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研究成果の概要（和文）：高エネルギーリン酸化合物 (リボヌクレオチド) はエネルギー産生の基質やRNA前駆
体として生体に必須である一方、しばしばDNA複製中にゲノムに取り込まれる。リボヌクレオチドのDNAへの取り
込みと蓄積はゲノム不安定化を引き起こし、重篤な疾患発症の引き金になると考えられる。本研究では、DNAに
取り込まれたリボヌクレオチドが引き起こす突然変異とその抑制機構を明らかにすることを目的とした。その結
果、ヒト細胞においてDNA中のリボヌクレオチドはDNAの広い領域を欠損させるような深刻な突然変異を引き起こ
し得る事、そしてリボヌクレオチドに対する変異抑制に働く代替修復機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Ribonucleotides are essential for cellular metabolism and energy production.
 On the other hand, ribonucleotides are often incorporated into the genome by DNA polymerases in 
mammalian cells. The aberrant accumulation of ribonucleotides in the genome causes cellular 
abnormalities. In this study, we have clarified the mutagenic potential of a ribonucleotide 
incorporated into DNA and possible alternate repair pathways to suppress the mutagenic effect of an 
embedded ribonucleotide in human cells.

研究分野： 化学物質影響関連

キーワード： DNA修復　リボヌクレオチド　損傷乗り越えDNA合成　ゲノム不安定性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リボヌクレオチドのゲノムへの蓄積は、重度心身障害をもたらすAicardi-Goutieres症候群（AGS）の発症や細胞
のがん化と深く関連している考えられる。DNAに取り込まれたリボヌクレオチドが誘発するゲノム不安定化とそ
の抑制因子を明らかにすることで、疾患の発症メカニズムならびに生物の新たなゲノム制御機構の解明につなが
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 
 
 DNA ポリメラーゼは、DNA 複製中にしばしばリボヌクレオチドを基質として DNA 中に取り
込むことがある。我々は研究開始当初に、傷ついた損傷型リボヌクレオチドもまた DNA ポリメ
ラーゼによって効率良く DNA に取り込まれることを突き止めた。DNA 中のリボヌクレオチド
は通常、リボヌクレオチド除去修復（RER）によって除去される。一方で DNA に取り込まれた
損傷型リボヌクレオチドは、損傷のないものと比べて修復され難くより高い突然変異誘発能を
持つと予想された。当初リボヌクレオチドが引き起こすゲノム不安定化のメカニズムは主に酵
母を用いて研究が行われており、ヒト細胞での知見は殆どなかった。また損傷型リボヌクレオチ
ドにおける修復および突然変異誘発に関する報告はなく、損傷型リボヌクレオチドがゲノムに
及ぼす影響は不明であった。そこでリボヌクレオチドのモデル基質としてリボグアノシン（rG）
およびその損傷型 8-オキソリボグアノシン（8-oxo-rG）を用いて、それらが引き起こすゲノム不
安定化の分子機構を明らかにすることを目的とした。 
 
２．研究の目的 
 
①鋳型 DNA 中の rG および 8-oxo-rG が引き起こす DNA 複製エラーを同定する。  
 
②塩基除去修復（BER）および RER による rG および 8-oxo-rG の修復能を解析する。 
 
③ヒト細胞内において DNA 中の rG および 8-oxo-rG が引き起こす突然変異とその抑制機構を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) rG または 8-oxo-rG を 1 分子含むオリゴ DNA に、5´末端を Alexa546 で蛍光標識したプライ

マーをアニールしたものを鋳型として、ヒト由来 DNA ポリメラーゼ（Pol）である Polα、
Polκ、Polη を加えて試験管内で DNA 合成反応を行った。合成された反応産物はポリアクリ
ルアミドゲルで展開し、8-oxo-rG における突然変異誘発頻度とスペクトラムを解析した。 
 

(2) rG または 8-oxo-rG を 1 分子含む、5´末端を Cy3 で標識した二本鎖 DNA を基質として、BER
に関わる DNA 修復酵素 OGG1、AP エンドヌクレアーゼ(APE1)、または RER に関与する
RNase H2 を DNA と混合して試験管内で修復反応を行った。反応産物をポリアクリルアミド
ゲルで解析し、反応速度を測定した。 

 
(3) ヒト B リンパ球 TK6 細胞株に対して、supF レポーター遺伝子上に rG または 8-oxo-rG

を 1 分子含むシャトルベクターを導入して 2 日間培養し、増幅されたベクターを抽出したの
ちに supF 上で生じた突然変異頻度およびスペクトラムを同定した。さらに、TK6 の Polη な
らびにヌクレオチド除去修復（XPA）欠損株を用いて同様の実験を行い、それぞれの因子の
突然変異抑制への関与を解析した。 
 

４．研究成果 
 
(1) ヒト Pol α、Pol κ 及び Pol η による DNA 合成反応において、鋳型 DNA 上の rG または 8-oxo-

rG が及ぼす影響を解析した。その結果、Pol α は鋳型上の rG を効率よく乗り越えて DNA 合
成を行ったが、8-oxo-rG によって DNA 伸長活性が強く阻害された。Pol κ の DNA 合成は、
rG 及び 8-oxo-rG の手前で強く阻害された。一方、Polη はどちらのリボヌクレオチドも非常
に効率よく乗り越えて DNA の合成を行った。また、Pol α は 8-oxo-rG を乗り越える際に誤
ったヌクレオチドである dAMP を取り込んだのに対して、Pol κ 及び Pol η は正しいヌクレ
オチドである dCMP を取り込む傾向にあった。このことから、解析に用いた Pol の中でも特
に Pol η は鋳型 DNA 上のリボヌクレオチドを効率よく、かつ複製エラーを起こすことなく
乗り越えて DNA 合成を行うことが示唆された。 
 

(2) 二本鎖 DNA 中に 1 分子含まれる rG または 8-oxo-rG を基質として、OGG1、APE1、および
RNase H2 の除去修復活性を測定した。OGG1 は 8-oxo-rG を含む DNA に対して特異的に結
合する性質を有していたものの、OGG1 ならびに APE1 は rG および 8-oxo-rG に対して全く
活性を示さなかった。また RNase H2 については、8-oxo-rG に対する切断活性は rG と比べて
顕著に低かった。以上から、BER ならびに RER は、8-oxo-rG のような損傷型リボヌクレオ
チドに対して有効な修復経路ではないと考えられる。 

 
(3) rG または 8-oxo-rG を 1 分子含む supF シャトルベクターを TK6 野生株、Polη 欠損株、また

は XPA 欠損株に導入し、細胞内で複製された DNA について supF 上に生じた突然変異頻度
とスペクトラムを同定した。その結果、野生株において rG はコントロールとして用いた dG



と比べて約 4 倍、8-oxo-rG は約 2 倍高い突然変異頻度を示した。興味深いことに、rG によ
る突然変異の大半が supF の配列を広範囲にわたって欠損させるような変異（large deletion）
だった一方で、8-oxo-rG は主に一塩基置換を引き起こした。また、Polη および XPA 欠損株
では、野生株と比べて 8-oxo-rG が引き起こす突然変異頻度が有意に上昇し、特に Polη 欠損
株では large deletion を伴う変異の割合が顕著に増加した。一方、どの細胞株においても rG
による突然変異頻度に差は無かった。以上から、DNA に取り込まれたリボヌクレオチドは 1
分子であっても重篤な突然変異を引き起こし得ること、そして RER が修復できないような
損傷型リボヌクレオチドに対しては Polη やヌクレオチド除去修復が代替機構として突然変
異の抑制を担うことが示唆された。 
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