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研究成果の概要（和文）：癌幹細胞および組織幹細胞の放射線感受性･耐性は様々な要因により

制御されている。それらの要因の中でも特に「細胞系譜」と「細胞微小環境」による制御は重

要であり、しかもその制御の一端を DNA 損傷チェックポイントが担っていることがこれまでに

示唆されている。そこで我々は、組織幹細胞において、ゲノム損傷シグナルと「微小環境」か

らの増殖シグナルのクロストークを解析する系の確立を目指し、本研究において、「細胞微小環

境」形成において重要な役割を果たす Wnt シグナル受容体遺伝子 Frizzled 及び DNA 損傷応答制

御因子（DNA-PKcs）の変異体の作出を行い、ナンセンス変異体を樹立することに成功した。 

 

研究成果の概要（英文）：To develop the system to study DNA damage response in tissue stem 

cell, in this study we have established several mutants in two different pathways in Medaka. 

One is the signal transduction pathway, responsibility to DNA damage. ATM, ATR and 

DNA-PKcs are member of PI3 kinase family. These gene products play an important role on 

the initial step of damage response. We have already established ATM and ATR mutants. 

In this study we have identified DNA-PKcs mutant. We have also obtained p53 mutant, which 

also play essential role on damage response. Our goal is to analyze the damage response 

in Medaka using these mutants carrying a single or a multiple mutation. Another is the 

signaling pathway which regulates cell growth in tissue. The Wnt signaling pathways are 

a group of signal transduction pathways, which leads to regulation of transcription and 

cell growth. These signaling pathways are activated by the binding of a Wnt ligand to 

a Frizzled family receptor. To establish system to regulate cell growth, we have 

established Frizzled mutants. Establishment of these mutants enables us to study the 

cross-talk between damage response and growth signaling. 
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１．研究開始当初の背景 
幹細胞は、多能性幹細胞、組織幹細胞、癌

幹細胞に分類できる。iPS 細胞の発見は、こ
れら幹細胞間、あるいは体細胞との間でその
細胞特性が変換(Shuttling)しうる事を示し
ている (Takahashi, Yamanaka, Cell, 2003)。
各々の幹細胞の定義は概念的であるが、実質
的な共通性が存在する事を意味している。幹
細胞研究に関して当該分野で特に衝撃的で
あったのは、グリオブラストーマ癌幹細胞の
放射線抵抗性を示した報告である(Bao et al. 
Nature, 2006)。放射線は、ヒト悪性腫瘍の
一つであるグリオブラストーマの最も効果
的な治療法であるにもかかわらず、放射線耐
性の細胞が残存するため緩和療法にしかな
らない欠点が知られていた。原因として癌幹
細胞では ATM, ATR を介した DNA 損傷チェッ
クポイントが選択的に活性化されており、こ
れが癌幹細胞の示す抵抗性の理由である事
が示された。一方、組織幹細胞の放射線感受
性に関しては、小腸陰窩底部に存在する幹細
胞が、がん幹細胞とは異なりきわめて放射線
感受性であるが、幹細胞から分裂した増殖性
前駆体細胞は放射線抵抗性であることが
Potten 等により報告されている(Potten, 
Radiat Res.2004)。これらの結果は、癌幹細
胞および組織幹細胞は、一律に放射線感受
性・抵抗性とは定義できないが、その放射線
感受性が「細胞系譜」と「細胞微小環境」に
より厳密な制御を受けている事、しかもその
制御の一端を ATM, ATR を介した DNA 損傷チ
ェックポイントが担っている可能性を示し
ている。一方、「細胞微小環境」形成におい
て重要な役割を果たすものとして Wntシグナ
ルが知られている。Wnt シグナルは胎生期に
は形態形成や分化に作用するが、成熟細胞で
は細胞増殖を制御する。小腸陰窩底部に存在
する幹細胞では、間質細胞からの Wnt シグナ
ルにより、その増殖と分化が厳密に制御され
ている。興味深い事に、乳癌幹細胞では Wnt
シグナルによる放射線感受性の制御が報告
されている (Woodward et al. PNAS, 104, 
2007)。これらの結果は、Wnt シグナルが、放
射線感受性を左右する「細胞微小環境」シグ
ナルの有力候補である事を示している。そこ
で我々は、組織幹細胞において、ゲノム損傷
シグナルと「微小環境」からの増殖シグナル
のクロストークを解析する系の確立を目指
す事とした。  
 
