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研究成果の概要（和文）：「遺伝性腫瘍症候群の原因である生殖細胞突然変異の発生メカニズムの解明」を目指
し，ミューテーターの性質を持つMth1/Ogg1/Mutyh triple KO (TOY-KO) mouse を用いて，このマウス家系に生
じた家族性腫瘍の原因候補遺伝子を探索，決定した。また，新たなTOY-KO mouse家系を樹立し，凍結胚の保存を
行った。樹立したTOY-KO mouse家系を用いて自然発がん実験を行い，家族性腫瘍モデルマウス系統のスクリーニ
ングを行った（継続中）。これらのマウスでは核ゲノムへの突然変異の蓄積が観察されたがミトコンドリアゲノ
ムへの突然変異の蓄積は観察されなかった。

研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanism of germline mutation occurrence that causes 
familial tumor, we analyzed Mth1/Ogg1/Mutyh triple KO (TOY-KO) mice, which feature a mutator 
phenotype.  At first we screened the causative gene of familial tumor observed in the TOY-KO mouse 
pedigree by whole exome sequence analysis, and determined a candidate gene.  We established and 
cryopreserved a new TOY-KO mouse line.  In addition to the TOY-KO mouse, we established TO-, OY-, 
TY-, T-, O- and Y-KO mice in the same genetic back ground.  Using new TOY-KO mice, spontaneous 
tumorigenesis experiment has performed (continues).  In these mice, we observed accumulation of 
mutations in nuclear genome, but not in the mitochondrial genome. 

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 生殖細胞突然変異　がんと遺伝　ミューテーターマウス　エクソーム解析　8-オキソグアニン　MTH1　O
GG1　MUTYH
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１．研究開始当初の背景 

 遺伝性腫瘍症候群は，例えば大腸がんでは

全体の５％程度に相当すると考えられてい

る。遺伝性腫瘍症候群（以下，家族性腫瘍と

略）は遺伝病であり遺伝カウンセリングの対

象となる，当該患者と家族の双方にとって非

常に深刻な疾患である。リンチ症候群や遺伝

性乳がん・卵巣がん症候群のように一部の原

因遺伝子が明らかな疾患が遺伝子診断の対

象となる一方で，親族内にがん患者が複数い

る状況から原因遺伝子が不明なまま「がん家

系」と呼ばれて不安を抱える人が多数存在し

ているのが現状であり，さらなる原因遺伝子

の発見が求められている。 

 家族性腫瘍の出現には新規生殖細胞突然

変異(de novo germline mutation)の発生が

必須である。ヒトにおいてその頻度は 2012

年のアイスランド人を対象にした大規模全

ゲノムシークエンス解析によって 1.2 x 10-8 

ntd/genome/generation（1世代あたり 63 個）

と報告された。しかしこれらの生殖細胞突然

変異がいつ，どこで，どのようにして発生す

るのか，そのメカニズムは不明なままであっ

た 。 我 々 は Mth1/Ogg1/Mutyh triple KO 

(TOY-KO) マウスを用いて DNA の酸化体であ

る 8-オキソグアニン(8-oxoG)が新規生殖細

胞突然変異発生の原因であることを明らか

にし，2014 年に報告した。 

 

この TOY-KO マウス家系では約４割の個体に

何らかの腫瘍が自然発生し，その一部は遺伝

性である。そこで，このマウス系統を解析す

ることで家族性腫瘍の発生や抑制の機構に

迫れるのではないかと考えた。 

 発がんと突然変異の発生時期の関係を図

１に示す。本研究では(A)生殖細胞系列に生

じる変異と腫瘍を中心にその発生機構の解

析を進めるが，同時に観察可能な(B)(C)の腫

瘍も研究の対象とする。 

 

２．研究の目的 

 本研究は「遺伝性腫瘍症候群の原因である

生殖細胞突然変異の発生メカニズムの解明」 

を目指し，ミューテーターの性質を持つ

Mth1/Ogg1/Mutyh triple KO (TOY-KO) マウ

ス を用いて，(1) このマウス家系に生じた

家族性腫瘍（涙腺腫瘍，皮膚腫瘍）の原因遺

伝子を決定すること，(2) 新たな家族性腫瘍

モデルマウス系統を樹立すること，(3) 生殖

細胞突然変異の発生に対する性・老化の影響

を評価すること，を目的として研究を開始し

た。 

 

３．研究の方法 

(1)研究の開始時点で保有していた TOY-KO 

マウス家系中に生じた涙腺腫瘍個体（親子兄

弟）と皮膚腫瘍個体（姉妹）のサンプルを用

いて全エクソーム解析を行い，その原因遺伝

子を探索する。 

(2)新たに TOY-KO マウス家系を作製し，自然

発がん実験を行うとともに，新規家族性腫瘍

のモデル動物を樹立する。 

(3)樹立した TOY-KO マウス家系を用いて親

の老化と性別が生殖細胞突然変異の発生に

与える影響を解析する。 

(4)核ゲノムだけでなくミトコンドリアゲノ

ムの変異解析を試みる。 

(5)精子保存による変異マウス系統の保存・

樹立を行う。 

 

４．研究成果 

(1) このマウス家系に生じた家族性の涙腺

腫瘍に関して，担がん個体とコントロール個

体及び細胞，計 20 サンプルの DNA を材料に



エクソーム解析を行った。この家系では少な

く と も 11 匹 の マ ウ ス で 涙 腺 の 腫 瘍

（Harderian's gland tumor）が観察された。

図２に解析に用いた親子の例を示す。この例

では父(#114)と子(#138)に腫瘍が発生した。 

 

