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研究成果の概要（和文）：MUTYHは主要な酸化塩基 8-オキソグアニンに誤対合するアデニンを除

去する DNA 修復酵素であり、MUTYH 遺伝子の欠損は常染色体劣性遺伝性の大腸腺腫症の原因と

なることが報告されています。我々はこれまでに、核あるいはミトコンドリア DNAに蓄積した

8-オキソグアニンがMUTYHに依存して2つの独立した細胞死を誘導することを報告しています。

本研究において、我々は MUTYHの発現が転写因子 p53により制御されることを見いだし、MUTYH
遺伝子上に機能的な p53 応答配列部位を同定しました。このことは、MUTYH が酸化ストレス環

境下で細胞死を誘導することにより、p53 による発がん抑制のメディエータとして機能するこ

とを示唆しています。 
 
研究成果の概要（英文）：MUTYH, adenine DNA glycosylase excises adenine inserted 
opposite 8-oxoguanine (8-oxoG), a major form of spontaneous oxidative DNA damage, 
and whose deficiency is known to cause MUTYH-associated familial adenomatous 
polyposis. We have shown that accumulation of 8-oxoG in nuclear and mitochondrial 
DNA independently triggers two distinct MUTYH-dependent cell death programs. In the 
present study, we found that expression of MUTYH is regulated by p53 and identified 
functional p53-binding site in MUTYH gene. These results suggest that MUTYH is a 
potential mediator of p53 tumor suppression. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞 DNA の酸化損傷は突然変異やプログラ
ム細胞死を引き起こし、前者は発がんの、後
者は神経変性疾患の原因になると考えられ
ています。我々はこれまでに、核あるいはミ

トコンドリア DNA に主要な酸化塩基 8-オキ
ソグアニンが蓄積すると MUTYH酵素による修
復過程で DNA が一本鎖切断に切断され、核と
ミトコンドリアで２つの異なる細胞死が起
きることを発見しました。各々の経路はポリ
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(ADP-リボース)ポリメラーゼ (PARP)あるい
はカルパインに依存しています。MUTYHは 8-
オキソグアニンに誤対合するアデニンを除
去する DNA修復酵素であり、MUTYH 遺伝子は、
生殖細胞系列に APC 変異をもたない常染色
体劣性遺伝性の大腸腺腫症の原因遺伝子と
して報告されています。以上から、MUTYH は
突然変異の抑制のみならず細胞死を誘導す
ることで、障害された細胞を排除して発がん
を抑制していると考えられます。 
２．研究の目的 
p53 は細胞周期や細胞死等のシグナルの転写
を制御することにより、がん抑制因子として
働いています。本研究では、p53 が劣性遺伝
性大腸腺腫症の原因遺伝子 MUTYHの転写を促
進することにより、細胞死を誘導して発がん
を抑制するメカニズムを明らかにします。 
 
３．研究の方法 
⑴ p53 欠損および野生型のヒトがん細胞株
を用いて、MUTYHの mRNA、蛋白質レベルの発
現を比較します。p53 野生型細胞株において
p53 を抑制、あるいは p53 欠損細胞株に p53
を発現することにより、MUTYHの mRNA、蛋白
質レベルの発現がどのように変化するかを
解析します。 
⑵ クロマチン免疫沈降およびルシフェラ
ーゼアッセイを用いて MUTYH遺伝子上におけ
る p53の機能的な応答部位を同定します。 
⑶ p53 が MUTYH の上流で細胞死シグナルを
制御する事を明らかにするために、p53 野生
型細胞株を用いて p53 あるいは MUTYH、そし
てその両方の抑制が酸化ストレス感受性に
及ぼす影響を検討します。ヒトがん細胞株に
おいて酸化ストレス下で p53、MUTYH 依存性
に起きる細胞死が、核あるいはミトコンドリ
ア DNAの酸化障害が引き起こす 2つの細胞死
経路のいずれによるものかを PARP,カルパイ
ン経路に注目して解析します。 
 
４．研究成果 
⑴ p53が mRNA、蛋白質レベルで MUTYH 
発現を制御することを明らかにしました。 
  p53野生型のヒト大腸がん細胞株 HCT116
細胞と比較し、p53 欠損のヒト非小細胞肺が
ん株 H1299 細胞では MUTYH の mRNA, 蛋白質
レベルの発現がともに低下していました。
p53欠損 H1299細胞に p53発現ベクターを導 
入すると、ベクター量依存性に著明な MUTYH 
mRNAレベルの発現上昇が観察されました 
(図１)。 
さらに p53 野生型がん細胞株と比較して、
様々な p53 変異を持つがん細胞株において
MUTYH の蛋白質レベルの発現が低下している
ことを明らかにしました。 
 
 

