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研究成果の概要（和文）：抗がん治療は、放射線のように，染色体 DNA を損傷し、細胞自殺

を誘導するものが多い。この理由から、各修復因子の機能を解析することは、抗がん治療の効

果を増大させることに役立つ。機能解析には、逆遺伝学的解析が有効である。我々は、ニワト

リ DT40 細胞とメダカというユニークな逆遺伝学的実験手法を開発した。DT40 の解析から、

我々は、ユビキチン化、DNA ポリメラーゼ、BRCA1/2 の機能解析に貢献した。 
 
研究成果の概要（英文）：A number of anti-cancer agents, including radiotherapy, induce DNA 
damage, arrest DNA replication, and thereby induce apoptosis. Therefore, functional 
analysis of DNA repair factors may contribute to improvement of anti-cancer treatments. 
For this functional analysis, we have developed unique reverse genetic model systems, the 
avian somatic cell line (DT40) and the Medaka fish. We have revealed the role of 
ubiquitylation, some DNA polymerases, and BRCA1/2 in DNA damage responses. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）D T 4 0 細胞 
抗がん治療のうち、染色体 DNA を損傷する
タイプのものは、DNA 複製が第一の標的で
ある。DT40 細胞株は、DNA 複製にリンク
した DNA 修復経路（複製後修復機構）を逆
遺伝学的手法で解析するときに、以下の優位

性から、動物細胞のなかでは、最も優れた実
験系である。 
①遺伝子ノックアウトが行いやすい 
（ Buerstedde JM, and Takeda S; Cell. 
(1991) 67(1):179-88）。 
②表現型が安定である。 
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③S 期が相対的に長く、抗がん治療の、DNA 
複製への影響が解析しやすい。 
④ DT40 細胞は、培養中に、複製後修復機 
構を使って抗体遺伝子可変領域を継続的に 
多様化する。以上の優位性から、我々は DT40 
細胞株を使って、複製後修復機構の機能を精 
密に解析ができる。そして、抗がん治療の作 
用機序を解析できる。 
 
（2）学術的な特色・独創的な点及び予想さ 

れる結果と意義（D T 4 0 細胞） 
複製後修復機構は、おもに相同組み換え
（ HR ） と 損 傷 乗 り 越 え DNA 合 成
（translesion DNA synthesis = TLS）から
なる。複製ブロックの時に、HR は、ブロッ
ク鎖がブロックしていない方の姉妹染色分
体を鋳型にしてDNA 合成することを補助し、
最終的に複製ブロックを解除する。一方、
TLS は、約 9 種類のポリメラーゼが、複製
ポリメラーゼ（TLS ポリメラーゼ）に代わ
って、損傷鎖を鋳型にして数ベース以下 DNA 
合成する。TLS ポリメラーゼは、フレキシ
ブルな反面、高頻度にエラーをおこす。DT40 
細胞（B リンパ細胞株）は、TLS と HR と
を別々に使って培養中に抗体遺伝子可変領
域を連続的に多様化する。よって、DT40 細
胞は、抗体遺伝子可変領域の塩基配列を決 
定することによって、HR と TLS との機能
を正確に評価できるユニークな実験系であ
る（論文 13） 
 
（3）メダカ 
①メダカはゲノムがゼブラフィッシュの 
1／2 のサイズである。 
② ゼブラフィッシュは、3N のゲノムを持つ
のに対して、メダカは 2N に近い。 
③ 身体が透明に近く臓器癌の検出に有利で
ある。 
④任意の時期に受精卵の発生を開始でき、透
明な胚を経時的に観察できる。 
⑤ 日本で放射線生物学のモデル生物に利用
されてきた。 
以上 5 点の理由から、発がんの研究に、メダ
カは、ゼブラフィッシュやマウスと比べても、
遜色ないモデル生物である。我々は世界で初
めて、メダカの遺伝子破壊実験系を樹立した
（論文 26）。 
 
２．研究の目的 
（1）D T 4 0 細胞 
DNA 複製にリンクした DNA 修復経路（複
製後修復機構）に関与する全分子の遺伝子破
壊 DT40 細胞株を作る。 
（2）メダカ 
メダカの遺伝子破壊実験系を樹立し、さらに 
それの効率を上昇する。 
p53 遺伝子破壊メダカを表現型解析する。 

３．研究の方法 
（1）D T 4 0 細胞 
DT40 からの遺伝子ノックアウト株を樹立し、 
その表現型を解析する。 
複数種類のタンパク分子の機能的相互作用 
を解析する目的で、多重遺伝子破壊を実施す 
る。多重遺伝子破壊が確実にできる動物細胞 
株は、今のところ DT40 細胞だけである。 
（2）メダカ 
メダカの遺伝子破壊実験系を樹立する。メダ 
カやゼブラフィッシュでは、ES 細胞がない。 
そこで、遺伝子破壊には以下の方法を使う。
①♂を飽和変異 
②飽和変異した♂と健康な♀とを交配 
③5800 匹の F1 の DNA と精子とを凍結（飽
和変異メダカバンク） 
④5800 匹の F1 の中から、破壊したい遺伝子
が変異した個体を捜す。 
⑤見つかれば、その精子を使って人工授精す
る。 
⑥交配により破壊したい遺伝子がホモの状
態の個体を選ぶ。 
我々が開発した手法だと、④のステップ 
において遺伝子破壊には 100 万円／遺伝子 
ものコストがかる。そのコストを下げるため 
に、④のステップに次世代シークエンサー 
（SOLiD）を使う。 
 
