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研究成果の概要： 

ヒトを含め地球上全ての生物は、紫外線、放射線、化学物質等の外的要因、またエネルギー

産生に伴い自らが作り出す活性酸素等の内的要因による DNA 損傷の脅威に常にさらされている。

これら脅威の最終的な生物作用は、我々の身体を構成する各細胞の遺伝子への突然変異誘発で

ある。本研究では、メダカをモデル実験生物として用い、突然変異生成機構を明らかにし、こ

れらの脅威へのより良い対処法を見いだす事を目指している。 
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１．研究開始当初の背景 
放射線や化学物質など環境因子の生物影

響を考える上で、突然変異は重要な位置を
占める。分子生物学的解析の進展により、
突然変異生成のメカニズム、またそれに関
わる遺伝子群について、細胞レベルでその
詳細が明らかにされてきている。しかしな
がら、突然変異は極めてまれな事象である
ため、個体レベルでの解析、つまり実際の
体組織・体細胞の中でどの様な頻度でそれ
らが生成され、またどの様なタイプの細胞

で起こった変異が発がん等個体レベルでの
重篤な帰結につながるのか、についての解
析は未だほとんどなされていない。本研究
は、「突然変異」の個体・組織レベルでの解
析系をメダカにおいて確立することを目指
している。マウスは個体レベルでの解析が
可能な代表的モデル生物である。哺乳類で
ありヒトに極めて近く、遺伝子ノックアウ
トの手法が確立しているなど実験モデル生
物として数多くの利点を持っている。しか
しながら、受精卵の発生は全て胎内で進む
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ため胚操作が極めて限られており、また多
数の個体を扱うにはかなりの手間と費用を
要するため、多重変異体を用いた解析は実
際上不可能である等の欠点がある。そこで、
これらマウスの欠点を相補できるような実
験モデル生物としてメダカを選んだ。メダ
カは安価で容易に多数個体を飼育できる。
更に、卵として体外で胚発生が進むことか
ら、胚操作が極めて容易である。特に後者
は重要で、胚操作をとおして組織特異的に
遺伝子発現を制御することが可能となる。
本研究ではメダカをモデル生物に、遺伝子
変異体を自由に作成する方法の確立し、「突
然変異」の個体レベルでの解析系の確立を
目指す。 
 
２．研究の目的 

近年数多くの実験モデル生物が開発さ
れてきた。それらの多くは、遺伝学をフル
に活用できるという利点を有している。メ
ダカは、我が国で開発された実験モデル生
物であり、遺伝学的知識の蓄積が豊富であ
る。更に近年ゲノム情報の整備が進み、マ
ウス、ショウジョウバエに匹敵する近代モ
デル生物として変身を遂げている。一方、
ゲノム生物学時代の到来は、遺伝子の単離
を容易にし、得られた遺伝子の生体におけ
る機能を解析するといった逆遺伝学
(Reverse Genetics)的手法の必要性を増大
させてきた。逆遺伝学には、標的とする遺
伝子の変異体を自由に作成する、いわゆる
遺伝子ノックアウトの手法が必須である。
しかしながら、遺伝子ノックアウトは酵母
やマウス等のごく限られたモデル生物で
のみ可能であり、メダカを含む小型魚にお
いてもこの手法の確立の必要性が叫ばれ
てきた。我々は、TILLING 法を用い、標的
とする遺伝子の変異体を自由に作成する
技術を確立しようとしている。TILLING 法
とは、Targeted Induced Local Lesions IN 
Genome の略であり、ある程度の遺伝学が可
能な実験モデル生物を対象に、目的とする
遺伝子の変異体を自由に作成する方法と
して近年開発され、シロイヌナズナ
(Arabidopsis)やゼブラフィッシュでその
有用性が報告されている。TILLING 法は、
今後様々な実験生物に適用されていくと
考えられる。本研究では、メダカにおける
TILLING 法の確立を目指すと同時に、この
技法を用い、「突然変異生成に本質的な役
割を果たす」遺伝子の変異体を得る事を目
的としている。 
突然変異は、その生成過程から１）損傷

誘発突然変異と２）自然突然変異とに大別
される。環境因子の多くは DNA に損傷を与
える。細胞はこれら DNA 損傷を認識し、細
胞周期の停止、損傷の修復あるいはアポト

ーシス等様々な応答を誘導することにより、
損傷の軽減を計る。しかしながら、最終的
に損傷が残存すると、それらが突然変異に
つながる。通常の DNA 複製酵素はこの様な
損傷部位では複製反応を止めてしまう。し
かし、多くの生物は、損傷が存在してもそ
のまま複製反応を行える特殊な DNA 複製酵
素(TLS (Trans Lesional Synthesis) DNA
複製酵素)を持っており、損傷部位で通常の
DNA 複製酵素に入れ替わって、この TLS DNA
複製酵素が働く。TLS DNA 複製酵素は、間違
った塩基を導入し易いため、損傷部位で高
頻度に突然変異が導入される。この様に、
突然変異は、DNA 修復、細胞周期チェックポ
イント、アポトーシス、TLS-DNA 複製酵素が
損傷部位に於いて極めて有機的に働いた末
の最終産物であり、損傷応答の全課程が集
約されているといっても過言ではない。従
って、「突然変異生成過程から、その生物学
的影響」までを解析するには、損傷認識に
始まるこれら損傷応答全過程による制御を
考慮する必要がある。一方、自然突然変異
は多くの場合、DNA 複製過程における間違っ
た塩基取込みに起因する。それらの間違い
は、通常ミスマッチ修復機構により修復さ
れるが、修復できなかったものが自然突然
変異として残る。従って、自然突然変異の
解析にはミスマッチ修復機構の制御機構の
解明が重要となる。損傷誘発突然変異に関
しては、鍵となる TLS DNA 複製酵素として
メダカ Rev1 の変異体を既に得ている。そこ
で本研究では、自然突然変異生成に関わる
ミスマッチ修復酵素の変異体の検索を目指
した。 
 
