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ジーントラップ挿入変異細胞ライブラリーを用いた特定の機能に関与する　　　　

遺伝子群の解明法とその応用

ゲノム障害制御研究部門　ゲノム障害病理研究分野　　信　國　好　俊

はじめに

　ヒト，マウスの遺伝子配列が明らかとされ，その後も驚く早さで多くの種の遺伝子配列が解明されつつある。それ

に伴い各遺伝子機能の系統的な解明が益々重要となってきた．

　これまでに大腸菌，酵母，ショウジョウバエ等において，『挿入変異』は遺伝子の機能を解明する上で大きな成果

をもたらしてきた．マウスをはじめとした哺乳動物においても挿入変異がきっかけとなって遺伝子機能が解明された

例はあるが，むしろ例外的で一般的なものではない．

　現在，マウスにおいても系統的な遺伝子機能の解析を目指して，化学変異原あるいは挿入変異法を用いた大規模な

『saturated mutagenesis』プロジェクトがいくつかの施設を中心に進められている．変異マウスは個体レベルで遺伝子機

能を解析できるという利点がある一方，遺伝子の種類によっては致死的で変異マウスを得ることができない，あるい

は変異マウス個体由来の培養体細胞ではその後の解析が困難なことが多々ある．また，一度に多くの変異についての

スクリーニングや検討が必要な場合には，マウスを用いた実験では不適切あるいは実際上不可能である．

　今回我々は，大規模ランダムジーントラップ挿入変異細胞ライブラリーを作製し，これを用いることで，通常の実

験環境でも培養細胞系で変異細胞を分離することさえできれば，その変異の責任遺伝子群を比較的簡単に一括して解

明することが可能な系を検討開発した．

動物培養細胞系での大規模挿入変異細胞ライブラリー：ランダムジーントラップ挿入変異CHO細胞ライブラリー

　動物体細胞は２倍体で，また多くの遺伝子は劣性の形質であるために，通常は挿入変異だけでは遺伝子が破壊され

た結果の表現型の変化としての変異細胞を得ることは困難である．

　CHO（Chinese hamstar ovary） 細胞からはこれまでに種々のそして多くの変異が分離されてきた．CHO細胞から変

異細胞が高率に分離可能なのは，この細胞では多くの遺伝子座で『機能的な半接合体』の状態にあるからではないか

と考えられている．

　一方，挿入変異の効率をあげることを目的として，ジーントラップ法が開発・改良されてきた．これは，レポーター

遺伝子を細胞に遺伝子導入し，偶発的に起こる内在性プロモーターからの発現を指標としてゲノム遺伝子内への挿入

体を選別する方法である．遺伝子がトラップされると，内在性遺伝子とレポーター遺伝子の融合 mRNA がつくられ

ると同時にゲノム遺伝子が破壊される．また，融合 mRNA を解析することでトラップされた遺伝子の単離・同定を容

易に行うことができる．
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　そこで，CHO細胞ではジーントラップ法で対立遺伝子の一方を破壊すれば，その遺伝子機能を喪失した変異細胞を

