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研究成果の概要（和文）：DNAに損傷を与え突然変異を誘発する遺伝毒性物質の作用には閾値がないとされ、各種の行
政的な規制が行われている。しかし、ヒトはさまざまな生体防御機構を具備しており、これらが低用量の遺伝毒性物質
の作用を抑制して「事実上の閾値」を形成する可能性が考えられる。本研究では、DNA損傷の乗り越えに関与するDNAポ
リメラーゼζを遺伝的に改変することにより、遺伝毒性物質の閾値形成機構を検討することを目的とした。DNAポリメ
ラーゼζの活性を減弱させると、酸化DNA損傷に対するヒト細胞の感受性が増大したことから、遺伝毒性に対する「事
実上の閾値」形成にDNAポリメラーゼζが重要な役割を果たしているものと結論した。

研究成果の概要（英文）：In regulatory toxicology, it is an axiom that there is no threshold for the action
 of genotoxic chemicals. Thus, genotoxic agents are not allowed to be present in food additives and others
 even at very low concentrations. However, humans possess various self defense mechanisms, which may suppr
ess genotoxicity of chemicals at low doses. It is expected that self-defense mechanisms may constitute pra
ctical threshold for genotoxicity. In this study, we examined the possibility whether DNA polymerase zeta 
involved in translesion DNA synthesis plays a role in the practical threshold. To this end, we engineered 
human cells that expressed genetically modified DNA polymerase zeta. The cells expressing a variant of DNA
 polymerase zeta with low activity exhibited much higher sensitivity to oxidative genotoxic agents than th
e wild-type cells. We concluded that DNA polymerase zeta is an important constituent of the practical thre
shold for genotoxicity.
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１． 研究開始当初の背景 

（１） 遺伝毒性物質とは、DNA と反応して

付加体を形成したり、あるいは DNA 鎖を切断

することにより、突然変異や染色体異常を誘

発する物質であり、その中にはヒトに対して

発がん性を示すものが少なくない。遺伝毒性

物質は、その作用が放射線に類似しているこ

とから「放射線類似作用物質(radiomimetic 

agents)」とも呼ばれてきた。放射線の生物

作用は、一般的に、直線閾値なし(linear 

non-threshold)モデルによるとされており、

どのように低線量であっても、一定のリスク

をヒトに及ぼすものと考えられている。同様

に、遺伝毒性物質についても、その作用には

閾値はなく、どのように低用量であってもヒ

トに対してリスクを負わせるものとして、各

種の行政的な規制が行われている。特に、遺

伝毒性に基づき発がん性を示す物質（遺伝毒

性発がん物質）については、食品添加物、残

留農薬、動物用医薬品に含まれることが認め

られておらず、医薬品の場合も、遺伝毒性発

がん物質については、微量であってもヒトに

発がんリスクを負わせるものとして規制が

行われている。しかし、分析機器の進歩によ

り、従来は「不検出」とされてきた試料の中

に微量の「遺伝毒性発がん物質」が検出され

る場合が増加しており、低用量の遺伝毒性物

質のリスクをどのように評価するかが、科学

的、社会的に重要な問題となっている。 

（２） ヒトを含む生物は多様な生体防御

機構を有しており、抗酸化物質、解毒代謝機

構、DNA 修復機構、アポトーシスなどの作用

が分子レベルで解明されている。一方、DNA

は内因性の遺伝毒性物質（例えば活性酸素

種）に絶えず暴露されており、内因性遺伝毒

性物質による DNA 損傷は、自然突然変異の主

要な原因となっている。生体防御機構が、生

体外に由来する微量の遺伝毒性発がん物質

の作用を抑制し、自然突然変異、自然発がん

のレベルに毒性のレベルを抑制し「事実上の

閾値」を形成することが予想された。 

（３） 遺伝毒性物質に対する生体防御機

構の中で特に重要なのが、DNA 損傷部位を乗

り越えて進む DNA 合成、すなわちトランスリ

ージョン DNA 合成である。ヒトは 10 種類以

上のトランスリージョンDNA合成に関与する

特別な DNA ポリメラーゼを持っており、これ

らの酵素が、DNA 付加体などにより進行が停

止した複製型DNAポリメラーゼに代わって損

傷部位での DNA 合成を行い、染色体全体の複

製を継続し遺伝毒性の回避に貢献している。

トランスリージョン DNA 合成は、DNA 上の損

傷を修復する訳ではなく、損傷に基づく DNA

合成の停止を緩和することで遺伝毒性のリ

スクの抑制に貢献していると考えられてい

るが、その詳細は不明であった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、遺伝毒性に基づく致死作用の

