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研究成果の概要： 
 
マイクロサテライト不安定性(microsatellite instability, MSI)と DNA ミスマッチ修復(DNA 
mismatch repair, MMR)異常との正確な関係を明らかにするために、まず、腫瘍組織標品にお
いて、詳細な観察をおこなった。その結果、大腸癌においては、これまで主たるマイクロサテ
ライト配列変化とみられていた MSI-H を呈する集団には、MMR 遺伝子変異をもつものと、
そうでないものとの間に特徴的な分子背景の違いがみられた。興味深いことに、前者はこれま
で先天的変異(すなわち非ポリポーシス遺伝性大腸癌(HNPCC))と考えられたていたが、後天的
変異や HNPCC でないものも見出され、MMR 異常と MSI の関係がこれまで考えられてきた
以上に複雑であることが明らかとなった。また、MSI が生じる生物学的条件についてもさらな
る検討をおこなった。MSI は一般に、MMR 異常をもつ細胞でみとめられるとされるが、その
生成機序から、実際に変化が固定され、可視化するには、独立した且つ十分に長い複製の歴史
を必要とする。このことを、MMR 遺伝子に既知の欠損をもつヒト大腸癌由来株化培養細胞を
用いて明かにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 
1993 年、ポリポーシスを伴わない遺伝性大
腸 癌 (hereditary non-polyposis colorectal 
cancer, HNPCC)において、真核生物ゲノム
上に散在するリピート配列、マイクロサテラ
イトの不安定化、すなわちマイクロサテライ
ト不安定性(microsatellite instability, MSI)
が報告された。HNPCC はゲノム維持機構の
破綻により発がんを来すことが知られた最
初の遺伝性症候群であり、発がんの基礎とな
るゲノム不安定化の機序として、リピート不
安定性が注目された。同年末には、この
HNPCC 家系内に DNA ミスマッチ修復
(DNA mismatch repair, MMR)系を構成する
遺伝子の変異が遺伝していることが示され
た。MMR は DNA ポリメラーゼが複製の際
にゲノム上でおかした誤り、すなわち「複製
エラー」を修復するシステムであるが、塩基
ミスマッチに加え、ポリメラーゼの「滑り」
によるリピート配列部の鋳型鎖-新生鎖ミス
アラインメントをも修復する。MMR 異常を
もつ細胞ではこのミスアラインメントが放
置されてリピートコピー数の変化につなが
る。これが、MMR 遺伝子に変異をもつ
HNPCC でみられた MSI の原因であると考
えられた。 

MSI は多様なヒト腫瘍で研究が行われ
た。申請者は多蛍光標識した PCR プライマ
ーと自動シーケンサーを用いた高精度な解
析システムを確立し(Oda S et al., Nucleic 
Acids Res 25: 3415-20, 1997)、この解析系を
用いて様々な腫瘍を解析した。その結果、興
味深いことに、ヒト腫瘍で観察される MSI
には、変化が 6-bp以内と比較的小さなもの(A
タイプ)と、しばしば数十-bp にも及び、あた
かも新しいアレルが出現したかのような変
化を呈するもの(B タイプ)の 2 つのモードが
存在することが見出された(Maehara Y et 
al., Mutation Res(DNA Repair), 461: 
249-63, 2001 他)。さらに、研究代表者らの
グループは、MMR 遺伝子に既知の欠損をも
つヒト株化培養細胞(Oki E et al., Oncogene 
18: 2143-47, 1999)、MMR 遺伝子ノックアウ
トマウスに生じた腫瘍(Oda S et al., Nucleic 
Acids Res 33: 1628-36, 2005)などを用いて
詳細な解析を行った結果、A タイプが MMR
異常に直接起因する MSI であることを明ら
かにした。これまで観察されてきた MSI の
多くは、HNPCC で観察されるものを含めて、
B タイプであることが文献から見てとれる。
B タイプ MSI においては、MMR 異常は十
分条件ではない。MMR 異常以外の分子機序
がこのモードのリピート不安定性の基礎と
なっている可能性が強く示唆された。このよ

うに、MMR 異常と MSI の関係は、これまで
考えられて来たように単純ではない。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ヒト癌でみられるリピート不安
定性の分子機序について、ミスマッチ修復異
常以外の機序、とくに 2 重鎖切断修復異常等
の可能性を検討することで、そのようなカテ
ゴリーのリピート不安定性の存在の有無を
明らかにし、ひいては、その発がんにおける
意義を明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
リピート不安定性の原因は、大腸菌や酵母を
用いた研究から、 (A)DNA ポリメラーゼの校
正 機 能 、 (B)DNA ミ ス マ ッ チ 修 復 、
(C)Okazakiフラグメントのプロセッシング、
(D)組換えを用いた 2 重鎖切断修復どの異常
が考えられている。従って、本研究が取り扱
う具体的課題は以下のように整理された(役
割分担を氏名で表記)。各課題で用いた方法を
以下に併記した。 
 
