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研究成果の概要：DNA ポリメラーゼイオタは、我々が発見した肺発がん抵抗性遺伝子座の有力

な候補遺伝子である。この遺伝子の欠損が肺発がんに及ぼす影響を直接的に調べるため、DNA

ポリメラーゼイオタ欠損マウスの樹立を遺伝子工学技術によって試み、成功した。しかし、樹

立の過程は様々な要因により当初計画よりも遅れを生じたため、3 年間の研究期間で肺発がん

感受性実験の終了にまで至ることができなかった。2009 年度以降も外部資金獲得に努め、研究

を継続する。 
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１．研究開始当初の背景 
 個体の発がん感受性は、遺伝因子の強い影
響下にある。20 世紀初頭までに、家族性大腸
ポリポージス遺伝子を始めとして、複数の発
がん感受性遺伝子がヒトの高発がん家系の
解析により単離された。だが、これらは遺伝
子の胚細胞突然変異によって極端に高い病
的発がん感受性をもたらす遺伝子で、その異
常形質は単一遺伝子支配に基づく明瞭なメ
ンデル遺伝様式に則って出現する。従って、
家系の連鎖解析による原因遺伝子の染色体
マッピングは比較的容易であり、ポジショナ
ルクローニングの最初の目標とされた。しか

しながら、この種の遺伝的発がん感受性は、
遺伝病の範疇に入る極めて特殊なものと言
わざるを得ない。何故ならば、一般的に観察
される個体差ないし体質としての発がん感
受性は、例外なく、複雑な多遺伝子支配を受
けているからである。このような一般的発が
ん感受性が発現する機序の遺伝学的理解は、
いわゆる「オーダーメイド医療」の基盤とし
て、今後重要視されるべきである。だが、ヒ
トが遺伝的に多様な集団であることを考え
ると、ヒトを直接対象とした一般的発がん感
受性の解析には莫大な経費と人材が必要と
なることは明らかである。 
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 本研究は多遺伝子支配形質の分析に有利
なマウスの実験系を利用して、ヒトの一般的
発がん感受性の支配に関わる責任遺伝子の
候補を追究するものである。 
 

 

２．研究の目的 
 我々は BALB/c マウスの第 18 番染色体に存
在するウレタン誘発肺発がん抵抗性遺伝子
座 Par2 (Pulmonary adenoma resistance 2)
のポジショナルクローニングを目指して来
た。Par2は二段階発がん説における第１相と
してのイニシエーションの修飾因子である
が、その有力な候補遺伝子として Polιを同定
し発表した。Polιは極端に塩基選択精度が低
い損傷乗り越え型の DNAポリメラーゼで、DNA
修復を通じて発がんに関与することが想定
される。 
 興味深いことに、129 系統マウスは Polι遺
伝子にナンセンス突然変異を持ち、Polι活性
を欠いていることをアメリカのグループが
近年発表した。よって我々は連鎖解析を用い
て129マウスの Polι遺伝子座がウレタン誘発
肺発がん感受性に及ぼす影響を検討した。そ
の結果、129 の変異 Polιアレルは正常アレル
に比して、肺腫瘍数を約 60%増加させる可能
性が示された。 
 以上の実験事実より、Polιは肺腫瘍発生の
防御に何らかの貢献をしているものと推測
される。しかしながら、現在までに得られた
証拠のみではPolι遺伝子の極近傍に位置する
他の遺伝子が発がん防御の責任遺伝子であ
る可能性も否定できない。従って、我々はPolι
遺伝子の欠損が肺発がんの促進を惹起する
直接的証拠を得る目的で、本研究助成によっ
て Polι遺伝子ノックアウトマウスを樹立し、
その肺発がん感受性を精査することとした。 
 

 

３．研究の方法 
 ノックアウトマウスの作製には、通常 129
系統マウス由来の胚幹細胞が用いられる。し
かしながら、129 マウスの Polι遺伝子はもと
もとナンセンス突然変異を有するため、機能
的な蛋白を産生できない。よって、129 マウ
ス胚幹細胞は本研究の目的には適さない。そ
こで、近年実用化された C57BL/6 マウス由来
の胚幹細胞を使用して、Polιノックアウトマ
ウスの創出を試みた。 
 マウス Polι遺伝子は 10 個のエキソンより
成っているが、そのエキソン 5から 7までを
欠損し、かつ、欠損の直後にストップコドン
が派生するように、相同組換えのターゲティ
ングベクターを設計する。このベクターを
C57BL/6 マウス系統由来胚幹細胞へエレクト
ロポレーション法によって導入し、相同組換
えによってPolι遺伝子がヘテロ状態でノック

