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研究成果の概要（和文）：ヒトの遺伝子数は通常一細胞あたり２対存在するが、がん細胞では、本来2対である
べき遺伝子の数が増加している事（遺伝子増幅）が頻回に観察されている。しかし、遺伝子増幅がどのように起
こるのか、その分子機構について、特に哺乳動物細胞では不明である。私たちはTGF-βシグナルを活性化する
と、がん遺伝子myc を含む領域に遺伝子増幅を誘導することを見出した。このシステムを用いて遺伝子増幅の分
子機構を明らかにすることを目指した。

研究成果の概要（英文）：When the time course of amplification after TGF-β stimulation was examined,
 cell proliferation had already stopped on the second day after the start of stimulation, but no 
gene amplification was observed, and amplification occurred on the 28th day.
To confirm that this is a universal phenomenon in NMuMG cells, we purchased new NMuMG cells and 
further cloned the cells by limitting dilution. After stimulation with TGF-β, all the clones 
stopped growing and then started growing again, avoiding the inhibition of growth by TGF-β, as 
previously reported. However, no amplification of myc was observed in these clones, suggesting that 
this is not a universal phenomenon in NMuMG cells.

研究分野： 発がん機構の分子メカニズムについて、生化学的および分子生物学的にアプローチしている

キーワード： 遺伝子増幅　TGF-β刺激　Myc遺伝子　シグナル伝達経路
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がん・悪性新生物は、長く我が国の死亡原因の第一位であり、その克服は喫緊の課題である。次世代シークエン
サーを活用した新しい測定技術によりがんの多くの細胞は遺伝子の数の異常があることが、知られるようになっ
たが、その分子機構は不明である。本研究ではそれを明らかにする新しいモデルの確立を目指したが、現在のと
ころ普遍的なモデルとしての確立には至らなかった。この問題は生物学的としても悪性新生物を理解する上でも
興味深い課題であり、今後も研究を進めて行くことが重要である。

※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 
 

ヒトは、二倍体生物であり、遺伝子数は通常一細胞あたり２対である。しかし、がん細胞で
は、本来 2 対であるべき遺伝子の数が染色体上もしくは染色体外で増加している事（遺伝子増
幅）が非常に頻回に観察されている。過去 10 年あまりの間に、次世代シークエンサーを用い
た一細胞ゲノムシークエンス法が開発され、遺伝子増幅がヒト癌のおよそ半数に見られること、
さらに腫瘍組織内でも細胞単位で遺伝子増幅の程度が非常に多様であることが報告されてい
る。このような遺伝子増幅が、発がんの誘引となっているのか、または発がんの結果としてこ
のような状態が起こっているのかについては、詳細な検討が必要ではある。しかしながら、増
幅している遺伝子が、がん遺伝子であり大量の遺伝子産物が生成されると、それはがんの成長、
がんの伸展に大きく貢献することが予想される。すなわち遺伝子増幅は、発がんの誘因もしく
はがんの進展に寄与する現象であると考えられる。 

しかしながら、遺伝子増幅がどのように起こるのか、その分子機構についての研究は、主に
原核生物を使った研究の結果を、真核生物に演繹して検討がなされており、哺乳動物細胞で遺
伝子増幅の分子機構の全貌は明らかではない。これまでの研究は染色体上でどのような現象が
遺伝子増幅を引き起こすかの解析にとどまっていて、細胞外からの刺激や、細胞内のシグナル
伝達経路についての検討は全くなされていない。 

一方、TGF-β（Tumor Growth Factor-β）シグナルの長期間の活性化が、特異的にかつ再
現性を持ってマウス染色体１５番上のがん遺伝子 myc を含む領域とその近接する領域の遺伝
子増幅を誘導することを見出している。すなわち、哺乳類細胞で遺伝子増幅を任意に誘導でき
るシステムを手に入れたと考えている。 

 
２．研究の目的 

 
遺伝子の過剰な増幅は DNA 損傷を誘導する刺激によって引き起こされることから、DNA

損傷修復時の再構成のミスや複製の過剰によると考えられている。しかし、その分子メカニズ
ムの解析は適当なモデル系がないためにほとんど進んでいない。一方で、多くの固形がんでは
遺伝子増幅が高頻度で起こっていることが明らかとなり、発がんまたはがんの維持機構に重要
な役割を果たしていることが示唆されてきた。 

本研究課題で私たちは、主な研究対象としてNMuMG細胞へのTGF-β刺激を考えている。
TGF-β刺激という生理的な刺激が特定の遺伝子領域を増幅することが認められている。この
現象はこれまでに全く報告されていないが、遺伝子増幅機構の解析をするにあたり非常に優れ
たモデル系であると考えている。 

がんは、ゲノム・遺伝子の異常さらにエピゲノムの異常により引き起こされると考えられて
いる。特に遺伝子増幅はゲノム異常の典型例として古くから知られてきたが、詳細は不明であ
った。技術革新により詳細なゲノムの変異や増幅が単一細胞レベルで測定できるようになった
今、私たちが発見した遺伝子増幅システムを活用し、哺乳動物においてその分子メカニズムを
明らかにできれば、新しい発がん機構を提唱することに繋がり、さらにその機構はこれまでと
は全く異なった治療戦略へと展開する可能性があると考えている。 

本研究課題では、この TGF-β（Tumor Growth Factor-β）シグナルの長期間の活性化によ
るマウス染色体１５番上のがん遺伝子 myc の遺伝子増幅システムを用いて、真核生物、特に哺
乳動物細胞における遺伝子増幅の分子機構を解き明かすことを目的とする。特に細胞外からの
シグナルによる誘導メカニズムを明らかにし、これまで原核生物で説明されてきた遺伝子増幅
を真核生物の細胞内現象として書き換えることを目指す。遺伝子増幅を誘導するシグナル伝達
経路が明らかとなれば、その経路を中心として、発がん機構の解明、がん悪性度の指標の設定、
治療法の開発へとつながると期待された。 
 
