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研究成果の概要（和文）：ミスマッチ修復（MMR）遺伝子の欠損は大腸がんが多発する遺伝性疾患リンチ症候群
の原因となり、患者ではマイクロサテライト配列の不安定性（MSI）が観察される。ヒト腫瘍で検出されるMSIに
は、1ないし数個のリピート単位の欠失・挿入が見られるAタイプと、新しいアリルが出現したかのような大きな
変化を伴うBタイプの質的に異なる2つのモードが存在する。
AcGFPのORFとmCherryのORFをD13S175のCAリピート・停止コドンカセットを挿入し、Bタイプの MSIが生じると
AcGFP-mCherry融合タンパク質が発現するベクターの構築を行い、MMR欠損ヒト細胞を用いてその有用性の検討を
進めている。

研究成果の概要（英文）：Using the CRISPR/Cas9 genome editing technique, we established HeLa clones 
carrying MSH2 variations; G674R, G674D and G674A, those were reported in Lynch syndrome (LS) 
patients.  These clones showed hyper resistance to MNU, with a characteristic feature of 
MMR-deficiency. And the mutation frequencies observed at the HPRT locus were uniformly elevated in 
these clones. Another hallmark of MMR deficiency is microsatellite instability (MSI) that is known 
to widely and drastically undergo length changes in MMR-defective tumors. However, microsatellite 
alterations in these clones were generally modest. Alterations in dinucleotide microsatellites were 
rare and, in all cases, within 6-bp, which corresponds to Type A instability that we have previously
 reported in Msh2-deficient mice. Mononucleotide repeats were stable in the clones. Accordingly, 
molecular defects, not yet discerned, should underlie genomic instability observed in MSI+ human 
tumors including ones developed in LS patients.

研究分野：分子遺伝学・放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 
マイクロサテライトは、1 ないし数塩基対の
最も小さな繰返し単位をもつリピート配列
で、真核生物のゲノムに多数散在する特徴的
な塩基配列である。一部のヒトがん細胞では
これらのリピートの変化が頻繁に観察され、
これらの変化は「マイクロサテライト不安定
性	 (MSI:	microsatellite	instability)」
と呼ばれている。特に、大腸がんや子宮体が
んが多発する遺伝性疾患リンチ症候群の大
腸がん	(HNPCC:	hereditary	non-polyposis	
colorectal	cancer)	では、マイクロサテラ
イトの長さ（リピート数）が、正常組織に比
べて高頻度に変化することが見出された。そ
の後、リンチ症候群の原因遺伝子としてミス
マッチ修復	(MMR:	mismatch	repair)	因子が
同定され、MSI は DNA ポリメラーゼの複製エ
ラーで生じたマイクロサテライト配列内で
の欠失・挿入が MMR の欠損により修復されな
いで残り、次の複製でリピート数の変化が固
定されて生じるものと理解されている。これ
らのことから、MSI は HNPCC の hallmark とさ
れて診断に用いられている。連携研究者の織
田らは、高精度マイクロサテライト解析系を
開発して精緻な解析を行うことにより、ヒト
腫瘍で検出される MSI には、マイクロサテラ
イトに 1ないし数個のリピート単位の欠失・
挿入がみられる Type	A と、これとは明らか
に異なり、新しいアリルが出現したかのよう
な大きな変化を伴う Type	B という、質的に
異なる2つのモードが存在することを明らか
にした(図	1)。さらに MMR 因子の一つ Msh2
遺伝子の欠損マウスを用いた解析から、MMR
欠損細胞では Type	A しか認められないこと
を明らかにしている。即ち、Type	B	MSI 陽性
のヒトがん細胞は、MMR 欠損とは異なる要因
で MSI が生じており、そのことが発がんの要
因である可能性が考えられた。	
 

