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研究成果の概要（和文）：細胞内のリボヌクレオチドは、エネルギー産生の基質やRNA前駆体として必須である
一方で、DNA複製中にDNA前駆体と間違われてゲノムに取り込まれることがある。本研究では、リボヌクレオチド
の蓄積が引き起こすゲノム不安定化に着目し、その抑制ならびに誘発に関わる分子機構をそれぞれ明らかにし
た。第一に、ヌクレオチド除去修復が酸化リボヌクレオチドに対して除去修復活性を持つことを新たに同定し、
実際に細胞内で変異の抑制を担うことを示した。第二に、DNA中のリボヌクレオチドを起因とした突然変異誘発
には、チロシルDNAホスホジエステラーゼを介した修復が関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Ribonucleoside triphosphate is essential as the substrate for energy 
production and RNA synthesis. However, it can also be incorporated into the genome during DNA 
replication. In this study, we focused on genomic instability induced by the accumulation of 
ribonucleotides and its underlying mechanisms. First, we newly identified that nucleotide excision 
repair has an activity to excise an oxidized ribonucleotide embedded into DNA, which suppresses 
ribonucleotide-induced mutagenesis in cells. Second, we revealed that Tyrosyl-DNA phosphodiesterases
 TDP1 and TDP2 are involved in the ribonucleotide-induced mutagenesis in cells.

研究分野： 化学物質影響関連

キーワード： DNA損傷　ゲノム不安定性　DNA修復　突然変異

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA中に取り込まれたリボヌクレオチドはDNA複製の妨害や染色体異常を引き起こし、深刻な神経変性疾患の発症
や細胞のがん化につながることが報告されている。本研究において示唆されたゲノム不安定化の抑制及び誘発の
メカニズムは、疾患発症の仕組みを明らかにするための分子基盤になると共に、治療法の開発につながる重要な
知見となり得る。

※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 
リボヌクレオチドは、細胞のシグナル伝達やエネルギー産生の基質として必須である他、RNA

の前駆体として用いられる。リボヌクレオチドは細胞内に豊富に存在するが故に、DNA の複製
中に DNA 前駆体と間違われてゲノムに取り込まれる。その頻度は実に 1 細胞あたり 106 個と見
積もられ、いわば細胞内に最も多く存在する「DNA 損傷」と言える。DNA に取り込まれたリボ
ヌクレオチド、すなわち DNA 中のリボヌクレオシド（riboNucleoside、rN）は、DNA を構成す
るデオキシリボヌクレオシド（dN）よりも化学的に不安定である。そのため rN は、いわばゲノ
ムに埋め込まれた“地雷”の如く、DNA 複製の妨害や染色体異常を引き起こし、深刻な神経変性
疾患の発症や細胞のがん化につながることが示唆されている。また、ゲノムは常に酸化の脅威に
晒されており、DNA 中の酸化された rN は既知の rN 修復酵素では除去できないため、ゲノムに
長く残存すると予想される。しかし、ヒト細胞のゲノムに蓄積した rN がどの様なゲノム不安定
化を引き起こすのか、そのメカニズム及び個体の異常との関連については不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト細胞で DNA に取り込まれた rN が誘発する「突然変異」に焦点を当て、rN

によっていかなるゲノム変化が、どの様な機構を介して引き起こされるかを明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 

rN のモデル基質としてリボグアノシン（rG）及びその酸化損傷体 8-オキソリボグアノシン（8-
oxo-rG）を用いて、以下の 3 項目について解析を行った。 
 
(1) rNの新規修復経路の同定 
ヌクレオチド除去修復（NER）が rN の修復を担う新たな経路であると予想し、NER に必要な

全ての因子（XPA、XPB、XPC、ERCC1-XPF、XPG、TFIIH、RPA）の精製タンパク質を用いた
修復再構成実験によって、NER が rN に対して直接的に修復活性を示すかどうかを解析した。 
 