抑制に関わるトランスリージョン型DNAポリ

メラーゼの一つである DNA ポリメラーゼζ

（ゼータ）（以下 Polζと略）を遺伝的に改

変したヒト細胞株およびマウスを作製し、遺

伝毒性の閾値形成に対する Polζの役割を明

らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）Nalm-6-MSH+株の樹立：ヒトリンパ芽

球細胞 Nalm-6 は、安定な二倍体染色体構造

と野生型の p53 遺伝子を有し、遺伝子ターゲ

ティング効率が高い特徴を持っている。

Nalm-6 細胞の MSH2 遺伝子のエクソン 8 下流

の欠失領域に、MSH2 のエクソン 9 から 16 に

相当する cDNA を挿入し MSH2の発現を回復さ

せた。また TK 遺伝子の一方の座位に+1 フレ

ームシフト変異を導入し、TK遺伝子変異の検

出を可能にした。ミスマッチ修復能を回復さ

せ TK遺伝子変異を検出しうるこの細胞株を、

Nalm-6-MSH+株とした。 

 



（２）Polζの DNA ポリメラーゼ活性を不活

化あるいは減弱させたヒト細胞株の樹立：

Polζの閾値形成に及ぼす影響を検討するた

め①Polζ遺伝子(REV3)をノックアウトした

細胞株（KO 株）②活性中心部に位置する 2781

番目と 2783 番目のアスパラギン酸をいずれ

もアラニンに置換し Polζの活性を不活化さ

せた catalytically dead 細胞株（CD 株)③

2781 番目のアスパラギン酸のみをアスパラ

ギンに置換し、DNA 合成活性を一部減弱させ

たノックイン細胞株(D2781N 株)を樹立した。

KO 株、CD 株は Nalm-6 細胞を基に樹立し、

D2781N 株は Nalm-6-MSH+株を基に樹立した。 

 

（３）Polζの DNA ポリメラーゼ活性の忠実

度を低下させたヒト細胞株の樹立：酵母 Pol

ζの 979番目のロイシンをフェニルアラニン

あるいはメチオニンに置換すると、DNA 合成

時の忠実度が低下し、自然突然変異頻度およ

び紫外線に対する変異感受性が上昇するこ

とが報告されている。この報告を基に、ヒト

Polζの対応するアミノ酸（2618 番目のロイ

シン）をフェニルアラニンあるいはメチオニ

ンに置換したノックイン細胞株(L2618F 株, 

L2618M 株)を、Nalm-6-MSH+株を用いて樹立し

た。  

 

（４） TK 遺伝子突然変異、in vitro 小核

試験：遺伝毒性物質に対する致死感受性は、

Cell Counting Kit8(同仁化学研究所)を用い

て 測 定 し た 。 TK 遺 伝 子 突 然 変 異 は

trifluorothymidine に対する耐性を指標に

検出した。in vitro 小核試験は、OECD テス

トガイドライン 487 に基づいて実施した。 

 

（５） Polζを遺伝的に改変したノックイ

ンマウスの樹立：Polζの 2610 番目のロイシ

ンをメチオニンに置換したノックインマウ

ス(L2610M マウス)と 2771 番目のチロシンを

フェニルアラニンに置換したノックインマ

ウス(Y2771F マウス)の ES 細胞からキメラマ

ウスを作出した。L2610M では Polζの DNA 合

成の忠実度が低下し、Y2771F では DNA 合成活

性が低下していると考えられる。F1 個体が得

られた場合は、F1 同士を交配することでホモ

体を作製し、変異検出用の gpt delta マウス

と交配した。 

 

