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研究成果の概要（和文）：本研究では、真核生物ゲノムで保存されてきたマイクロサテライト配

列が、正常個体集団間で多様性を生む分子機序、さらには病的細胞機能下、とくに腫瘍において

変化する分子機序を総合的に解明し、真核生物ゲノム編成のひとつの特徴であるショートタンデ

ムリピートの動態とその病因論的意義を明らかにすることを目的とした。まず、正常細胞機能下

におけるマイクロサテライト配列変化として、種間、個体間のマイクロサテライト配列多様性に

ついて、また、病的細胞機能下におけるマイクロサテライト配列変化としては、とくに、ミスマ

ッチ修復異常およびDNAポリメラーゼ校正機能の異常下におけるマイクロサテライト変化につい

て、重点的に解析を行った。このような解析の結果、とくに注目されたのが、1塩基繰り返し

(mononucleotide)マイクロサテライト配列の動態であった。Mononucleotideマイクロサテライト

がヒト集団間で著しく多型に乏しいことが見出されたのである。このことは、極めて多型に富む

2塩基繰り返し(dinucleotide)マイクロサテライトと好対照をなしている。この結果を受け、ミ

スマッチ修復能およびポリメラーゼ校正機能に既知の異常をもつ株化培養細胞を用いて解析を

進めた結果、2つの細胞機能の働きのちがいによる、それぞれのマイクロサテライトの固有の動

態が明らかになった。現在、ミスマッチ修復能およびポリメラーゼ校正機能を欠くマウス胎児線

維芽細胞を樹立し、その解析をおこなっている。 

 

研究成果の概要（英文）：This study aimed to understand the molecular mechanisms that 

underlie the diversity of microsatellites in human populations and the instability of 

those in the pathological conditions, particularly, in tumour cells, and, consequently, 

to elucidate the bona fide dynamics of microsatellites and its pathogenic significance 

in higher eukaryotic organisms. First, we observed the extreme paucity of polymorphisms 

in mononucleotide microsatellites among human populations, which makes a remarkable 

contrast to the dinucleotide microsatellite dynamics. We next analysed mononucleotide 

and dinucleotide microsatellite alterations under various genetic backgrounds and, 

consequently, found that the dynamics of these two categories of microsatellites are 

distinctive depending on the defects in DNA mismatch repair (MMR) and DNA polymerase 

proofreading (PPR). Analyses using mouse embryo fibroblasts lacking both MMR and PPR are 

now underway. 
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１．研究開始当初の背景 
マイクロサテライトとは、真核生物のゲノム
上、遺伝子間に散在するショートタンデムリ
ピートの一種で、1 ないし数塩基対といった
もっとも短い繰り返し単位をもつカテゴリ
ーの総称である。このマイクロサテライト配
列は集団間で多型に富んでいるために、今日
では個人識別やリンケージ解析などに多用
される。しかしながら、いかに個人差に富む
配列とはいえ、個体の一生といった短い時間
では、これらマイクロサテライトは微動だに
しないものと考えられていた。ところが、遺
伝性非ポリポーシス大腸癌(hereditary 
non-polyposis colorectal cancer, HNPCC)
患者に発生した腫瘍では、マイクロサテライ
ト配列長が、正常組織にくらべ著名に変化し
ていた。この現象はその後、マイクロサテラ
イト不安定性(microsatellite instability, 
MSI)と呼ばれるようになった。 
1 回の DNA 複製には、ヒトでは 6.0 x 109

塩基対もの合成が必要となるが、これを担う
DNA ポリメラーゼの精度には限界がある。ポ
リメラーゼがおかす誤りには 2 種類がある。
ヌクレオチドの入れ間違いによる塩基ミス
マッチ(base mismatch)とリピート配列部に
おける繰り返し単位の合成回数の誤りに起
因する DNA 鎖ミスアラインメント(strand 
misalignment)である。これらは、放置され
ると、1 回の複製を経て、それぞれ塩基置換
変異(base substitution)と挿入・欠失変異
(insertion/deletion)とに固定されてしま
う。これらの複製エラー(replication error)
は実際には、ポリメラーゼ複合体に含まれ、
3’エキソヌクレアーゼ活性をもつドメイン
による校正 (proofreading) 機能と DNAミス
マッチ修復(DNA mismatch repair, MMR)と呼
ばれる DNA 修復機構との 2つにより取り除か
れ、突然変異の発生は強力に抑制されている。
HNPCC の責任遺伝子として最初に見出された

MSH2 は、この MMR 系を構成する遺伝子のひと
つであった。爾来、ヒト腫瘍でしばしば観察
される MSI は MMR 異常によるものと考えられ
ている。 
MSI はとくに腫瘍学の分野で注目され、文

献には膨大なデータが集積された。しかし、
各々の疾患におけるその頻度となると、報告
によって極めてまちまちであることがわか
る。実は MSI 解析は技術論的に未解決な問題
が少なくない。研究代表者のグループは、こ
れらの技術論的問題をほぼすべて解決した
高精度マイクロサテライト解析系を 1997 年
に報告した、この系を用いた多面的な解析を
おこなったところ、ヒト腫瘍にみられる MSI
には、実は質的に異なる 2つのモード、すな
わち Type A と Type B が存在することを明ら
かになった。MMR 遺伝子ノックアウトマウス
を用いた解析から、MMR 異常を十分条件とし
て生じる MSI は Type A であることが明らか
となった一方、Type B は、HNPCC に生じた腫
瘍も含め、多くのヒト腫瘍で観察されている。
このように、MMR異常とヒト腫瘍における MSI
との関係は、これまで考えられてきたように
単純ではない。 
マイクロサテライト配列がその長さを変

