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研究成果の概要（和文）：紫外線（UV）による皮膚癌の発生にREV7が関与していること明らかにするために、細
胞レベルの解析とマウス個体レベルの解析を行った。細胞レベルの解析から、REV7はUV照射後の細胞生存に大き
く寄与しており、突然変異の導入にも関与していることが明らかになった。一方、マウス個体レベルの解析で
は、Polh欠損マウスとPolh欠損 / Rev7へテロ欠損マウスではUV照射による腫瘍の発生時期・発生個数に差は見
られなかった。Rev7へテロ欠損マウスではREV7の機能喪失には不十分な可能性があり、更なる解析が必要であ
る。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the involvement of REV7 in ultraviolet (UV)-induced skin cancer
 development, analyses using culture cells and genetically modified mouse conducted. Using culture 
cells, we revealed that REV7 contributed significantly to cell survival after UV irradiation and was
 also involved in the introduction of mutations. On the other hand, no difference in the timing or 
number of UV-induced tumors was observed between Polh-deficient mice and Polh-deficient / 
Rev7-heterodeficient mice, suggesting that loss of REV7 function may not be sufficient in Rev7 
heterodeficient mice.

研究分野： 分子生物学、実験病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
REV7は紫外線（UV）に対する細胞生存に大きく寄与しており、皮膚の恒常性の維持に関与している可能性があ
る。また、REV7はUVによる突然変異の導入にも関与しているため、皮膚癌の発症に関与している可能性が十分考
えられる。本研究を継続することにより、UVによる皮膚癌の発生におけるREV7の役割が明らかとなり、皮膚癌の
予防や治療に繋がると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
日本人の国民病と言われる癌の大部分は、ゲノム上に生じた突然変異の蓄積によるものであ

り、その突然変異を引き起こす主な原因は DNA 損傷である。紫外線（UV）は DNA 損傷を引
き起こす要因の一つであり、UV の曝露と皮膚癌の発生頻度は相関性を示す。DNA 損傷によっ
て突然変異が引き起こされるメカニズムには、DNA 損傷に対する細胞の防御機構が深く関係し
ている。 

DNA 損傷は DNA 修復機構により修復されるが、修復されずに損傷が残った場合、DNA 損傷
に対する耐性機構（DNA 損傷トレランス）が細胞を死から救う働きをしている（Sale et al. Nat 
Rev Mol Cell Biol, 2012）。しかし、その代償として突然変異を導入してしまうことがあり、そ
れが発癌を誘発すると考えられている。従って、DNA 損傷トレランスのメカニズムを明らかに
することは、癌の発生メカニズムの解明とその予防・治療の開発のために非常に重要である。 

DNA 損傷トレランスには、突然変異を誘発しやすい場合と誘発しにくい場合が存在する
（Vaisman et al. Crit Rev Biochem Mol Biol, 2017）。色素性乾皮症 V 群の責任遺伝子 POLH
がコードする DNA ポリメラーゼ・イータ（Polη）は、UV 損傷に対して突然変異を誘発しにく
い。申請者らは、Polηによる DNA 損傷トレランスが UV による突然変異と発癌の抑制に寄与
していることを遺伝子改変マウスを用いて明らかにしてきた。これまでに Polηをはじめ、皮膚
癌の抑制に寄与する DNA 損傷トレランスタンパク質は複数報告されているが、発癌に関与する
タンパク質は報告されていない。 
一方、REV7 は突然変異を誘発しやすい DNA 損傷トレランスタンパク質であり、REV7 の発現
を抑制したヒト線維芽細胞株では UV 照射後の突然変異発生率が減少することが報告されてい
る（McNally et al. DNA Repair, 2008）。また、ヒトの病理標本において、REV7 は小細胞肺癌
や精巣腫瘍など複数の悪性腫瘍で高発現していることから、REV7 は発癌に密接に関係してい
る可能性が考えられる。しかし、発癌への関与について、ほ乳類動物個体を用いて直接的に証明
した研究は報告されていない。 
 
２．研究の目的 

 
本研究の目的は、UV が誘発する皮膚癌の発生に REV7 が関与していることをマウス個体レ

ベルで証明し、そのメカニズムを細胞・組織レベルで明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
 
（１）表皮角化細胞の作成と UV 損傷応答の解析 
先行研究にて樹立済みのマウス表皮角化細胞（野生型と Polh 欠損型）を用いて、 

CRISPR/Cas9 システムによる Rev7 遺伝子を欠損させた。作成した細胞株の増殖について、血
球計算盤を用いた算定法で定量化し、UV 感受性について、コロニー形成率を指標にした方法で
生存率を求めた。 
 
（２）表皮角化細胞における UV 照射後の突然変異発生率の解析 

REV7 の発現量の違いが突然変異導入に及ぼす影響を細胞レベルで解析するため、 （１）で
作成した表皮角化細胞を用いて supF 遺伝子変異を利用した突然変異の解析を行った。supF 遺
伝子を持つシャトルベクターに UV を照射し、作成した表皮角化細胞に導入してシャトルベク
ター上の遺伝子変異を解析した。 
 