 
２．研究の目的 
家族性大腸がんの解析からマイクロサテラ
イト配列の不安定性にはミスマッチ修復異
常が関連していることが明らかにされたが、

それ以外の要因も関わっていると考えられ
るデータがあるにもかかわらず、他の要因
は明らかにはされていない。本研究では、
マイクロサテライト配列の不安定性を簡便
に検出する実験系を用いて、マイクロサテ
ライト配列不安定性を引き起こす環境要因
の探索および遺伝的要因の探索を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）リンチ症候群で認められる MSH2 変異
の導入とマイクロサテライト配列不安定性
の解析	 	
	 MMR を欠損したヒト細胞で MSI 解析を行う
ために、MSH2完全欠損株に加えて、Type	B	MSI
が報告されているリンチ症候群で認められ
る MSH2	G674R,	G674D と G674A 変異を持つ
HeLa細胞をCRISPR/Cas9を用いたゲノム編集
により作出した。当初の計画では、ヒト細胞
で Type	B	MSI を効率よく検出するために、
Type	B	MSI が生じると GFP/YFP 融合タンパク
質が発現でき、Type	A	MSI が生じた場合は
GFP は発現してもYFP は発現しない Type	Bベ
クターを使用する予定であったが、構想通り
に機能することの確認が困難だったために
断念し、従来の解析法を用いて MSI 解析を行
った。	
	
（２）マイクロサテライト配列不安定性を誘
発する環境要因の検討	
	 MSI を示す大腸がんが由来する大腸上皮細
胞は、クリプトに存在する増殖能力の高い幹
細胞に由来する。また以前私たちは、腸管は
酸化ストレスの高い環境であることを示し
ている。MSH2完全欠損及びMSH2	G674R,	G674D
と G674A 変異を持つ HeLa 細胞にマイクロサ
テライト配列不安定性を誘発するために、
10％FCS による増殖刺激存在下でシングルコ
ロニーを 12 個単離して、2 塩基繰返し配列
D10S197 遺伝子座の MSI について解析を行っ
た。また、酸化ストレスの効果を調べる目的
で、Msh2 欠損マウス由来線維芽細胞を 10％
FCS 存在下で、1	mM	KBrO3(酸化剤)で週 2 回
処理をし、DNA を抽出して D6mit59 遺伝子座
の MSI 解析を行った。	
	
（３）マイクロサテライト配列不安定性を誘
発する遺伝的要因の同定	
	 これまでの解析で Type	A	MSI は DNA ポリ
メラーゼの複製エラーで生じたマイクロサ
テライト配列内での欠失・挿入が MMR の欠損
により修復されないで残り、次の複製でリピ
ート数の変化が固定されて生じると考える
ことができる。しかし Type	B	MSI は単純な
複製エラーに起因するとは考えられないこ
とから、複製ストレスや酸化ストレスによる
DNA 二本鎖切断が修復の過程で生じるという
仮説を立てた。そこで、DNA 二本鎖切断修復
に関与しているDNA修復関連タンパク質の遺
伝子に対する shRNA を導入して、MSI の解析
を行った。	



４．研究成果	
（１）リンチ症候群で認められる MSH2 変異
の HeLa 細胞への導入とその解析	
	 大腸がんや子宮内膜がんなど様々ながん
を多発するリンチ症候群の患者では、ミス
マッチ修復遺伝子 MSH2 に生殖系列での変
異が見つかっている。その中に MSH2 の
Walker	A	motif中の674番目のグリシン（下
図）がアルギニン(G674R)あるいはアスパラ	

	
ギン酸(G674D)に置換する変異が見つかっ
ている。674 番目のグリシンをアラニン
(G674A)に置換させたマウスでは、ミスマッ
チ修復能は欠損しているが、アポトーシス
誘導能は正常であると報告されている。今
回私たちは、CRISPR/Cas9 を利用し、MSH2
の G674A 変異体に加えて、リンチ症候群の
患者で検出され
ているアルギニ
ン(G674R) 及び
アスパラギン酸
(G674D)に置換
した変異体を作
成し解析した
（右図）。ウエス
タンブロット解
析の結果、MSH2	
の G674A 変異体
は野生型とほぼ
同等の安定性を
示すが、MSH2の
G674R お よ び
G674D 変異体は
発現量が親株の
10％程度である
ことから、これらのリンチ症候群変異は
MSH2 の不安定化を引き起こす可能性が考
えられた（右欄上図）。この結果は出芽酵母
を用いた解析と異なった結果を示しており、
出芽酵母を用いた解析でミスマッチ修復能
が正常であると報告されているリンチ症候
群の MSH2 の変異体は、ヒト細胞内では非常
に不安定になっている可能性が考えられた。	
HPRT 遺伝子座を用いた突然変異頻度解析
の結果、これら 3つの変異体はいずれも親
株に比べて自然突然変異頻度が 8〜10 倍上
昇していたことから、ミスマッチ修復能が	
欠損していることを確認した。また、アル	

