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研究成果の概要（和文）：循環血液中にはCell-free DNA（cfDNA）とよばれるDNAが存在し、腫瘍診断のための
バイオマーカーとして注目されている。我々は、cfDNA の生成に２つのDNA切断酵素、すなわちDNaseγ（別名
DNase1L3）とCADが関与することを予想し、それぞれの遺伝子欠損マウスに、アセトアミノフェンあるいは抗Fas
抗体を投与し、肝細胞ネクローシスまたはアポトーシスを誘導した。 その結果（i）ネクローシスの際にcfDNA
を生成するDNA切断酵素はDNaseγであり、（ii）アポトーシスの際には、CADおよびDNaseγの両方がcfDNAの生
成に関与することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Cell-free DNA (cfDNA) (e.g. fetal- or tumor-derived DNA) is DNA found in the
 blood circulation. It is now widely investigated as a biomarker for prenatal screening, tumor 
diagnosis, and tumor monitoring as “liquid biopsies”. However, the biological and biochemical 
aspects of cfDNA remain unclear. Although cfDNA is considered to be mainly derived from dead cells, 
information is scarce as to whether it is apoptotic or necrotic and what kinds of endonucleases or 
DNases are involved. We induced in vivo hepatocyte necrosis and apoptosis in mice deficient in DNase
 γ (also named DNase1L3) and/or caspase-activated DNase (CAD) genes with acetaminophen overdose and
 anti-Fas antibody treatments. We found that (i) DNase γ was the endonuclease responsible for 
generating cfDNA in acetaminophen-induced hepatocyte necrosis and (ii) CAD and DNase γ cooperated 
in producing cfDNA for anti-Fas mediated hepatocyte apoptosis.

研究分野：医歯薬
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研究成果の学術的意義や社会的意義
２つのDNA切断酵素CADおよびDNaseγがcfDNA の生成に関与することが明らかになったことより、酵素の特異性
をふまえたcfDNAの評価ならびに精製プロトコールの作製に寄与するものと期待される。また、DNaseγが血流中
に漏出したDNAを最初に分解する酵素であることが明らかになったことより、DNAを骨格として形成された血栓の
治療に有効であること、またそのような血栓を足場として広がるがん細胞の転移の抑制にも応用できる可能性が
示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
我々の体は数十兆個の細胞でできていて、そのうち毎秒数千万個の細胞が死んでいくという。
死んだ細胞は体内で処理されるが、この際重要なのが、クロマチン DNA の分解処理である。分解
が適切に行われないと血液中に大量に流出し、SLE などの自己免疫疾患が誘発される。この死細
胞クロマチン DNA の分解を担っているのが DNA 切断酵素（DNase）であり、生体内には幾種類か
の DNase が存在する。死細胞中の DNA はこれら DNase により効率よく分解されると考えられて
いるが、この DNase 相互の関連性と生体内における個々の役割に関しては不明な点が多い。また
血液中には、健常人でも微量の DNA が存在し、これは cell-free DNA（cfDNA）と呼ばれていて
最近特に臨床現場で注目されている。cfDNA は以前より、胎児の出生前診断に用いられていたが、
1994 年にがん患者の血液より精製した cfDNA 中に RAS 遺伝子変異が見つかったことにより
(Vasioukhin et al. Br J Haematol, 1994)、がんの診断マーカーとしての期待が一気に広がっ
た。特に最近では、次世代シーケンサーと PCR 技術、さらには AI の進歩により、cfDNA を用い
た遺伝子解析はプレシジョン・メディシン（精密医療）の基幹技術として爆発的な広がりを見せ
ている。血液検査だけでがんの診断ができることからメリットが多く、低侵襲性のバイオプシー、
すなわちリキッドバイオプシー（liquid biopsy）として注目を集めている。さらには、がんの
診断ばかりでなく、抗癌剤治療後の効果判定にも使えることから、その応用には大きな期待が寄
せられている。しかし cfDNA に関しては、期待は大きいものの、生化学的解析が不十分で、その
由来がどういう細胞、あるいはどの様な細胞死によるのか、すなわちアポトーシス由来なのか、
ネクローシス由来なのか、またどのようにして生成されるのかというという基本的な事実さえ
も明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
我々はこれまで SLE 様自己免疫疾患原因因子である DNA 切断酵素 DNaseγ(別名 DNase1L3)の
機能解析を行ってきた。DNaseγは DNase I ファミリーに属する分泌タンパクで、血流中に存在
し、DNase I とともに主にネクローシス細胞の DNA 分解に関与するといわれている。またアポト
ーシス細胞においては、細胞内に存在する CAD が DNA 切断を行うと考えられている。しかしなが
ら、生体内でこれら３つの DNA 分解酵素（DNaseγ、DNase I、CAD）が実際どのようにして死細
胞を分解し、cfDNA の生成に関与するかは明らかになっていない。本研究では、DNaseγの生体
での機能解析を手始めに、現有の DNase γ遺伝子欠損（DNase γ-/-）マウスと CAD 遺伝子欠損
（CAD -/-）マウスを用いて、生体内での死細胞 DNA の分解処理システムの解明を目指す。特に各
DNA 切断酵素の使い分けと、cfDNA の生成のメカニズムの解明を主たる目的とする。また DNase 
I 遺伝子欠損（DNase I -/-）マウスを作製し、他の遺伝子欠損マウスとの比較を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 生体内での DNaseγの機能を解析するために、DNase γ-/- マウスの肝臓に DNaseγの発現ベ
クターを hydrodynamic injection 法で導入し、アセトアミノフェン大量投与による肝細胞ネク
ローシスを誘導した場合の変化を観察する。 
(2)現有の CAD -/- マウス、DNase γ-/- マウス、CAD＆DNaseγ両遺伝子欠損（CAD -/- DNase γ-
/-）マウスの肝臓に、アポトーシス、ネクローシスを別々に誘導し、症状、病理像、組織中 DNA
分解の有無、血中 cfDNA の検討を行う。なおアポトーシスは抗 FAS 抗体（Jo2）の腹腔内投与、
ネクローシスはアセトアミノフェンの腹腔内大量投与にて誘導する。 
(3) CRISPER/CAS9 システムを用い DNase I 遺伝子欠損（DNase I -/-）マウスを作製する。 
 