（３）REV7 欠損が UV 誘発皮膚癌発生に及ぼす影響の解析 

REV7 の発現量の違いによる UV 発癌への影響を解析するため、8-12 週齢の二重遺伝子改変
マウス（野生型マウス、Rev7 ヘテロ欠損マウス、Polh 欠損マウス、Polh 欠損 / Rev7 ヘテロ欠
損マウス）の背中を剃毛し、2 kJ/m2/day の UV を週 3 日照射した。経時的に肉眼による皮膚腫
瘍の発生状態を観察し、腫瘍の発生時期や数、形態、発生部位を記録した。最も大きい腫瘍が 7 
mm 大に達したマウスは安楽死し、腫瘍組織の切り出しと同時に解剖による主要臓器への 転移
部位の検索を行った。その時に UV 未照射部位として腹部の皮膚も同時に採取した。 

 
（４）皮膚特異的に Cre を発現するトランスジェニックマウスの樹立 
（３）について Rev7 ヘテロ欠損では REV7 の機能喪失には不十分な可能性があるため、コン
ディショナルノックアウトマウスを 用いた実験系を進めた。皮膚特異的に Rev7 を欠損させる
ために、K14 プロモーター下で iCre-GFP を発現するトランスジェニックマウス(K14-iCre-GFP 
TG)を作成した。K14 プロモーターを持つ発現ベクターに iCre cDNA を挿入し、トランスジー
ン発現ベクターを作製した。K14-iCre-GFP TG マウスの作製は北里大学遺伝子高次機能解析セ
ンターに依頼して行った。 



４．研究成果 
 
（１）表皮角化細胞の作成と UV 損傷応答の解析 
先行研究で樹立したマウス由来のケラチノサイト（野生型細胞と Polh 欠損型細胞）を用いて

Rev7 遺伝子のノックアウトを行い、Rev7 欠損型細胞と Polh / Rev7 二重欠損型細胞を作成し
た。これらの細胞の増殖速度を調べたところ、Polh 欠損型細胞では細胞増殖に影響は見られな
かったが、REV7 を欠損することで細胞の増殖速度が低下した。次に、紫外線感受性をコロニー
形成試験法で解析を行ったところ、Rev7 欠損型細胞は Polh 欠損型細胞よりも高い感受性を示
した。また、Polh / Rev7 二重欠損型細胞はそれぞれの単独欠損と比較して、相乗的な感受性の
亢進を示した。Rev7 欠損型細胞で見られる高い紫外線感受性が REV7 の欠損に起因するかを調
べるために、Rev7 発現ベクターを用いて REV7 の発現を回復させたところ、紫外線感受性が親
株と同程度にまで回復した。さらに、紫外線によって生じる二本鎖切断を免疫染色で解析したと
ころ、Polh 欠損型細胞は Rev7 欠損型細胞よりも強いシグナルが得られた。この結果は、紫外
線感受性の結果と逆転する結果であり、Rev7 欠損型細胞が示す高い紫外線感受性には、DNA 損
傷トレランス機能だけでなく、二本鎖切断修復機能が関与している可能性が考えられる。 

 
（２）表皮角化細胞における UV 照射後の突然変異発生率の解析 

REV7 の発現量の違いが UV による突然変異導入に及ぼす影響を細胞レベルで解析するため、
（１）で作成した４種の細胞を用いて supF 遺伝子変異を利用した突然変異の解析を行った。そ
の結果、Rev7 欠損型細胞は野生型細胞よりも低い突然変異頻度を示し、Polη欠損によって上昇
する突然変異頻度は Rev7 のノックアウトにより抑えられることがわかった。さらに、supF 遺
伝子上の変異スペクトラムを解析したところ、REV7 を欠損するとすべての突然変異頻度が低
下し、中でも皮膚癌で高頻度に見られる G:C to A:T 変異が顕著に低下した。 
 
（３）REV7 欠損が UV 誘発皮膚癌発生に及ぼす影響の解析 
当初使用する予定だった Rev7 ホモ欠損マウスが胎生致死を示したため、Rev7 ヘテロ欠損マ

ウスを用いて解析を進めた。2 kJ/m2/day の UV を週 3 日間照射したところ、野生型マウスと
Rev7 へテロ欠損マウスでは腫瘍の発生は認められなかった。一方、Polh 欠損マウスと Polh 欠
損 / Rev7 へテロ欠損マウスでは UV 照射による腫瘍の発生が認められたが、発生時期・発生個
数に差は見られなかった。生じた腫瘍の病理学的解析を行ったところ、Polh 欠損マウスと Polh
欠損 / Rev7 へテロ欠損マウスで見られた腫瘍のほとんどが高分化型扁平上皮癌であり、遺伝子
型による有意な所見は見られなかった。 
 
（４）皮膚特異的に Cre を発現するトランスジェニックマウスの樹立 

Rev7 ヘテロ欠損では REV7 の機能喪失には不十分な可能性がある。Rev7 コンディショナル
ノックアウトマウスを用いて皮膚特異的に Rev7 を欠損させるために、K14 プロモーター下で
iCre-GFP を発現するトランスジェニックマウス（K14-iCre-GFP TG）の作成を行なった。K14
プロモーター下に iCre-GFP の cDNA を挿入したトランスジーンをインジェクションし、243
個の移植胚から F0 マウスが 49 匹得られた。ジェノタイピングの結果、TG 陽性のマウスが 1 匹
得られた。得られた F0 マウスを野生型マウスと交配し、F1 マウスを作出した。作出した F1 マ
ウスにおいて、iCre-GFP の発現を免疫染色により解析したところ、抗 Cre 抗体 および抗 GFP
抗体のいずれにおいても、有棘層において発現が認められ、K14 が発現する基底層での発現が
見られなかった。 
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