化させる分子機序には、元来以下のような複
数のメカニズムが想定される。 

 
A. DNA ポリメラーゼの複製エラー 
B. DNA ポリメラーゼの校正機能の異常 
C. DNA ミスマッチ修復の異常 
D. Okazaki フラグメント処理の異常 
E. 2 重鎖切断修復の異常 
 

マイクロサテライトの配列変化は、これまで
MMR 異常からのみ説明されてきたが、マイク
ロサテライトが変化する分子機序を総合的
に解明し、その動態とその病因論的意義を明
らかにすることがもとめられている。 
 



２．研究の目的 
本研究では、以下の問題群に解答することを
目標とした。 
 
A. 正常細胞機能下におけるマイクロサテラ

イト配列変化 
a) 種間、個体間のマイクロサテライト

配列の多様性 
b) DNA ポリメラーゼはマイクロサテラ

イト配列をどのように複製するか 
B. 病的細胞機能下におけるマイクロサテラ

イト配列変化 
a) ミスマッチ修復異常とマイクロサ

テライト変化 
b) 他の分子機能(DNA ポリメラーゼ校

正機能、Okazaki フラグメントプロ
セッシング、遺伝子変換 etc)の異
常とマイクロサテライト変化 

C. マイクロサテライト配列変化の細胞機能
への影響 
a) マイクロサテライト変化がミューテ

ーター形質を反映する場合 
b) マイクロサテライト変化が遺伝子を

破壊する場合 
c) マイクロサテライト変化がクロマチ

ン制御を妨害する場合 
 
３．研究の方法 
本研究では、上に掲げたそれぞれの問題に対
して以下のような解析をおこなうものとし
た。 
 
A. 正常細胞機能下におけるマイクロサテラ

イト配列変化 
a) 種間、個体間のマイクロサテライト

配列の多様性：ゲノムデータベース
の活用 

b) DNA ポリメラーゼはマイクロサテラ
イト配列をどのように複製するか：
組換え体や精製標品を用いた in 
vitro アッセイ 

B. 病的細胞機能下におけるマイクロサテラ
イト配列変化 
a) ミスマッチ修復異常とマイクロサテ

ライト変化：腫瘍細胞 DNA における
MSI 解析 

b) 他の分子機能(DNA ポリメラーゼ校正
機能、Okazaki フラグメントプロセッ
シング、遺伝子変換 etc)の異常とマ
イクロサテライト変化：それぞれの
分子機能を担う遺伝子の構造解析、
発現解析 

C. マイクロサテライト配列変化の細胞機能
への影響 
a) マイクロサテライト変化がミューテ

ーター形質を反映する場合：腫瘍細
胞 DNA における癌遺伝子、癌抑制遺
伝子の構造解析 

b) マイクロサテライト変化が遺伝子を
破壊する場合：リピートを ORF にも
つ遺伝子の構造解析、発現解析 

c) マイクロサテライト変化がクロマチ

ン制御を妨害する場合：MSI を呈する
細胞に対する発現マイクロアレイ解
析、定量的 RT-PCR 解析 

 
４．研究成果 
 
研究開始当初は、正常細胞機能下におけるマ
イクロサテライト配列変化として、種間、個
体間のマイクロサテライト配列多様性につ
いて、また、病的細胞機能下におけるマイク
ロサテライト配列変化としては、とくに、MMR
異常および DNA ポリメラーゼ校正機能(DNA 
polymerase proofreading, PPR)の異常下に
おけるマイクロサテライト変化について、重
点的に解析を行った。このような解析の結果、
とくに注目されたのが、1 塩基繰り返し
(mononucleotide)マイクロサテライト配列
の動態であった。mononucleotide マイクロサ
テライトがヒト集団間で著しく多型に乏し
いことが見出されたのである。このことは、
極 め て 多 型 に 富 む 2 塩 基 繰 り 返 し
(dinucleotide)マイクロサテライトと好対
照をなしている。この結果を受け、MMR 能お
よび PPR機能に既知の異常をもつ株化培養細
胞を用いて解析を進めた結果、2 つの細胞機
能の働きのちがいによる、それぞれのマイク
ロサテライトの固有の動態が明らかになっ
た。すなわち、dinucleotide マイクロサテラ
イトは MMRの異常のみにより不安定化するの
に対し、mononucleotide マイクロサテライト
は MMR 異常に加え、PPR の異常によっても不
安定化することが示唆された。このことは、
両細胞機能の役割分担が垣間見られた点で、
大変興味深い。現在、MMR 能および PPR 機能
を欠くマウス胎児線維芽細胞(PPR-変異型
DNA ポリメラーゼ遺伝子をトランスジーンと
して導入した MMR遺伝子ノックアウトマウス
細胞)を樹立し、その解析をおこなっている。 
このようにマイクロサテライト配列の安

定化に寄与する PPRの異常がヒト腫瘍にどの
程度観察されるかについてもアプローチし
た。ヒト大腸癌約 80 症例において、PPR 機能
を担う複製型 DNAポリメラーゼの校正機能ド
メインをコードする遺伝子領域を解析した
ところ、1例に有害な変異が見出された。PPR
異常は MSIにつながる分子異常であるものの、
MMR 異常のようにヒト腫瘍において比較的高
頻度に観察される分子異常ではないことが
わかった(Yoshida R et al. Eur J Hum Genet 
2011)。 
また、研究の後半からは、cell free シス

テムをもちいた観察の必要性を感じ、生理的
な DNA 複製が観察可能な in vitro 系の構築
に着手、これを完成させた(Nakao S et al. 
Biochimie 2013)。このシステムをもちいて、
リピート配列部に生じる複製エラーに対す
る詳細な観察を開始した。 
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