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研究成果の概要： 

REV7 の個体発生における重要性を検討するために、REV7 ノックアウトマウスの樹立を行った。

ノックアウトベクターの作成、相同組み換え ES細胞の同定、キメラマウスの作成を経て、REV7

ヘテロノックアウトマウスまで確立した。ヘテロノックアウトマウスは外見上 wild type マウ

スと変わり無く、成長も正常で生殖能力もあることまで判明した。また、REV7 の細胞レベルで

の重要性を検討するために、マススペクロトメトリーを利用して REV7 結合蛋白の同定を行い、

DNA 修復、発癌、遺伝子発現、シグナル伝達に関与する蛋白が複数同定された。 
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１．研究開始当初の背景 

REV7 蛋白は DNA 損傷応答と細胞周期調節
に関わる蛋白であり、様々な蛋白と相互作用
することにより、結合パートナーの機能に影
響を与えていると考えられている。しかし、
REV7 が個体内においてどのような重要な機
能を担っているのか、また、DNA 損傷後の腫
瘍発生における役割など、生物学的な機能の
詳細はまだまだ解明されていない。 

 

 

２．研究の目的 

（１）REV7 ノックアウトマウスを樹立し、
REV7 の個体発生における重要性と、生体内
での腫瘍発生に対する影響を検討する。 

 

（２）新規 REV7 結合蛋白を同定し、REV7

が関与する細胞生物学的機能の全貌を明ら
かにする。 

 

（３）細胞増殖・運動など、細胞の腫瘍化に
おける REV7 の重要性を検討する。 
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３．研究の方法 

（１）REV7 ノックアウトマウス作成のため
のターゲッティングベクターの作成、ES 細胞
への導入、相同組み換え体の同定、キメラマ
ウスの作成を経て、ヘテロノックアウトマウ
スを樹立する。そしてホモノックアウトマウ
スを作成し、その表現型を解析する。発癌と
の関連を解析するために、紫外線や種々の薬
剤を投与して、その反応を検討する。ホモノ
ックアウトマウスが胎生致死であった場合、
胎児の段階で組織学的検討を行う。 

 

（２）GST 融合蛋白の pull down、免疫沈降法
を用いて、培養細胞内で REV7 と結合してい
る蛋白を分離し、マススペクロトメトリーを
利用して REV7 結合蛋白を同定する。そして、
その結合の意義を解明する。 

 

（３）蛍光蛋白を利用して REV7 の細胞内で
の局在の変化を解析する。REV7 ノックアウ
トマウスが樹立されれば、ノックアウトマウ
ス由来線維芽細胞株を樹立し、細胞増殖能や
細胞運動能などを検討する。 

 

４．研究成果 

（１）REV7 ノックアウトマウスの樹立 

 REV7 遺伝子座のエクソン 3 から 6 までを
欠損させる様にノックアウトベクターを構
築してエレクトロポレーションにより ES 細
胞に導入し、G418 耐性クローンを約 150 個
クローニングした。サザンブロッティングに
て相同組み換え体のスクリーニングを行っ
たところ，1 個の相同組み換え体が同定され
たが、その後の染色体検査で異常が判明した
ため、このクローンでノックアウトマウスを
樹立することは断念した。そして、新たに
REV7 のスタートコドンを欠損させる様にノ
ックアウトベクターを構築した。新たに構築
したベクターを ES 細胞に導入後、G418 耐性
クローンを約 260 個クローニングし、サザン
ブロッティングにて相同組み換え体のスク
リーニングを行ったところ、2 個の相同組み
換え体が同定された。染色体検査でも異常が
認められなかったため、この２個の REV7

遺伝子相同組み換え体からC57BL/6系マウ
スを用いてキメラマウスを合計９匹作成し
た。そのキメラマウスを C57BL/6 系マウス
と交配させ、生まれてきた子供の genotype

を PCR により確認したところ、REV7 のヘ
テロノックアウトマウスを得ることができ
た。ヘテロマウスは外見上 wild type マウス
と大きな違いはなく、発育も順調であり、
生殖能力もあることまで判明した。 

 

（２）新規 REV7 結合蛋白の同定 

 REV7 の細胞生理学的機能を解明するため

に、新規 REV7 結合蛋白の同定を行った。ま
ず、GST 融合 REV7 蛋白を恒常的に発現する
細胞株を作成し、GST のみを発現する細胞株
をコントロールとして pull down を行い、
GST-REV7 と共に沈降してきた蛋白を電気泳
動により分離し、コントロールと差が認めら
れたバンドから蛋白を抽出して、マススペク
ロトメトリーにて同定した。その結果、REV7

結合蛋白として転写因子が同定された。免疫
沈降法を用いてその転写因子と REV7 との結
合の再確認を行い、更に種々の欠損変異体を
作成して結合ドメインを決定した。次に、そ
の他の REV7 結合蛋白を網羅的に同定するた
めに、GST-REV7 と共沈してきた蛋白を一度
にマススペクロトメトリーにて解析した。そ
の結果、REV7 結合蛋白の候補として， DNA

修復・発癌・シグナル伝達に関わる蛋白を複
数新たに同定した。 

 

（３）細胞増殖・運動への関与 

 REV7 ノックダウン細胞を用いて細胞増殖
を検討したが、コントロール細胞と有意な差
が得られなかった。REV7 過剰発現細胞では、
細胞増殖が遅くなる傾向があった。 

 

（４）得られた成果の位置づけとインパクト 

 REV7 蛋白の機能について、近年、腫瘍発
生や遺伝子発現への関与が新たに検討され
ているが、いずれも他の蛋白に結合すること
により作用を及ぼしているものである。今回
新たな REV7 結合蛋白を同定したことは
REV7 の未知の機能の解明に繋がるものであ
り、REV7 研究においては非常に意義のある
ものと考えられる。また、REV7 ヘテロノッ
クアウトマウスの作成に成功し、生殖能力が
あることまで示したことは、今後ホモノック
アウトマウスの作成への道を開くものであ
り、ひいては個体内での REV7 の機能解析が
可能となり、個体発生における重要性や、腫
瘍発生への関与の検討、また個体での紫外線
感受性や薬剤感受性などの検討が可能とな
ってくる。REV7 ノックアウトマウスの報告
は今までなされていないので、本研究でホモ
ノックアウトマウスの作成への道を開いた
ことはインパクトが大きいと考えられる。 

 

（５）今後の展望 

 本研究の結果から考えられる展望として、
REV7 ノックアウトヘテロマウスが生存でき、
生殖能力があることまで判明したので、ホモ
ノックアウトマウスの作成が期待される。そ
して、ホモノックアウトマウスが生まれてき
たら、その表現型の解析、特に DNA 損傷後
の発癌や老化などの解析を進めることによ
り、REV7 蛋白が個体においてどのような役
割を担っているかを明らかにできることが
期待される。ホモが生まれてこなかった場合



 

 

でも、胎生マウスの組織学的に観察により
REV7 が個体形成のどの段階で重要な役割を
担っているかを明らかにできることが期待
できる。 

 更に新規 REV7 結合蛋白の候補が同定され
たことから、REV7 過剰発現細胞やノックダ
ウン細胞を用いて、同定された結合蛋白の機
能に REV7 がどのように関わっているのかを
検討することにより、REV7 の新たな細胞生
理学的機能の推定ができる。 

 ノックアウトマウスを用いた解析と細胞
生理学的な解析を発展させることができれ
ば、REV7 の機能解明が大きく進むことが期
待される。 
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