４．研究成果 

（１）ミスマッチ修復能を回復させたヒト細

胞 Nalm-6-MSH+株の樹立：Nalm-6 細胞は高い

遺伝子ターゲティング効率（1-30%）を示し、

点突然変異を導入してその生物学的効果を

検討する上では最適な細胞株であるが、ミス

マッチ修復活性が欠損しており、ゲノム不安

定性を呈し、高い自然突然変異率を示す。

Nalm-6 細胞のミスマッチ修復活性欠損の原

因 を 究 明 す る た め comparative genome 

hybridization (CGH)array 解析を行い、二番

染色体上の MSH2 遺伝子のエクソン 9 から 16

までが欠失していることを認めた。もう一方

の二番染色体上の MSH2 遺伝子は完全に欠損

していた。内因性のプロモーターから MSH2

を発現させるため、MSH2遺伝子のエクソン 9

から 16 に対応するｃDNA を調製し、これを残

存している MSH2 遺伝子のエクソン 8 の下流

に導入して MSH2遺伝子の発現を回復させた。

MSH2 の発現回復により、MSH2 と複合体を形

成する MSH6 が安定化し、ミスマッチ修復活

性が復元した。これにより自然突然変異頻度

が顕著に低下した。ミスマッチ修復活性が復

元しても、高い遺伝子ターゲティング効率に

変化はなく、Nalm-6 細胞の高い遺伝子ターゲ

ティング効率はミスマッチ修復活性の欠損

に原因があるわけではないことが示唆され

た（PLOS ONE, e61189, 2013）。 

 

（２）遺伝毒性物質の致死作用に対する Pol

ζの防護的役割：Polζが、どのような遺伝

毒性物質の致死作用に対してヒト細胞を防



護しているかを明らかにするため、KO 株およ

び CD株を用いて 16種類の遺伝毒性物質と紫

外線（UVC）に対する感受性を比較した。そ

の結果、KO 株、CD 株ともに、benzo[a]pyrene 

dioloepoxide、4-nitroquinoline N-oxide, 

cisplatin、UVC などに感受性を示し、Polζ

が DNA付加体や DNA架橋部位のトランスリー

ジョンDNA合成に関与することが示唆された。

KO 株、CD 株は、camptothecin、etoposide に

は感受性を示さなかったことから、Polζが

DNA 鎖切断の修復に関与する可能性は低いと

考えられる。また DNA 合成の忠実度が低下し

た L2618M 株 は 、 benzo[a]pyrene 

dioloepoxide、UVC の変異作用に対して高い

感受性を示した（論文投稿準備中）。 

 

（３）Polζの閾値形成における役割：KO 株

および CD 株は、野生型株に比べて増殖が遅

く、遺伝毒性試験には適していない。このた

め、部分的に DNA ポリメラーゼを減弱させた

D2781N 株を作製し、DNA 合成の忠実度が低下

した L2618M 株、野生型株の 3 株を用い、臭

素酸カリウムに対する感受性を、TK遺伝子突

然変異、in vitro小核試験を指標に検討した。

その結果、D2781N 株は他の 2株よりも高い感

受性を示した。この結果から、Polζは酸化

DNA 損傷に基づく遺伝毒性の閾値形成におい

て重要な役割を果たすことが示唆された（論

文投稿準備中）。 

 

（４）Polζを遺伝的に改変したノックイン

マウス：DNA 合成の忠実度が低下していると

考えられる L2610M マウスについては、F1 が

得られたのでホモ体を樹立し、さらに突然変

異のレポーター遺伝子を有する gpt delta マ

ウスと交配した。交配したマウスは、理化学

研究所生物資源センター（理研 BRC）に寄託

した。DNA ポリメラーゼ活性を減弱させた

Y2771F マウスは、F1 が得られなかった。 

 

（５）総括：ヒト細胞を用いて Polζの活性

あるいはDNA合成の忠実度を低下させた株を

樹立し、さまざまな遺伝毒性物質に対する感

受性を検討した。その結果、Polζは主に DNA

付加体のトランスリージョンDNA合成に関与

していることが示唆された。また酸化 DNA 損

傷に基づく突然変異、小核形成に対しても防

護的な役割を果たしており、これら遺伝毒性

物質の閾値形成に深く関与している可能性

が示唆された。Polζの DNA 合成の忠実度を

低下させたノックインマウス（L2610M）は、

gpt delta マウスと交配させ変異検出のレポ

ーター遺伝子を導入した。Polζの活性を低

下させたノックインマウス（Y2771F）は F1

が得られず、Polζの活性が生殖系において

きわめて重要な役割を果たしていることが

示唆された。 
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