A. 臨床検体を用いた研究(織田) 
a. マイクロサテライト不安定性とミスマッ
チ修復異常との正確な関係：MSI 解析(DNA
フラグメント解析)、DNA シーケンシング、
免疫組織化学 
b. マイクロサテライト不安定性とポリメラ
ーゼ校正機能異常：DNA シーケンシング、
免疫組織化学 
c. マイクロサテライト不安定性とフラッ
プ・プロセッシングの異常：DNA シーケン
シング、免疫組織化学 
d. マイクロサテライト不安定性を呈する腫
瘍における 2 重鎖切断修復異常：DNA シー
ケンシング、免疫組織化学 
e. 着目した分子異常のみられる腫瘍の
characterisation：組織病理学(免疫組織化学
含む) 
B. 細胞株を用いた in vitroの遺伝学的アプロ
ーチ(倉岡) 
a. 人工的に2重鎖切断を導入した様々な遺伝
子型ノックアウトマウス細胞における解析:
細胞培養、MSI 解析 
b. 変異蛋白質を導入した細胞株における解
析:細胞培養、トランスジーン導入、マイクロ
インジェクション、MSI 解析 
 
 
 
 



４．研究成果 
 
本研究では、ヒト癌でみられるリピート不安
定性の分子機序について、ミスマッチ修復
(DNA mismatch repair, MMR)異常を含めた
多様な生成機序の可能性を検討することで、
それぞれのカテゴリーのリピート不安定性
の存在の有無を明らかにし、ひいては、各々
のリピート不安定性の発がんにおける意義
を明らかにすることを目的とした。 

初年度はまず、マイクロサテライト不安
定 性 (microsatellite instability, MSI) と
MMR 異常との正確な関係を明らかにするた
めに、腫瘍組織標品について、高精度解析系
を用いた MSI 解析を行い、同時に免疫染色
などによる MMR 遺伝子の epigenetic 
silencing の有無、シーケンシングによる構造
遺伝子変異の有無について解析し、MSI を呈
する集団の中で、MMR 異常をもつフラクシ
ョンがどのように存在するかを明らかにす
ることを目的にした。その結果、大腸癌にお
いては、これまで主たるマイクロサテライト
配列変化とみられていた MSI-H(B タイプ)を
呈する集団には、MMR 遺伝子変異をもつも
のと、そうでないものとの間に特徴的な分子
背景の違いがみられた。興味深いことに、前
者はこれまで先天的変異(すなわち非ポリポ
ーシス遺伝性大腸癌(HNPCC))と考えられた
ていたが、後天的変異や HNPCC でないもの
もみつかった (Zhao Y et al. Gene 423: 
188-193, 2008)。また後者には、MMR 遺伝
子構造(プロモーターのメチル化も含む)やタ
ンパク質発現にまったく異常のみられない
ものも見出され、MMR 異常と MSI の関係が
これまで考えられてきた以上に複雑である
ことが明らかとなった。 

次年度は、MSI と MMR 異常との正確
な関係を明らかにする目的で、MSI が生じる
生物学的条件についてさらなる検討をおこ
なった。MSI は一般に、MMR 異常をもつ細
胞でみとめられるとされるが、リピート上で
滑りにより合成を誤る DNA ポリメラーゼの
性質から、マイクロサテライト配列変化が長
短二方向性に生じるため、実際に変化が固定
され、可視化するには、独立した且つ十分に
長い複製の歴史を必要とする。このことを、
MMR 遺伝子に既知の欠損をもつヒト大腸癌
細胞株 HCT116 を用いた人口組織において、
少数の細胞塊をレーザーマイクロディセク
ションにより回収することで明かにした
(Fujii K et al., Cancer Genet Cytogenet 
189: 5-14, 2009)。現在、実際には潜在的に変
化しにくいこのマイクロサテライトの性質
を、2 塩基繰り返しのものから 1 塩基繰り返
しのマイクロサテライトにまで拡張して、検
証をおこなっている。MMR 異常以外の機序
としては、DNA ポリメラーゼの校正機能の

異常を考慮し、現在、ヒト大腸がん症例パネ
ルにおいて、POLD1 遺伝子および POLE 遺
伝子の変異解析を行っている。 
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