３．研究の方法 
本研究計画の根幹をなす TILLING 法につい
て以下に概略をのべる。P雄個体を化学突
然変異原(ENU)で処理し、健康な雌とかけ合
わせ、F1 を得る。この F1 雄個体を多数樹
立し、それらの精子とゲノム DNA をセット
で保存しライブラリー化する。このライブ
ラリーのゲノム DNA を基質に、標的とする
遺伝子のエキソンを PCR により増幅し、変
異を検出する。変異が同定できれば、セッ
トで保存している凍結精子を起こし、in 
vitro 受精により変異個体を得る、という
のが一連のプロトコールである。申請者が
所属する研究室では既に、約 6000 個体から
なるライブラリーを作成している。また、
パイロット実験により実際にどれくらいの
頻度で変異が導入されているかを確認した
ところ、約 350kb に１個の割合で変異が導
入されており、充分スクリーニングに利用
できるライブラリーであることを確認して
いる。TILLING 法でのスクリーニングにお
いては、ハイスループット化が要求される．



 

 

つまり、大量のサンプルをできるだけ短時
間に解析する技法の確立である。一方、メ
ダカを利用する利点の一つは他の哺乳モデ
ル実験動物に比べコストパーフォーマンス
が極めて良い点である。従って、ハイスル
ープット化に加え、スクリーニングコスト
の低減化が必須となる。この２点を満たす
方法として、本研究では HRM 法 (High 
Resolution Melting：融解温度曲線法)によ
るスクリーニングの有用性の検証を行った。 
 
４．研究成果 

DNA 二重鎖の熱安定性はその塩基配列に
依存しており、DNA 溶液の温度を上げて行っ
た場合、各塩基配列に依存した融解曲線を示
す。もし、DNA 二重鎖に変異した塩基が含ま
れ、ヘテロ二重鎖となっている場合は、熱安
定性に影響が現れ、ホモ二重鎖と異なる融解
曲線を示すようになる。正確な温度融解曲線
を決める事により、一塩基置換を含むヘテロ
二重鎖を検出するというのが、融解温度曲線
法の原理である。融解温度曲線法は、PCR 反
応から最終解析までの全てのステップが９
６穴のマイクロタイタープレートで行う事
ができ、極めてハイスループットでしかも低
コストな方法である。そこで本研究では、融
解温度曲線法が TILLING法に有効な方法であ
るかどうかを検証しようとした。他の方法 
(TGCE 法)で同一ライブラリーから既に変異
体が得られている Rev1 遺伝子の変異体 DNA
を用い、融解温度曲線法の確立を行った（図
１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 融解温度曲線法による変異検出の一
例。灰色曲線が野生型、赤色曲線が変異導入
によるヘテロ二量体の融解温度曲線を示し
ている。 
 
融解温度曲線法の基本手法が確立できた

ので、次にその検出効率の検討を行った。本
TILLING ライブラリーを用いたシークエン
シング法による p53遺伝子の変異体スクリー
ニングが既に完了している。そこで融解温度

曲線法により同遺伝子のスクリーニングを
行い、シークエンシング法との比較を行った。
下表に示すように、融解温度曲線法によりシ
ークエンシング法と同等の効率で変異が検
出できる事が判明した。 
 

Sequence context Amino  acid change 

  SEQ HRM 

5'-TGGCCCAGTA(T>A)TTTGAAGACC-3' Y186X Y186X 

5'-CTACATGTGT(A>G)ACAGCTCGTG-3' N220D  

5'-TACATGTGTA(A>G)CAGCTCGTGC-3' N220S N220S 

5'-GTGTAACAGC(T>C)CGTGCATGGG-3' S222P S222P 

5'-GTGTAACAGCT(C>A)GTGCATGGG-3'   S222X 

表１．シークエンシング法と HRM 法の比較
（p53 遺伝子）TILLING ライブラリーをスク
リーニングした結果、p53 のエキソン 5,6 に
総計 5つの突然変異体が検出され、シークエ
ンシング法でも融解温度曲線解析法でもそ
のうちの４つを検出することができた。 
 
融解温度曲線法によるスクリーニング法

を確立できたので、標的遺伝子として自然突
然変異誘発に重要な役割を果たすミスマッ
チ修復遺伝子 Msh2 の変異スクリーニングを
行った。３つのアンプリコン（４エキソン）
をスクリーニングする事により１つのナン
センス変異と７つのミスセンス変異を同定
できた。（図２） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．HRM 法により検出された Msh2 ナンセン
ス変異体の融解温度曲線。赤色曲線がナンセ
ンス変異体の青色曲線、緑色曲線は同一アン
プリコンに検出されたミスセンス変異体を
示す。 
 
 本研究で確立した融解温度曲線法による
TILLING ライブラリーのスクリーニングは、
９６穴マイクロタイタープレートによるス
クリーニングを行える事から、極めてハイ
スループットである。更に、１サンプル２
５円という低価格化を実現できた。１エキ
ソンが約１６万円でスクリーニングでき、
ノックアウトマウス作製等と比べても極め
て低価格であり、小型魚を利用するメリッ
トをさらに増大させる事に成功した。今後
は本法により、突然変異生成機構の解明が
進展する事が期待できると同時に、本法に



 

 

よる遺伝子変異体スクリーニングを行う事
により、生物学のあらゆる分野でのメダカ
を用いた研究に貢献できると考えている。 
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