
広島大学・医系科学研究科（薬）・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５４０１

基盤研究(B)（一般）

2021～2019

損傷塩基が誘発する遠隔作用変異：損傷部位から離れた塩基に生じる変異の生成機構

Molecular mechanisms of action-at-a-distance mutations induced by DNA damage

１０２０４６２９研究者番号：

紙谷　浩之（KAMIYA, Hiroyuki）

研究期間：

１９Ｈ０４２７８

年 月 日現在  ４   ５   ９

円    13,000,000

研究成果の概要（和文）：  DNA損傷8-hydroxyguanineが誘発する遠隔作用変異（DNA損傷から離れた位置に生じ
る変異）の性質を調べた。その結果、遠隔作用変異は8-hydroxyguanineの上流（5'-側）に生じやすいことと5'
-NGA-3' 配列（N = A/G/C/T）のGに生じやすいことを見出した。また、遠隔作用変異に対してWRN蛋白質が抑制
的に、OGG1とAPOBEC3Bが促進的に作用することを見出した。

研究成果の概要（英文）：  We examined properties of action-at-a-distance mutations (untargeted 
mutations found at positions apart from a DNA lesion) induced by 8-hydroxyguanine. The mutations 
were found to be predominantly induced on the 5'-side of the lesion and detected at the G bases of 
5'-NGA-3' sequence (N = A/G/C/T). Moreover, the WRN protein (the product of the Werner 
syndrome-responsible gene) seemed to suppress the mutations while OGG1 (the major repair protein for
 8-hydroxyguanine) and APOBEC3B (one of the APOBEC-family cytosine deaminases) seemed to enhance the
 mutations.

研究分野： 生物系薬学、分子生物学、DNA損傷学

キーワード： DNA損傷　8-hydroxyguanine　遠隔作用変異　APOBEC3

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
  本研究の結果、WRN蛋白質（欠損すると癌易罹患性のある早老症であるWerner症候群が発症する）が減少する
と、活性酸素により生ずるDNA損傷である8-hydroxyguanineにより遠隔作用変異が誘発されることが改めて示さ
れた。また、遠隔作用変異の誘発に8-hydroxyguanineの主要な修復酵素であるOGG1が関与していること（この現
象を「OGG1パラドックス」と命名）、及び、癌の変異の主要な原因とされるAPOBEC3と、同じく癌の変異の主要
な原因とされる8-hydroxyguanine（酸化的DNA損傷）がリンクしている可能性を示唆する結果を得た。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
  代表的な酸化損傷塩基として知られる 8-hydroxyguanine（8-OH-Gua、優先異性体は 8-oxo-7,8-
dihydroguanine）は、C のみならず A とも塩基対を形成することから、8-OH-Gua が生じた部位に
主として G:C→T:A 変異を誘発することが広く知られていた。さらに、研究代表者は、Werner 症
候群の責任遺伝子産物 WRN をノックダウンしたヒト細胞に 8-OH-Gua を部位特異的に含む複製
型プラスミドを導入した際に、(1) 8-OH-Gua 部位における G:C→T:A 変異は対照細胞での
G:C→T:A 変異と同程度であるものの、(2) 8-OH-Gua 部位から離れた部位（100 塩基以上も離れ
た部位も含まれる）における塩基置換変異（非標的部位における置換変異）が上昇していること
を明らかとした。研究代表者は、このような変異を「遠隔作用変異」と命名した。 
  一方、8-OH-Gua の代わりに、O6-methylguanine（メチル化剤によって生じる代表的な DNA 損
傷）を用いて同様にアッセイを行い、遠隔作用変異が誘発されるか否かを観察したが、遠隔作用
変異の誘発はほとんど検出されず、全ての損傷で遠隔作用変異が誘発されるわけではないこと
を明らかにした。 
 
 
２．研究の目的 
 
  本研究では、8-OH-Gua による遠隔作用変異の生成機構を明らかとすることを目的とした。ま
た、その一環として、8-OH-Gua の修復時の中間体となる abasic site の化学的に安定な analogue
によっても同様な変異が生じるかを調べることも目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
  ヒト細胞として U2OS 細胞を用いた。ノックダウン細胞を用いた実験では、Lipofectamine 2000
試薬を用いて WRN、OGG1、APOBEC3B、APE1 に対する siRNA を導入した。 
  supF 遺伝子配列を含む一本鎖環状 DNA を鋳型とし、化学合成した 8-OH-Gua、abasic site 
analogue を含むオリゴデオキシリボヌクレオチドをプライマーとして、試験管内 DNA 合成反応・
連結反応・アデニンメチル化反応により、DNA 損傷を supF 遺伝子内または supF 遺伝子近傍の
上流/下流に導入したプラスミド DNA を作製した。 
  プラスミド DNA のヒト細胞への導入には Lipofectamine 試薬を用いた。導入してから 48 時間
後に細胞からプラスミド DNA を回収し、Dpn I 処理により複製されていない DNA を分解した
後、指示大腸菌 RF01 に導入して supF 変異体を選択した。supF 変異体数を基に変異率を算出し
た。 
  supF 変異体に含まれるプラスミドの塩基配列を解析し、変異の内訳（変異スペクトル）を調
べた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 遠隔作用変異が生じている supF 遺伝子変異体の効率的選択法の確立 
本研究では、レポーター遺伝子として supF 遺伝子を用いたが、従来の大腸菌株では、supF 遺