	

	
キル化剤 N-methyl-N-nitrosourea	(MNU)に	
対する感受性を、コロニー形成能を指標に
して調べたところ、MSH2 完全欠損変異
（ΔMSH2）と同様に、G674A 変異を含む全
ての G674 変異体は MNU に抵抗性を示し、ア
ポトーシス誘導能を欠損していることがわ
かった（下図）。	

	
G674A 変異を持つマウス細胞は、アルキル
化剤処理によるアポトーシス誘導は正常に
起こることが報告されているが、HeLa	MSH2	
G674A 変異体は全く MNU に感受性を示さな
い。この差異は、HeLa細胞(ヒトがん細胞)
と不死化させたマウス胎児線維芽細胞	
(MEF)の違いが反映している可能性があり、
G674A 変異のヒトにおける機能解析は今後
の課題である。	
	
（２）マイクロサテライト配列不安定性を誘
発する環境要因の検討	
	 MSH2 完全欠損及び MSH2	G674R,	G674D と
G674A変異を持つHeLa細胞にマイクロサテラ
イト配列不安定性を誘発するために、10％
FCS による増殖刺激存在下でシングルコロニ
ーを 12 個単離して MSI 解析を行った。その
結果の 1部を下図に示す。	
	



正常な MSH2を持つ HeLa 細胞では MSI は全
く認められないが、ΔMSH2 と G674 変異を
持つ HeLa 細胞は、Type	A	MSI を示した。
G674D変異を持つHeLa細胞では他の細胞株に
比べて MSI 発生頻度の上昇が認められた。し
かし、Msh2 欠損マウス細胞と同様に Type	B	
MSI は認められなかった。これらの結果は、
複製ストレス存在下で増殖しているヒトが
ん細胞でも、ミスマッチ修復が欠損しただけ
では Type	B	MSI は生じないことを示唆して
いる。がん細胞を使用したことで、Type	B	MSI
が見えなくなっている可能性が考えられる
ので、現在ゲノム編集により iPS 細胞由来の
MSH2 欠損細胞を樹立して解析を進めている。
酸化ストレスと Type	B	MSI	との関連を調べ
るために、10％FCS 存在下で1	mM	KBrO3(酸化
剤)で週 2回処理した Msh2 欠損マウス由来線
維芽細胞を用いて D6mit59 遺伝子座の MSI解
析を行ったが、未処理の細胞と同様に Type	B	
MSI は観察されなかった。	
	
（３）マイクロサテライト配列不安定性を誘
発する遺伝的要因の同定	
これまでに行った遺伝子工学やゲノム編集
を用いてミスマッチ修復遺伝子のみを欠損
させたマウスおよびヒト細胞の解析では、
Type	A	MSI は MMR の欠損だけで生じることが
明らかになった。すなわち、MMR 欠損細胞で
はDNAポリメラーゼの複製エラーで生じたマ
イクロサテライト配列内での欠失・挿入が修
復されないで残り、次の複製でリピート数の
変化が固定されて生じる。しかし Type	B	MSI
は、これらの細胞では観察されないことから、
複製ストレスや酸化ストレスによるDNA二本
鎖切断が修復される過程で生じるという仮
説を立てた。MLH1 欠損がん細胞に DNA 二本鎖
切断修復に関与しているDNA修復関連タンパ
ク質の X 遺伝子に対する shRNA を導入して、
D2S123遺伝子座のMSI解析を行った結果、MSI
が観察されなくなった。この結果は、遺伝子
X が MMR 欠損による MSI 誘導に必須であるこ
とを示唆している。遺伝子Xと MMR との関係、
MSI 誘導における役割の解明は今後の課題で
ある。	
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