高率に得ることができるのではないか？　また，場合によっては内在性遺伝子とレポーターの融合による dominant 

negative mutant を得ることができるのではないか？と予想し研究を行った．

ジーントラップ法を用いた細胞内コレステロール代謝輸送に関与する遺伝子群の解明

　高脂血症（高コレステロール血症）発症機構の解明は，動脈硬化の予防と治療上重要な課題である．これまでに，

細胞内コレステロール輸送代謝の障害の高脂血症及び動脈硬化症発症への関与が指摘されてきたが，その詳細は十分

には解明されていない．そこで，高脂血症ならびに動脈硬化症の発症機構を解明することを目的として，（１） ジーン

トラップ挿入変異法により遺伝子機能が喪失して生じた細胞内コレステロール代謝輸送変異株を単離し，（２） 次に，

外来遺伝子の挿入で破壊された内在性遺伝子とレポーター遺伝子との融合 mRNA を解析することで，コレステロー

ルの細胞内代謝輸送に重要な役割を果たす遺伝子群の系統的な検索解析を行った．そして実際に細胞内コレステロー

ル代謝輸送に関与する既知あるいは新規の遺伝子群を複数同定することに成功した（発表準備中）．解析を進めること

で，高脂血症ならびに動脈硬化症の分子疫学的解明と予防医学的検討評価を進める上での有用な遺伝子（ならびに細

胞生物学的）情報が得られると期待される．

大規模ジーントラップ挿入変異細胞ライブラリーの可能性

　CHO 細胞からはこれまでにさまざまの種類の変異細胞が分離されてきた．そして，それらの変異細胞は代謝，細胞

内輸送，シグナル伝達あるいは薬剤耐性等をはじめとした多くの細胞機能を明らかとしていく上での貴重な材料とし

て役立ってきた．

　しかしながら，なぜそのような変異細胞としての表現型を呈するのか？　そのもととなる原因遺伝子とその変化に

ついて解明することは大変な時間と労力を要する作業であった．通常は，変異細胞株に完全長 cDNA 発現させて表現

型が元に戻るということを指標として責任遺伝子を同定する『発現クローニング』法が一般的でまた有効な手段であ

るが，この場合にも野生型に復帰したものを再び選択することができなければ応用できない．

　今回紹介した『大規模ジーントラップ挿入変異 CHO細胞ライブラリー』を用いた方法では，変異細胞を分離する

ことができさえすれば，細胞の表現系（機能）と破壊された遺伝子の同定を直接関連づけることが可能で，その表現

型に関与する遺伝子群の同定とその機能解明を，一括して簡便かつ系統的に行うことができる．同時に責任遺伝子の

破壊された変異細胞を得ることができることになる．CHO 細胞については，これまでに多くの変異細胞が種々の方

法を用いて分離されてきており，その実績と蓄積がある．その多くのものに応用可能であると考えている．

ゲノムを安定に保つ機構ならびにゲノム不安定性の発生機序の解明に

　大規模ランダムジーントラップ挿入変異細胞ライブラリーの中から，例えば，LOH（loss of heterozygosity）あるいは

染色体分配異常といったゲノムの不安定性を示す変異細胞の単離を行うことができれば，それらの変異細胞でトラッ

プされ破壊された遺伝子を同定することで，ゲノムの安定性に関与する遺伝子群のいくつかをまた明らかとすること

ができるのではないかと考え研究を進めている． 
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ヒト細胞の不死化とテロメラーゼ