アウト（以下、ヘテロノックアウトと呼ぶ）
されたクローンを選択する。正常 Polι蛋白は
全長 717 個のアミノ酸から構成されるが、ノ
ックアウトの結果、N 末端側の 161 アミノ酸
のみから成る不完全な蛋白が発現すること
になる。この不完全な蛋白は Polιのポリメラ
ーゼ機能に必須なモチーフを欠いているた
め、活性を持たない。ヘテロノックアウトク
ローン細胞を約 200 個以上の ICR マウス 8細
胞期胚に注入した後、偽妊娠雌 ICR マウスの
子宮に移植し、キメラマウスを出産させる。
C57BL/6 の体毛は黒色、ICR のそれは白色で
あるため、体毛のキメラパターンを観察する
ことにより、容易にキメラマウスを同定する
ことができる。得られたキメラマウスは正常
の C57BL/6 マウスと交配し、C57BL/6 の遺伝
背景を有する Polι ヘテロノックアウトマウ
スを産出する。 
 ヘテロノックアウトマウスを肺発がん感
受性の高い A/Jマウスと交配して得られたF1

マウスにウレタンを投与し、Polι のノックア
ウトアレルが肺発がん感受性に及ぼす効果
を調べる。 
 

 
４．研究成果 
 初年度に設計したターゲティングベクタ
ーの C57BL/6 マウス系統由来胚幹細胞へのエ
レクトロポレーション法では正しい組換え
を保有するクローンを得ることができなか
った。これにより、研究計画が約 1 年遅延し
た。ベクターを再設計したところ、適切なク
ローンが複数得られたので、そのクローンの
うちの一つを ICRマウス初期胚に注入して偽
妊娠マウス子宮へ移植した結果、3 匹のキメ
ラマウスが出産した。性別はいずれも雄であ
った。これらのキメラマウスを生殖可能月齢
まで飼育し、C57BL/6 マウスと交配して Polι 
の組換え体マウスを獲得した。図１に示すご
とく、組換え体では一方の Polι アレル内に
LoxP 配列で挟まれた neo 遺伝子が存在する。
この neo 遺伝子を含む LoxP 配列間の外来性
断片を Creリコンビナーゼによって除去する
ことにより、目的とする Polι のノックアウ
トアレルへの転換が完了する。そのために、
Cre 遺伝子をトランスジーンとして全組織で
発現する C57BL/6由来トランスジェニックマ
ウスと交配し、最終的に Polι のヘテロノッ
クアウトマウスを得た。 
 
 
 

 

 

図１ Polι の組換えアレル模式図 
 



 

 

 樹立したヘテロノックアウトを A/Jマウス
と交配し、生まれた F1マウスを使用してウレ
タン誘発肺発がん実験を現在進めている。F1

マウスには Polι がヘテロノックアウト状態
のものと正常のものが約半々の比率で存在
する筈であり、前者を実験群、後者を対照群
として肺腫瘍の発生数を比較する予定であ
る。しかしながら、ノックアウトマウス樹立
段階における計画の遅延により、ノックアウ
トマウスを使用した肺発がん実験を申請し
た研究期間内に終了できなかった。 
 本研究は、Par2 のポジショナルクローニ
ングの最終段階として、Polιノックアウトマ
ウスを作製し、その肺発がん感受性を検討す
ることを目的とした。ノックアウトマウスの
作製は様々な要因によってその成否が左右
されるが、我々の場合も初回に設計したター
ゲティングベクターの不良により、研究計画
が焼く１年遅延してしまった。その結果、ノ
ックアウトマウスの肺発がん実験を期間内
に終了することができなかった。しかし、今
後は本研究助成によって樹立されたノック
アウトマウスを利用して、Polιの欠損が肺発
がん感受性に与える影響の精査を継続する。 
 我々が肺発がん抵抗性遺伝子の候補とし
て Polιを提案してのち、同遺伝子の欠損がマ
ウスの皮膚発がんを促進する可能性を二つ
の研究グループが発表している。彼らの実験
はPolι遺伝子にもともとナンセンス突然変異
を有する 129 マウス由来コンジェニック系を
使用しているため、皮膚発がん促進が Polι遺
伝子欠損によるものか、それともその近傍に
位置する遺伝子によるものかは確定できて
おらず、我々の肺発がんに関する研究と同様
の問題に直面している。本研究助成によって
樹立されたPolιノックアウトマウスを利用す
れば、肺発がんのみならず、皮膚を含む他臓
器の発がんに対するPolιの影響をも明らかに
することができるであろう。 
 一方、Polιが生理現象、病理現象において
果たす役割はほとんど解明されていないた
め、発がん以外の研究でも同ノックアウトマ
ウスが将来的に有用な研究材料となること
は間違いない。特に、Polιが免疫グロブリン
遺伝子の組換え、変異に関与しているという
仮説が根強くあるが、この点の解明にも極め
て有効な実験モデルを提供し得るものと考
える。 
 2009 年度以降も外部研究資金の獲得に努
め、本研究の終了を目指す。 
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