(2) 部位特異的 rN による突然変異の誘発に関与する因子の同定 

supF レポーター遺伝子上に rG を部位特異的に含むシャトルベクターをヒト B リンパ芽球細
胞株 TK6 野生株および TDP1、TDP2、TDP1/TDP2 二重欠損株に導入し、ベクターの複製過程で
supF 上に引き起こされる突然変異頻度と変異スペクトラムを比較した。 
 
(3) RNase H2改変株を基軸としたrNの影響解析 

CRISPR/Cas9 を用いて、TK6 株において RNase H2 をコードする RNASEH2A 遺伝子を改変し
た多数の細胞株のうち RNASEH2A 欠損株について、アルカリコメット試験、チミジンキナーゼ
（TK）遺伝子突然変異試験、および NextSeq2000 を用いた全エキソン解析によってリボヌクレ
オチドの蓄積によって生じるゲノム不安定化を可視化した。 
 
４．研究成果 
(1) rN の新規修復経路の同定 

rG または 8-oxo-rG を部位特定貴に一分子含み放射性同位元素 P32 で標識したプラスミド
DNA を基質として、精製したヒト NER タンパク質を混合して活性を測定した。その結果、特に
8-oxo-rG に対して切断活性が認められた（図 1）。以上から、NER が酸化リボヌクレオチドに対
する修復経路として機能し得ることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1. リボヌクレオチドを部位特的に含むプラスミドに対するヌクレオチド除去修復の切断活性 
A. dG, 8-oxo-dG, rG, 8-oxo-rGのいずれかを１分子含むプラスミドを基質として、NER反応産物
をポリアクリルアミドゲル電気泳動によって分離した。B. それぞれのプラスミドにおけるNER
反応産物のバンドを定量した。値は3回の実験における平均値±標準誤差として示した (**P < 
0.01, ****P < 0.0001 by two-way ANOVA)。 



 
(2) 部位特異的 rN による突然変異の誘発に関与する因子の同定 

DNA に取り込まれたリボヌクレオチドは RNase H2 によって除去される。一方で RNase H2 が
正常に機能しない状況では、トポイソメラーゼ１（Top1）による誤りがちな修復が行われると考
えられる。Top1 がリボヌクレオチドを切断する過程で Top1-DNA 複合体（Top1cc）が形成され、
その後何らかの過程を経て突然変異が生じると予想される。そこで Top1cc の解消に関わるチロ
シル DNA ホスホジエステラーゼ（TDP1、TDP2）欠損株に対して、rG を supF レポーター遺伝
子上の部位特異的に含むシャトルベクターを導入し、supF 遺伝子において生じる突然変異の頻
度とスペクトラムを野生株と比較した。その結果 TDP1/TDP2 二重欠損株において、rG が引き
起こす突然変異頻度が有意に減少した（図 2）。以上から、リボヌクレオチドによる突然変異の
誘発には TDP1 及び TDP2 が介在することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 野生株、TDP1、TDP2 及び TDP1/TDP2 欠損株における変異頻度の比較 
dG (A) または rG (B) を部位特異的に含むプラスミドを細胞株に導入し、supF をレポーター遺
伝子として変異頻度を測定した。値は少なくとも 3 回の平均値±標準誤差として示した (**P < 
0.05 by Dunnett’s multiple comparison test.)。 
 
(3) RNase H2改変株を基軸としたrNの影響解析 
野生株と RNASEH2A 欠損株について、アルカリコメット試験及び TK 遺伝子突然変異試験に

よってリボヌクレオチドの蓄積量及び突然変異頻度をそれぞれ定量した結果、いずれの値も
RNASEH2A欠損株において増加がみられた。また、NextSeq2000 を用いたゲノム解析の結果、
多数の塩基置換変異が同定された。欠失変異の有無については、さらなる詳細なデータ解析を行
うことで今後同定を試みる予定である。以上から、RNase H2 の欠損によって重篤なゲノム不安
定化が引き起こされていることが示唆された。 
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