図１ H1299 細胞における p53 発現ベクター
導入による MUTYH mRNA レベルの増加 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
⑵ MUTYH遺伝子上に 2カ所の機能性 p53 
応答配列を同定しました。 
  HCT116 細胞はミスマッチ修復酵素 MLH1
発現が欠損しており、この欠損が p53発現の
安定性に影響する可能性が国外の報告から
示唆されたために、p53野生型 HCT116および 
MLH1を発現している HCT116+Chr3細胞を用い
てクロマチン免疫沈降を行いました。MUTYH
遺伝子上に 5カ所の p53応答配列の候補を同
定しました。次に各々の候補 p53応答配列を
含むプロモーター•レーポーター•コンスト
ラクトを作成し、p53 欠損 H1299 細胞あるい
は野生型 HCT116、HCT116+Chr3 細胞に導入、
ルシフェラーゼアッセイを用いて配列の機
能性を解析しました。結果、2カ所の候補 p53
応答配列を持つベクターを導入した p53野生
型 HCT116、HCT116+Chr3細胞において、著明
なルシフェラーゼ活性の増加が見られたこ
とから、機能性 p53応答配列を同定しました。
さらに同定した p53応答配列の一部に変異を
もつコンストラクトの導入においてはルシ
フェラーゼ活性増加が観察されなかったこ
とから、2 カ所の p53 応答配列の特異性を確
認しています。 
 
⑶ p53の転写制御による MUTYH依存性細 
胞死経路を明らかにしました。 
  HCT116、HCT116+Chr3 細胞を用いて p53
阻害剤あるいは MUTYH siRNAが酸化ストレス
暴露後の細胞死に及ぼす影響を検討しまし
た。p53 あるいは MUTYH の抑制はそれぞれ同
程度に細胞死を抑制しますが、p53 阻害剤存
在下における MUTYHノックダウンで細胞死抑
制効果は増強されず、各々単独の場合と同程
度の効果が観察されました。以上の結果は、
酸化ストレス状況下において、MUTYH が p53
の制御下で細胞死を誘導することを示唆し
ています。 



 

 

  次に、我々が報告した核あるいはミトコ
ンドリア DNAに蓄積した酸化障害が引き起こ
す 2つの細胞死経路を、PARPおよびカルパイ
ンの阻害剤を用いて検討しました。HCT116、
HCT116+Chr3細胞において、PARP阻害剤のみ
が酸化ストレス暴露後の細胞死抑制効果を
示しました。さらに p53阻害剤存在下で PARP
阻害剤による細胞死抑制効果の増強が見ら
れなかったことから、p53は PARPの上流シグ
ナルとして細胞死誘導を制御していること
が示唆されます。 
  以上により、酸化ストレス下のヒト大腸
がん細胞株においては、核 DNAの酸化障害が
引き起こす PARP 依存性細胞死経路が主に起
動されることを明らかにしました。 
  これまでに代表的な癌抑制遺伝子であ
る p53遺伝子の変異が、多くのがんで報告さ
れています。我々の⑴-⑶の結果に加え、DNA 
中に蓄積した 8-オキソグアニンを切り出す
修復酵素 OGG1もまた、p53の制御を受けるこ
とが報告されています。p53 機能欠損の結果
OGG1が蛋白質レベルで低下するとDNA中の酸
化障害が除去されずに蓄積します。しかし同
時に MUTYHも抑制されるため、障害された細
胞は細胞死による排除を受けられず生き残
ってしまいます。DNA 酸化障害の蓄積は変異
を引き起こし、最終的にがん化を引き起こす
と考えられます。 
⑴-⑶の結果は現在論文として発表を準備し
ています。 
 
⑷ がん幹細胞における DNA酸化塩基修復酵
素群の役割を解析しています。 
  様々ながん研究において、治療への抵抗
性、がんの転移や再発に重要な役割をもつが
ん幹細胞に関する研究が進んでいます。がん
幹細胞に特異的な性質を見いだすことによ
り、がん組織に対する効率的な治療と正常組
織への副作用軽減に寄与することができま
す。抗がん剤の作用機序の多くは、酸化スト
レスを増加させることによりがん細胞の増
殖を抑制、死滅させるものですが、がん幹細
胞はこれらの治療に抵抗性を示すことが報
告されています。我々はがん幹細胞において、
酸化ストレスに対する防御機構である DNA酸
化塩基修復酵素群に注目し研究しています。 
  ある種の大腸がん細胞株において CD133
はがん幹細胞のマーカーとして用いられて
います。我々は p53 野生型 HCT116 細胞にお
いて、CD133 陰性細胞と比較し、CD133 陽性
細胞ではミトコンドリアDNAにおける8-オキ
ソグアニン蓄積のレベルが低いことを見い
だしました。さらに CD133陽性細胞では、ミ
トコンドリア型の OGG1 の発現レベルが高い
ことを明らかにしました。分裂速度が遅いが
ん幹細胞においては、あまり複製しない核
DNA よりも複製の盛んなミトコンドリア DNA

中で酸化障害が蓄積しやすいと考えられま
す。OGG1はがん幹細胞のミトコンドリア DNA
中における酸化障害を抑制することで、がん
幹細胞の生存維持に働いていることが示唆
されます。 
現在、DNA の材料の供給源であるヌクレオチ
ドプールに蓄積した 8-oxo-dGTP を除去す
る酵素 MTH1 と MUTYH のミトコンドリアにお
ける発現を継続して解析しています。    
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