４．研究成果 
（1）D T 4 0 細胞 
我々は、現在のところ以下の 5 点に焦点を絞 
って相同組み換え機構を解析している。 
①� 乳がん抑制遺伝子、Brca1 と Brca2 
酵母と動物細胞とは、HR の分子機構が似て
いる。ただし、酵母と異なり、動物細胞では
Rad51 組換えタンパク分子が相同組み換え
の中心である（酵母では Rad52 が最も重要）。
それゆえ動物細胞では酵母に存在しない
Rad51 制御因子が多種類存在する。家族性乳
がん抑制遺伝子 Brca1、Brca2 にコードされ
たタンパク分子も、酵母にない Rad51 制御因
子である。我々は、Brca1、Brca2 の各欠損
細胞を製作し、それを基に、多重遺伝子破壊
を行っている（論文：1、18、34）。さらに、
新たな Rad51 制御因子、Gemin2 を同定した。 
（論文：1） 
② DNA ポリメラーゼ 
1999 年に阪大・益谷博士と花岡教授らが 
新規 DNA ポリメラーゼ（polη）を発見して 
から、新たに 8 種類（合計 14 種類）もの DNA 
ポリメラーゼ様遺伝子がヒトゲノム上で見 
つかった。すべての DNA 組換え・修復は、DNA 
合成を伴うが、どの DNA ポリメラーゼがどの 
修復に関与するかは不明のままである。 
我々は、DNA ポリメラーゼの欠損細胞を網 
羅的に作製・解析した。（論文：2、27、28、 
30、35） 



 

 

③ DNA 損傷の初期に損傷部位にリクルート
される分子の網羅的機能解析 

Poly[ADP ribose]polymerase-I（PARP）、53BP1、
Brca1、CtIP（DNA 切断酵素）、Nbs1（DNA 切
断酵素）、Single-strand bindingprotein 1
（SSB1）が、2 重鎖切断の数分以内にリクル
ートされる。これらの分子が、後期の様々な
生化学反応を決定する。これらの分子の欠損
細胞を全部作製する。これらの分子の機能解
析による業績は、以下のとおりである。PARP
（論文：1、12、22、23）、53BP1（論文：1、
31）、Brca1（論文：3）、CtIP（論文：3、17）、
Nbs1（論文：9）、SSB（論文：14） 
④ Cell cycle dependent kinase（CDK） 
による相同組換えの制御 

相同組換え（HR）は、S/G2 期でのみ機能す
るが、このフェーズ特異的活性化は、CDK に
よって制御されている。CDK は、細胞分裂周
期の各フェーズにおいて刻々と異なる働き
をするので、従来遺伝学的解析が困難であっ
た。我々は、ケミカルジェネティックスの手
法を使い、CDK を 10 分以内に ON→OFF→ON
できる実験系を作製した。（論文：11、21） 
⑤ユビキチン化による相同組換えの制御
我々は、世界で初めて、損傷部位で大量 
におこるユビキチン化が、相同組換え（HR） 
の開始に必須であることを発見した（論文： 
25）。この知見に基づき、プロテオソーム阻 
害剤の抗がん作用機序の 1 つは、HR の抑制
であることを証明した。（論文：20）。また、
ユビキチン化は、HR と競合する 2 重鎖切断
修復経路（非相同末端結合）を抑制すること
によって間接的に HR を促進することもある。
（論文：23）。 
 
（2）メダカ 

①我々は世界で初めて、メダカの遺伝子 
破壊実験系を樹立した。（論文 26） 
②p53 欠損メダカの表現型解析放射線照 
射後に、アポプトーシスが大きく遅れ、p21 
遺伝子の発現誘導がかからなかった。野生型 
メダカでは 6 カ月齢まで腫瘍の発生は極め
て稀であるのに対し、p53 欠損メダカでは 3 
カ月齢までに 50 匹中 2 匹でリンパ系の腫瘍
が発生した。飽和変異法は、P53 遺伝子以外
の遺伝子（約 20 種類）も破壊されている。
P53 遺伝子以外の破壊遺伝子を除去するた
めに、P53 遺伝子破壊メダカを野生型メダカ
に 10 回戻し交配した。 
③メダカの遺伝子破壊の効率化１遺伝子破
壊に 100 万円の費用がかかる。基生研と共同
して、次世代シークエンサー（SOLiD）を用
い、遺伝子破壊の費用を 30 万円に低下させ
た。 
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