色体が選択的に失われることが知られていた。我々は、この条件

でヒト染色体が選択的に微小核に取り込まれ、そこで分断化されることを見いだした。そのよ

うな条件で、ヒト染色体の断片の組み合わせから、新たにＤＭが形成されることを見いだした。

このようなＤＭはセントロメアを持たずに、細胞増殖に伴って安定に維持された。このような



成果は、BMC molecular and cell biology誌に 2019年掲載された。 

（Ｂ-1）ゲノム中で高度反復配列となった場合に、遺伝子発現が抑制される配列と，逆に高め

る配列が存在することを見いだした。すなわち、様々な配列をスクリーニングすることにより、

反復した場合にどのような配列が発現を高めるのか、逆にどのような配列が低くするのかのリ

ストを得た。具体的に後者としてはプラスミド、ファージ、等、原核細胞由来配列や、ヒトゲ

ノム中の SINE, LINE等が含まれ、前者にはヒトゲノム中の複製開始領域、核マトリックス結

合領域、独自にヒトゲノムから単離した B-3-31 配列等が含まれた。このような配列は、それ

自体が分子生物学上重要な発見となるとともに、動物細胞工学への応用が期待される。このよ

うな成果は、PlosONE 誌に 3 報の学術論文として発表したとともに、現在さらに投稿準備中

である。 

（Ｂ−２）マウス人工染色体特異的に目的配列を増幅させる方法を樹立した。具体的には、

IR/MAR配列と、標的配列との相同配列の 2者を持つプラスミドＤＮＡを、相同配列特異的に

切断する Cas9/guide RNAと同時に細胞に導入する方法である。さらに、この方法でなぜ標的

配列に特異的に組み込まれるのかについての分子機構を明確にするとともに、人工染色体上で

Lactose operator配列を増幅させることで、lactose repressor-GFP発現細胞内で人工染色体を

生細胞可視化することに成功した。このような成果は、現在投稿中で、revision を送った段階

にある。さらにこの方法は、標的とする染色体配列特異的に目的配列を増幅させる方法として、

より広範な適用範囲を持つ動物細胞工学技術として発展途中である。 
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