ゲノム疾患治療研究部門　遺伝子診断・治療開発研究分野　　檜　山　桂　子

　がんの無限増殖制御においても，再生医療における細胞寿命延長においても，細胞の延命・不死化機構の解明は不

可欠である．その中心を担うのが，細胞分裂にともなう染色体末端テロメアの短縮を補う逆転写酵素テロメラーゼで

あり，これまでの研究からは，

１，殆ど全ての種類の癌は最終的にテロメラーゼを活性化させる

２，in vivoの癌細胞は，ひとたびテロメラーゼを活性化させると不可逆性と考えられる

３，胚細胞では細胞増殖とともにテロメラーゼが活性化され得るが，通常のヒト正常体細胞ではテロメラーゼは活

性化されない．

４，ヒト正常体細胞においても，リンパ球や再生性組織の幹／前駆細胞では増殖とともにテロメラーゼを活性化す

る．

５，正常リンパ球や幹／前駆細胞のテロメラーゼ活性化能は年齢とともに低下し，細胞は不死化しない

６，リンパ球のテロメラーゼ活性化は，in vitroで増殖刺激を続けても１０PDLを超えると低下する（分裂能も低下す

る）

７，ヒト正常細胞はテロメラーゼ（hTERT遺伝子）導入だけでは必ずしも不死化しない（同じ肺線維芽細胞であっ

ても，胎児由来はテロメラーゼ導入だけでは不死化しないが，成人由来では不死化し得る）

８，テロメア維持機構を有する細胞（ALT細胞）であっても，テロメラーゼ導入により癌の悪性形質が増強する

ことが示されてきた．そこで，細胞には，テロメア短縮とは無関係に増殖を制御する分子（内在性テロメラーゼ

活性も制御？）が存在し，その機能は組織によっても発生学的にも差があるが，すべての正常細胞に存在し，癌

細胞においては破綻をしているのではないか？　その分子が特定できれば，がん細胞における特異的分子標的治

療の可能性のみならず，正常移植細胞の延命を図る再生医療への応用性も高まるのではないか？との仮定のもと，

この不死化規定因子の同定を試みている．

　正常細胞の不死化にともない発現変動する遺伝子を検索するため，hTERT遺伝子を in vitroで導入した不死化正常線

維芽細胞および不死化血管内皮細胞を樹立し，異なる継代数における遺伝子発現レベルを cDNAマイクロアレイを用

いて網羅的に解析し，有意な変動を有する遺伝子について real-time RT-PCR により定量評価した．不死化血管内皮細

胞では継代数にともなう変動は乏しかったが，hTERT導入後約６０ PDL 培養線維芽細胞では，平均倍加速度が低く，

さらに約５０～１００ PDL培養した不死化細胞と比較して遺伝子発現プロファイルが異なっていた．この時点では，BCL２

の一過性発現増強，TP５３の一過性発現抑制， CDKN1Aの持続的発現抑制も認められ， hTERT mRNA発現レベルも，

比較的低い値を示した．これらの結果は，hTERT遺伝子導入後継続培養中に細胞内でさらに何らかのイベントを生じ，

最終的な不死化に至っている可能性を示唆する．

　形質転換細胞の不死化にともない発現変動する遺伝子を検索するためには，正常線維芽細胞に SV４０ early antigen お

よび hTERTを導入し，有限寿命のトランスフォーム細胞と不死化トランスフォームの間で発現変動する遺伝子をオリ

ゴアレイを用いて約２０，０００個の遺伝子の中から検出するとともに，同一癌症例のテロメラーゼ非発現原発組織・転移

組織とテロメラーゼ活性化転移組織との比較を行い，さらに，各種癌細胞株と正常母細胞との比較も行った．各種癌

細胞株およびテロメラーゼ活性化転移組織で共通に発現増強する遺伝子～１００個，減弱する遺伝子～１３０個が得られた

が，テロメラーゼ導入不死化トランスフォーム細胞にも共通して発現変動する遺伝子は，その約１割であった．これ

ら癌・トランスフォーム細胞における不死化に関わる遺伝子は，正常細胞の不死化過程で変動した遺伝子とは異なっ

た遺伝子群で，正常細胞と癌細胞の不死化機構が異なることを裏付けた．

　従来テロメラーゼはテロメアの究極的な短縮を補うために活性化されると考えられてきたが，最近，組織病理学的

に正常粘膜と診断される重喫煙者の気管支上皮でしばしばテロメラーゼが活性化されていること，そうした上皮から

は高率に肺癌が出現することを認めた．正常細胞におけるテロメラーゼ活性化の意義が，分裂寿命の延命だけなのか，

癌化の１ステップとなるのかは，癌の早期診断・予防医学のみならず，再生医療への応用における重要な問題点であ

り，癌における不死化機構とともに今後解明してゆくべき課題と考えている． 
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遺伝性難聴DFNB９ の原因遺伝子Otoferlin のクローニング