３．研究の方法 
 

マウス乳癌細胞株 NMuMG 細胞を培養中に培地に TGF-βを添加したところ、上述したよ
うに Myc 遺伝子領域および隣接する Klf21 遺伝子領域が特異的に増幅することを見出した。
この実験は、複数回行っているが、この領域いずれも、再現性を持って増幅することを確認し
ている。しかし、増幅の程度は実験間でばらついている。このことは、遺伝子増幅は、安定的
に維持されるわけでは無いと考えている。 

まず、TGF-β刺激後、時間経過を追って細胞を回収し、この増幅した遺伝子が細胞内のど
こに存在するのかを確認する。DNA 増幅領域をプローブとして FISH (Fluorescent in situ 
hybridization:染色体外もしくは、染色体転座の可能性を確認)により増幅遺伝子を可視化し観
察する。 

 



TGF-βの主な機能は、細胞膜上の受容体に結合し受容体のリン酸化酵素を活性化し、転写
因子 SMAD2 をリン酸化することによって SMAD2 の核内移行を誘導、最終的に SMAD2 依
存的な転写を活性化することである。すでに私たちは、TGF-β刺激前、７日目、28 日目の RNA 
シークエンス結果を取得済みである。遺伝子増幅前である７日目と遺伝子増幅後の 28 日目で
転写プロファイルの変化を調べ、遺伝子増幅を誘導するシグナル経路の同定を試みる。SMAD2
を含めて遺伝子増幅に関わる遺伝子の欠失細胞を作製し遺伝子増幅へ関与を検討する。 

 
遺伝子増幅が起こる Abcd2 遺伝子領域に Caspase-ER(T2)遺伝子を挿入する。これによっ

て遺伝子増幅すると tamoxifen の培地添加依存的にアポトーシスが誘導できる細胞を作製す
る。この細胞に CRISPR-Cas9 ライブラリーシステムを用いて網羅的なゲノムスクリーニング
を行う。Tamoxifen を添加してもアポトーシスが誘導されない細胞は、遺伝子増幅に必要とさ
れる遺伝子が欠失していると考えられ、遺伝子増幅に必要なシグナル伝達経路の同定が可能で
ある。 

 
以上の研究は、マウス細胞である NMuMG 細胞を用いて行っており、染色体構造が異なっ

ているヒト乳癌細胞では TGF-β刺激による遺伝子増幅は認められていない。得られた知見を
ヒト細胞と比較し、ヒト細胞内で再構築を試みる。注目しているマウス染色体 15 番 Myc 遺伝
子から Abcd2 遺伝子領域は、ヒト細胞では 8 番染色体と 12 番染色体に分かれて存在するの
で、そのことと遺伝子増幅との関係を検証する。ヒト細胞内で染色体転座を引き起こして Myc 
遺伝子領域をマウス型とした細胞を取得し、遺伝子増幅の誘導を試みる。また、シグナル分子
についてもヒト細胞内での機能の再現を試み、ヒトの発がんにおいて果たす役割を明らかとす
る。 
 
４．研究成果 
 

遺伝子の過剰な増幅を誘導するシグナル伝達経路を明らかにすることを目的として本研究
を行った。私たちは、TGF-βシグナルの活性化による特異的にかつ再現性を持ったマウス染色
体 15 番上のがん遺伝子 myc を含む領域とその近接する領域が遺伝子増幅することを見出し
ている。そこで、このシステムを活用して、遺伝子増幅を誘導するファクターの同定を試みた。 

まず、遺伝子増幅を起こすシグナル経路の探索を行った。TGF-β刺激によってどのような
タイムコースで増幅が起こるか探索を行ったところ、刺激開始後２日目ですでに細胞の増殖は
停止したが、刺激後７日目でも遺伝子増幅は認められなかったが、28 日目には増幅が起こって
いた。 

TGF-βの下流分子として知られている SMAD2 の遺伝子増幅へ関与を検討するために、
SMAD2 の発現誘導株を作製した。また、遺伝子増幅領域に存在するタンパク質を探索するた
めに、遺伝子増幅領域に特異的に結合する 3xFLAG-dCas9 を作製し、それに結合するタンパ
ク質を探索した。 

増幅した遺伝子の核内局在を調べるために TGF-β刺激後、時間経過を追って細胞を回収し、
FISH (Fluorescent in situ hybridization)によって、この増幅した遺伝子が細胞内のどこに存
在するか確認を行った。その結果、増幅遺伝子はタンデムに増幅していることが確認され、該
当するゲノム領域に増幅を誘導する配列が存在することが示唆された。 

一方、CRISPR-Cas9 ライブラリーシステムを用いて網羅的なゲノムスクリーニングを行
い、アポトーシスを指標として遺伝子増幅に必要なシグナル経路の同定を試みた。遺伝子増幅
が起こる Abcd2 遺伝子領域に Caspase-ER(T2)遺伝子を挿入し、遺伝子増幅すると tamoxifen
の培地添加によってアポトーシスが誘導できる細胞の作製を行った。 

最後に、この現象が、NMuMG 細胞に普遍的な現象であることを確認するために、新規に
NMuMG 細胞を購入し、さらに限界希釈法によって細胞のクローニングを行った。その後、
TGF-βの刺激を行ったところ、いずれのクローンもこれまでの報告通り、一旦増殖を停止し、
その後 TGF-βによる増殖抑制を回避して、再び増殖を開始した。ところが、これらのクロー
ンでは myc の増幅が見られず、NMuMG 細胞に普遍的な現象ではないことが示唆された。 
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