２．研究の目的 
ゲノム DNA に損傷が生じた時、細胞はそれを
認識し、細胞周期を一時的に停止させる。損
傷修復を確認後、再び細胞周期を回復する事
により、ゲノム安定性を維持している。この
「細胞周期チェックポイント」機構は、あら
ゆるタイプのゲノム損傷に対する生物の基

本戦略として幅広く受け入れられている。一
方、個体あるいは体組織での損傷応答を解析
対象とする時、組織を構成する各細胞は、
各々の「細胞系譜」と「微小環境」により固
有の増殖制御（細胞周期制御）を受けており、
各細胞の損傷応答はゲノム損傷シグナルと
細胞固有の増殖制御シグナルとのクロスト
ークとして理解されなければならない。組織
幹細胞は、各組織・臓器への多分化能を持ち、
組織全体のホメオスタシス維持に限らず、損
傷応答においても重要な役割を果たしてい
る。組織幹細胞において、ゲノム損傷シグナ
ルと「微小環境」からの増殖シグナルのクロ
ストークの解析系の確立を目指す。前者の主
要経路として ATM, ATR,DNA-PKcs を、また後
者のシグナルとして Wnt 経路を取り上げ、各
遺伝子の変異体、あるいは二重変異体での組
織レベルでの損傷応答を解析する。 
 
３．研究の方法 

本研究では、メダカ小腸幹細胞において解

析系の確立を目指した。 

1）小腸組織幹細胞系において、組織幹細胞

を蛍光色素でマーキングする事により、放射

線照射後の組織幹細胞の動態を解析する系

を樹立する。 

2）DNA 損傷応答に中心的役割を果たす遺伝子

群として ATM, ATR, p53 の変異体はすでに樹

立している。さらに、損傷応答に重要な役割

を果たす PI3 kinase の一種である DNA-PKcs

の変異体の作出も行う。これらの変異体を用

い、組織幹細胞の「DNA 損傷チェックポイン

ト」の特性を明らかにする。 

3）Wnt シグナル受容体遺伝子変異体を作製し、

ATM, ATR, p53 変異体との交配により Wnt シ

グナルと「DNA 損傷チェックポイント」のク

ロストークの解析を行う。 
1）についてはこれまでに幹細胞特異的に発
現する遺伝子マーカーとして報告のある、
Musashi 遺伝子の染色体領域を含む BAC クロ
ーンを用い Recombineering の手法により、
Musashi 遺伝子と EGFP 等の蛍光色素の
Fusion 遺伝子を作製し、メダカトランスジェ
ニック(TG)ラインを樹立する。この TG ライ
ンを DNA損傷応答に中心的役割を果たす遺伝
子群（ATM, ATR, p53）の変異体と掛け合わ
せ、マーキングされた幹細胞の放射線照射後
の動態を観察する。 
2）、3）の損傷応答遺伝子変異体、および Wnt
シグナル受容体遺伝子変異体の作製につい
て は 、 当 研 究 室 で 確 立 し た TILLING 
(Targeting Induced Local Lesion IN Genome)
法により行う。以下に TILLING 法の概略を説
明する。G0 雄個体を化学突然変異原(ENU)で