放射線再生医学研究部門　幹細胞機能学研究分野　　安　永　晋　一　郎

�．HLA遺伝子の多型性と疾患感受性や移植拒絶反応との相関

　１９９２－９６年，九州大学生体防御医学研究所遺伝学部門にて大学院生として笹月健彦教授および木村彰方助教授の指

導を受けた．HLA遺伝子領域は，強い連鎖不平衡と多型性により特徴づけられるが，まずHLA-DQA１／ DQB１遺伝子

の多型性の網羅的な解析を行い，その結果に基づき PCR-SSOP 法を用いたDQA１遺伝子の詳細なタイピング法を開発

した．次にインスリン依存性糖尿病患者（IDDM）と HLA-DR ／ DQ領域ハプロタイプとの相関を，日本人集団とノ

ルウェー人集団の双方にて比較したところ，IDDMの疾患感受性には感受性DRB１アリルと感受性DQB１アリルの両方

が必要であるのに対し，疾患抵抗性は抵抗性DQB１アリルまたは抵抗性DQA１アリルのどちらかのみで規定されるこ

とが明らかにした．その後，厚生省研究班による「非血縁者間骨髄移植における HLA 適合性の解析」に参画する機

会を得て，HLA-A，Bおよび DRを DNAレベルまで適合させることで，GVHDの重症度を低下させると共に生存率

を向上させることが可能であることを明らかにした．

�．遺伝性難聴DFNB９の原因遺伝子 Otoferlinのクローニング

　１９９７－９９年，パスツール研究所（パリ）のChristine PETIT 教授の研究室に留学した．常染色体劣性遺伝形式の遺伝

性難聴（DFNB型）は，およそ１５００出生に一人発症する遺伝性難聴の大半をしめ，多くが言語習得以前に高度の難聴

を示す．レバノン人近親婚家系より同定された第２染色体短腕（２p２２－２３）に連鎖する遺伝性難聴DFNB９の原因遺伝

子を明らかにするため，その遺伝子領域の物理的地図を YAC／ BAC ／ PAC のコンティッグを用いて作製し，領域

内にある ESTをリストアップした．それぞれの ESTより RACE-PCR法により全長の cDNA配列を決定しその遺伝子

変異を検索したところ，線虫の精子成熟因子である FER-１に相同性をもち，後にOtoferlin と命名される１２３０アミノ酸

のタンパク質が，DFNB９ 患者では７２９アミノ酸で断ち切られていることが示された．Otoferlinは Synaptotagminなどの

シナプス癒合タンパク質と同様にC２ドメインを持ち，in situ hybridizationより内耳のシナプス活動の盛んな細胞に主

に発現していることが示されたことから，聴神経のシナプス癒合に不可欠なタンパク質であることが推定された．さ

らにOtoferlin のマウスオルソローグが１９９２アミノ酸のタンパク質であったことから探索したところ，ヒトのOtoferlin

にも同様のサイズの long form が存在することが明らかとなった． インド人の DFNB９ 家系の解析より難聴の発症に

は long form の方が関与していることがわかった．

�．IL-４／ IL-１３ 誘導遺伝子の解析

　２００１－０３年，佐賀医科大学分子生命科学講座分子医化学分野（出原賢治教授主催）に赴任した．気管支喘息は気道

過敏性と気道組織の慢性炎症により特徴づけられ，その発症にはTh２サイトカインの IL-４ や IL-１３が重要な役割を果

たしている．気管支上皮細胞におけるIL-４／ IL-１３に共通して発現誘導される遺伝子をDNAチップによりリストアッ

プしたところ，IL-１３に結合はするが細胞質内ドメインが極めて短いため情報は伝えられない「おとりレセプター」で

はないかと考えられていた IL１３R α ２ 遺伝子が誘導されていた．IL１３R α ２ トランスフェクタントにおいて IL-１３による

STAT６リン酸化が抑制されることを抗リン酸化STAT６抗体を用いた解析により明らかにし，IL１３R α ２ が確かに「お

とりレセプター」として働いていることを証明した．次に，気管支上皮細胞およびBリンパ球において IL-４／ IL-１３

が，ダイオキシンのレセプターとして知られる AhR（aryl hydrocarbon receptor）遺伝子の発現を誘導していることが

わかったので，IL-４／ IL-１３シグナルとAhRシグナルとのクロストークを明らかにするため，IL-４／ IL-１３とダイオ

キシンの双方の刺激により発現誘導が増強される遺伝子をDNAチップにて同定し，その中のひとつの遺伝子の機能

解析を現在進行させている． 
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サイクリンAと染色体異常

放射線再生医学研究部門　幹細胞機能学研究分野　　大　坪　素　秋

　サイクリン依存性キナーゼ（CDK）は細胞周期の進行に重要なだけでなく，その活性の調節は細胞老化や発ガンと

も密接にかかわっている．CDKが発ガンのどの段階に関与するかについては，ガン抑制遺伝子産物Rbの不活性化へ

の関与がすでに証明されているものの，それが発ガンの直接の原因とは考えにくい．CDK が発ガンの過程のどの段

階において機能するかを明らかにする目的で，ヒトの正常線維芽細胞（８２－６）に各種サイクリンとCDKを導入し過

剰発現させ，細胞の増殖能や寿命に及ぼす影響および発ガンの指標となる染色体異常の誘導の有無について検討をお

こなった．８２－６ 細胞は約６０回の分裂の後不可逆的に増殖を停止（細胞老化）するが，S期とM期の進行の両方に重

要なサイクリンAをレトロウイルスで導入した８２－６ 細胞は顕著な増殖能の亢進（５回分裂延長）を示した．サイク

リン Bとサイクリン E，または CDK１ と CDK２ は，サイクリン Aとは対照的に有意な分裂回数の延長をもたらさな

かった．カリオタイプ解析の結果より，サイクリンAレトロウイルスを導入した８２－６細胞が染色体の欠失や転座な

どのさまざまな染色体異常を示したことから，サイクリンAの過剰発現は，８２－６細胞の増殖促進と平行して，何ら

かのDNA障害とそれに続く修復の異常もしくは染色体分配の異常を引き起こすことが示唆された．サイクリンAの

過剰発現がガンを引き起こす分子機構に関してはこれまで不明であったが，今回の実験結果からサイクリンAが誘起

する染色体異常が細胞ガン化の誘因となりうることが示唆された．サイクリンAと CDK１レトロウイルスを導入し

た８２－６細胞も親株と同様に老化して最終的に増殖を停止するが，レトロウイルスを導入した８２－６細胞の集団のう

ち，非常に低い頻度で，１００回以上の細胞分裂能を示す不死化した２つのクローンが現れた．興味深いことに，独立し

て得られた２つのクローンは共通の染色体異常を示した．不死化した細胞の染色体のFISH解析により，p１６，Rb，p５３

などの老化に関係するガン抑制遺伝子の片方の遺伝子座の欠失と，老化に関係するCDKインヒビターp２１の発現消失

が両方のクローンで認められたことから，正常細胞が細胞老化の障壁を迂回して不死化するにあたってこれらガン抑

制遺伝子と CDKインヒビターの機能低下が必要であることが示唆された．このように独立のクローンで観察された

共通の染色体異常のいくつかが不死化の過程と密接に関連していることが予想される．