４．研究成果 
(1) DNaseγ(DNase1L3)の機能 
Karyolysis（核崩壊）は、死細胞核の完全な溶解現象であるが、その生成メカニズムは明らかに
されていない。 我々これまでネクローシスの際の DNA 断片化酵素 DNaseγを研究してきた。そ
の過程で、アセトアミノフェンの過剰投与により肝細胞ネクローシスを引き起こした DNase γ-
/- マウスでは肝細胞核の崩壊が阻害されることを発見した。 これが DNaseγの欠損のみで起こ
るのか確認するために、DNaseγの発現ベクターを hydrodynamic injection 法で DNaseγ-/- マ
ウスの肝臓に導入後、アセトアミノフェンによる肝細胞ネクローシスを誘導した。その結果、核
崩壊が起こらなかった DNase γ-/- マウスの肝細胞核に核崩壊を誘導することができた。 また、
野生型マウスに Clodronate liposome を投与し、肝臓のクッパー細胞を除去すると、肝臓での
DNaseγの発現と活性が低下した。 したがって、クッパー細胞から産生された DNaseγが、ネク
ローシスを起こした肝細胞の核崩壊を引き起こすことが明らかになった。このことは、クロマチ
ン DNA は核の構造物であり、それが切断されることにより核が内側から壊れていくことを意味
している。したがって DNaseγは死細胞すなわちネクローシス細胞の分解に極めて重要な役割が
あることが明らかになった。 
 
(2)血中循環 DNA(cfDNA)の生成メカニズムの解明 
アポトーシス、ネクローシスの代表的な DNA 切断酵素 CAD、DNaseγの遺伝子欠損マウス（CAD -



/- マウス、DNase γ-/- マウス）、ならびに両遺伝子欠損マウス（CAD -/- DNase γ-/-マウス）を用
い、それぞれに肝細胞ネクローシス、あるいは肝細胞アポトーシスを誘導し、血中 cfDNA の検出
を試みた。その結果、ネクローシスの場合には CAD -/- マウスでは野生型マウスと同様にモノヌ
クレオソームまで分解された cfDNA が検出されたが、DNase γ-/-マウスでほとんど cfDNA が検
出されず、さらに両遺伝子欠損マウスでは全く検出されなかった。またアポトーシスの場合は
CAD -/- マウスでは野生型マウスと同様に、モノヌクレオソームの長さの cfDNAが検出されたが、
DNase γ-/-マウスで cfDNA は検出されるものの DNase 活性は弱く、モノヌクレオソームだけで
なく、中間産物であるマルチヌクレオソームの長さの cfDNA が検出された。しかし両遺伝子欠
損マウスでは全く検出されなかった。このことからネクローシスの場合は DNaseγが、またアポ
トーシスの場合は、まず CAD で大まかに切断され、その後 DNaseγで細かく分解されることが明
らかになった。また、血清中の DNaseγと DNase I の活性を測定すると、肝臓のダメージが進む
とそれに比例するようにいずれの酵素活性も上昇することがわかった。核崩壊が見られず、cfDNA
も検出できなかった両遺伝子欠損マウスでも高い DNaseⅠ活性が認められたことから、DNaseⅠ
は cfDNA の生成よりも、その後のさらなる分解に寄与することが示唆された。この発見は、cfDNA
の生化学の基盤となる発見であり、酵素の特異性をふまえた cfDNA の評価ならびに精製プロト
コールの作製に寄与するものと期待される。 
 
(3)NET の抑制 
炎症時に好中球から循環血液中へ放出される網目状の構造物である好中球細胞外トラップ（NET）
は、宿主防御の一端を担っている反面、過剰な放出は血栓症を誘発する。例えば、好中球増多症
や敗血症の際には NET 形成が亢進し、血管を閉塞させ、臓器損傷を引き起こす。しかしながらそ
の有効な治療法は知られていない。我々は以前、DNase γ-/-マウスの脾臓細胞をサイトカイン無
しで培養すると、細胞死が誘導され、NET 様の網状の DNA が放出されることを観察していた。そ
こで、DNase γが NET の抑制に重要であろうという仮説のもと、検討を行ったところ、予想通り
DNase γが NET の分解に必要であることが明らかになり、DNase γがその予防や治療に使える
ことが示唆された。なお NET に関しては、がん細胞が転移する際に、その足場として使われてい
る可能性が示唆されている。したがって、DNase γによって NET を分解することによりがん転移
を抑制することができると予想され、今後の展開が期待される。 
 
(4) DNase I -/-マウスの作製 
CRISPER/CAS9 システムを用い DNase I 遺伝子欠損（DNase I -/-）マウスの作製を行った。現在、
個体数を増やしている状況である。 
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