処理し、生殖細胞に変異を導入する。健康な
雌とかけ合わせ、F1 を得る。この F1 雄個体
を多数樹立し、それらの精子とゲノム DNA を
セットで保存しライブラリー化する。このラ
イブラリーのゲノム DNA を基質に、標的とす
る遺伝子のエキソンを PCR により増幅し、変
異を検出する。変異が同定できれば、セット
で保存している凍結精子を起こし、in vitro 
受精により変異個体を得る、というのが一連
のプロトコールである。Wnt シグナル受容体
遺伝子としては Frizzled 遺伝子に焦点を当
てて行う。Frizzled 遺伝子は現時点でデータ
ベース上に 10 種類確認されており、これら
を網羅的にスクリーニングする系として、次
世 代 シ ー ク エ ン サ ー (Next Generation 
Sequencer; NGS)を用いたスクリーニング系
の確立を行う。 
 
４．研究成果 
組織幹細胞をマーキングするためのコンス
トラクトを作製した。これまでに腸幹細胞マ
ーカーとして報告のある Musashi遺伝子全長
を含むメダカ BAC クローンを入手し、その第
2エキソンに recombineeringの手法を用いて
Kusabira Orange1(MBL)を導入したコンスト
ラクトを作製した。 
また損傷応答遺伝子シグナリング、および微
小環境制御系解析のための、変異体の作製は
TILLING 法でおこなった。まず、Frizzled2
遺伝子の第 2 エキソンの一部を、HRM(High 
Resolution Melting;高感度融解曲線解析)法
を用いてスクリーニングを行ったが有意な
変異は得られなかった。 
そこで、NGS を用いて網羅的に変異体をスク
リーニングする系の確立を行った。 
最初に、NGS によりどのくらい効率よく変異
を検出できるのかテストランを行った。テス
トランでは、これまでに HRM 法によるスクリ
ーニングで検出された 36 個の変異を、ポジ
ティブコントロールとして使用した。10 サン
プル、48 サンプル、96 サンプルを混ぜたも
ので試験的に NGS 解析を行った。 

図 1．48 ミックスの解析結果。横軸はシーク
エンシングした 26 領域中、ポジコンが含ま
れる 6 領域の塩基配列、縦軸はそれぞれの配
列における塩基の出現頻度を示す。48 サンプ
ルをミックスしているため、変異は 1/96（こ

のライブラリーの魚はすべてヘテロで変異
を含んでいるので）の頻度で出現することが
予測される。白丸がポジコン塩基の出現頻度
を表す。 
 
その結果、図 1 に示すように、ポジコン塩基
が感度、特異度ともに効率よく検出できるこ
とが分かった。 

図 2.ポジコンサンプルの検出頻度。各ミック
スの検出頻度の上限、下限をそれぞれ
0.01-0.125、0.003-0.025、0.002-0.015 に設
定しその中で検出されている塩基の中でポ
ジコン塩基の出現頻度を示す。 
 
48 サンプル混ぜてもサンプル中にポジティ
ブコントロールとして混ぜた変異が 95％以
上の検出効率で検出できた(図 2)。NGS によ
るスクリーニングが、従来のスクリーニング
法と変わらず有用であることが示された。 
そこで実際にライブラリーサンプルを 48 サ
ンプルずつ混ぜて Frizzled 遺伝子群の変異
体スクリーニングを NGS で行った。その結果
Frizzled3-2の Y170および C295、Frizzled10
の Y328 のナンセンス変異体を得ることがで
きた。一方、損傷応答制御の重要な遺伝子で
ある DNA-PKcs では R3715 のナンセンス変異
体を得ることができた。これにより損傷応答
に関与する PI3 kinase 変異体すべて揃った
ことになる。 
以上、本基盤研究（B）により組織幹細胞に
おける損傷応答解析に必要な変異体を作出
することができた。今後、これらの多重変異
体を作出し組織レベルでの解析を行いたい。
ただ、組織幹細胞のマーキングについては問
題が残っている。１）piggy Bac ベクターに
より多重挿入個体を作製し感度を上昇させ
る、２）Lgr 等他のマーカーについても試み
る、等の新たな試みを予定している。赤外レ
ーザーによる局所的遺伝子発現誘導法の導
入にも成功しており、組織幹細胞マーキング
を克服できれば、他生物にないユニークな解
析系を樹立できると考えている。 
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