伝子変異体の選択培地に野生型の遺伝子を持つ菌が生えることを完全には排除できなかった。
しかし、新規の大腸菌株（RF01 株）を作製することにより、遠隔作用変異が生じている supF 遺
伝子変異体を効率的に選択する方法を確立することに成功した。 
 
(2) DNA 損傷を有するプラスミド DNA の構築法の改良 
部位特異的に 8-OH-Gua、abasic site analogue を有するプラスミド DNA 及びその対照プラスミ

ド DNA（損傷位置に G を含む）を構築する際は、一本鎖環状ファージミド DNA を調製し、8-
OH-Gua/abasic site analogue/G を含むオリゴデオキシリボヌクレオチドをハイブリダイズさせた
後、DNA ポリメラーゼと DNA リガーゼを用いる。従来は T4 DNA ポリメラーゼと T4 DNA リ
ガーゼを用いていたが、Phusion DNA ポリメラーゼ及び Taq DNA リガーゼに変更した。その結
果、対照（G）プラスミドの supF 遺伝子変異体率が低下し、遠隔作用変異の検出が容易になっ
た。 
 
(3) 遠隔作用変異の分布 
以前の研究により、8-OH-Gua を supF 遺伝子中ではなく、supF 遺伝子近傍の下流に導入する

ことにより、遠隔作用変異を選択的に検出できることを見出した。本研究では、遠隔作用変異が
8-OH-Gua の上流（5'-側）に生じるのか、あるいは、下流（3'-側）に生じるのかを調べるために、



8-OH-Gua を supF 遺伝子近傍の上流と下流に導入し、変異体率への影響を調べた（8-OH-Gua を
supF 遺伝子のセンス鎖に相当する鎖に導入した）。その結果、8-OH-Gua を supF 遺伝子の下流に
導入した場合の方が、上流に導入した場合よりも変異体率が高くなることを見出した。したがっ
て、遠隔作用変異は主として 8-OH-Gua の上流（5'-側）に生じることを明らかにした。 
 
(4) 遠隔作用変異のシグネチャー 
以前に、遠隔作用変異は G:C 対（特に 8-OH-Gua を導入した鎖由来の鎖の G）に多く生じるこ

とを明らかにしている。本研究で、遠隔作用変異の隣接塩基を調べたところ、いずれの場合も 5'-
NGA-3' 配列（N = A/G/C/T）に選択的であった。また、この変異シグネチャーに基づくと、遠隔
作用変異にはシトシンデアミナーゼ APOBEC3 が関与している可能性が浮上した。 
 
(5) WRN をノックダウンさせたヒト細胞における遠隔作用変異誘発 

supF 遺伝子下流に8-OH-Guaを導入したプラスミド（以前の研究では supF 遺伝子内部に導入）
を対照ヒト U2OS 細胞及び WRN ノックダウン U2OS 細胞にトランスフェクションしたところ、
8-OH-Gua によって 5'-NGA-3' 配列の G に遠隔作用変異が誘発され、WRN ノックダウンにより、
それが増強されることを明らかにした。 
 
(6) WRN をノックダウンさせたヒト細胞における 8-OH-Gua による遠隔作用変異誘発と DNA 修
復酵素 OGG1 との関連 

WRN と修復酵素 OGG1 をダブルノックダウンさせた U2OS 細胞における遠隔作用変異を調べ
たところ、修復酵素をノックダウンしたにも関わらず、遠隔作用変異が減少した。これは、OGG1
が開始する塩基除去修復プロセスが、遠隔作用変異誘発に寄与している可能性を示す結果であ
る。「OGG1 パラドックス」と命名した。 
 
(7) シトシンデアミナーゼをノックダウンさせたヒト細胞における 8-OH-Gua による遠隔作用変
異誘発 
シトシンデアミナーゼ APOBEC3 の 7 種類の分子種のうち、ヒト U2OS 細胞における発現量

を mRNA レベルで調べ、APOBEC3B を標的に設定した。また、APOBEC3B が核に局在してい
ることや多くの腫瘍における変異誘発の原因と推定されていることからも、この設定は妥当で
あると判断した。APOBEC3B に対する特異的 siRNA を設計し、U2OS 細胞に導入した。ノック
ダウン細胞に 8-OH-
Guaを含むプラスミド
DNA を導入したとこ
ろ、遠隔作用変異頻度
は大幅に減少した。従
って、遠隔作用変異
（5'-NGA-3' 配列中の
G における変異）のほ
とんどを APOBEC3B
が誘発していること
が明らかとなった。 
 
(8) Abasic site analogue による遠隔作用変異誘発 

8-OH-Gua の修復時の中間体となる abasic site の安定な analogue を用い、遠隔作用変異が誘発
されるかを詳細に調べた。その結果、8-OH-Gua と同様に、遠隔作用変異が 5'-NGA-3' 配列に生
じることを明らかにした。 
 
(9) Abasic site analogue による遠隔作用変異誘発と DNA 修復酵素 APE1 との関係 

OGG1 が 8-OH-Gua に作用すると abasic site が中間体として生じ、それに対して DNA 修復酵
素 APE1 が作用することにより遠隔作用変異が誘発される可能性がある。そこで、APE1 ノック
ダウンが abasic site による遠隔作用変異誘発に対する影響を明らかにするため、上記と同様に
abasic site analogue を用い、APE1 ノックダウン細胞に導入した。しかし、予想外にも、ノックダ
ウン効果は観察されず、少なくとも abasic site analogue によって 5'-NGA-3' 配列に生じる遠隔作
用変異誘発に対し、APE1 の役割は限定的である可能性が示された。 
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