両親と子供の尻尾のDNAを用いて全エクソー

ム解析を行い，各マウス約 7000 個の SNV

（single nucleotide variation）を検出し

た。これらを相互に比較して腫瘍を発生した

マウス（#114,#138）に共通で存在し，母

(#132)に存在しない SNV 252 個の中からタン

パク質の構造に変化を与える変異 22 個を腫

瘍責任遺伝子候補として選択した。これらの

変異が他の腫瘍保有個体のDNAに保存してい

るかどうかをサンガー法で変異を確認した

ところ，Glyatl3 遺伝子の変異が１１個体中

８個体で確認できた。この変異は Glyatl3 遺

伝 子 が コ ー ド す る glycine-N- 

acyltransferase-likeタンパク質の120番目

のアラニンがグルタミン酸に変化するもの

である。残念ながらここで用いた家系のマウ

スは凍結保存されていないため，個体レベル

での再現実験と変異の確認はできていない。

ノックインマウスの作成は可能だが，ここで

は(2)の新しいTOY-KOマウス家系の作成を優

先させた。皮膚腫瘍に関しては涙腺腫瘍と同

様の方法で解析を行ったが，エクソーム解析

では候補遺伝子が得られなかった。これは出

現した皮膚腫瘍が１種類ではなく複数のタ

イプのミックスであり，原因遺伝子が異なる

可能性，あるいはエクソン以外に原因となる

変異が存在する可能性が考えられる。 

(2) C57Bl/6J に バ ッ ク ク ロ ス し た

Mth1-KO(N31), Ogg1-KO(N32) と Mutyh-KO 

(N36) を 用 い て 25 匹 の Mth1(+/-), 

Ogg1(+/-),Mutyh(+/-)（TOY-トリプルヘテ

ロ）マウスを作成、これらを親に用いて

Mth1(-/-),Ogg1(-/-),Mutyh(-/-)(TOY-KO)

マウス，Mth1(-/-),Ogg1(-/-)(TO-KO)マウス， 

Ogg1(-/-),Mutyh(-/-)(OY-KO)マウス，Mth1 

(-/-),Mutyh(-/-)(TY-KO)マウス，および

Mth1(-/-) (T-KO)マウス， Ogg1(-/-) (O-KO)

マウス, Mutyh(-/-)(Y-KO)マウスの 7種類の

系統を作成した。このうち，TOY-KO マウスを

用いて世代内交配と自然発がん実験を行っ

ている。 

また，Mth1, Ogg1, Mutyh 各遺伝子の突然変

異抑制における貢献度を評価するため，7 種

類それぞれの系統でトリオ解析を行い，生殖

細胞突然変異頻度を計測する準備を終えた。 

(3）生殖細胞突然変異の発生に対する性・老

化の影響を評価に関しては 2016 年にヒトの

サンプルを用いた大規模解析（Nature 

Genetics, vol48, p823-p824, p935-p939, 

2016）が報告され，我々の仮説がほぼ証明さ

れたため実施を保留した。 

(4) TOY-KO mouse 家系の親子（親２匹，子２

匹）を用いてミトコンドリアゲノムの変異解

析を行ったところ，全ゲノム解析，全エクソ

ーム解析のいずれにおいてもミトコンドリ

アゲノムの変異は観察されなかった（同じ個

体の核ゲノムではエクソーム解析で 18 個の

変異が確認できている）。この結果から，<1>

ミトコンドリアゲノムに生じる変異は個体

の発生と生存にとって重篤な影響を与える

ため，変異発生個体が選択，除去された可能

性，あるいはミトコンドリアゲノムに 8-オキ

ソグアニンに起因する変異を抑制する別の

機構が備わっている可能性，<2>ミトコンド

リアのゲノムサイズが小さいため，変異を検

出するためにはより多数のサンプルが必要

である（depth は十分）可能性，等が考えら

れる。 

(5)自然発がん実験の解剖，解析の際に，同

時にオスの精子保存（変異マウス系統の保

存）を行う計画であったが，解剖の時期が

2018 年度にずれ込んだため，現在準備中であ

る。ただし Mth1(-/-),Ogg1(-/-),Mutyh(-/-) 

(TOY-KO)マウスだけは先行して２細胞胚の

形で保存を行っている。 

 生殖細胞突然変異を検出するための全エク

ソーム解析の過程で，生殖細胞突然変異だけ

でなく体細胞突然変異も同時に検出してい

る可能性が高いことが明らかになった。変異

アリール（あるいはバリアント）の検出頻度



の期待値は 100%, 50%あるいは 0%であり，ヒ

トやマウスの解析では通常これらに近似し

た結果が得られる。ところが TOY-KO マウス

の解析では 20〜40%の出現頻度で現れる SNV

が多発した。これは腫瘍の変異解析で観察さ

れる現象に類似しており，体細胞突然変異頻

度の上昇を表していると考えられる。 

 ENU ミュータジェネシスで得られる変異マ

ウスライブラリーが精子レベルでの１回限

りの変異導入であり，単一遺伝子疾患の原因

遺伝子探索に適しているのに対して，ミュー

テーターの性質を持つ TOY-KO マウスは継続

した変異導入が期待できる。この性質は自然

発がん動物モデル，家族性発がん，多遺伝子

因性疾患モデル動物のスクリーニング系と

しての有用性を示していると考えられる。な

お，ミューテーターマウスの解析は我が国が

中心となって行われており，他国からの報告

は（知る限りにおいては）まだない。 
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