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研究成果の概要（和文）：本研究は，遺伝子変異誘発機構の緻密性に関するデータを蓄積・再現性を確認し，
TATAM系を駆使してその遺伝子機能とDNA付加体１分子が関わる緻密な遺伝子変異誘発との関係性を明らかにし
た。また、これまで酸化的損傷など複数のDNA付加体についてTATAM系で調べた結果，すべてのDNA付加体で突然
変異を誘発することを確認し、これまでnon-mutagenicとされてきた付加体であっても，解析する細胞数を増や
すことによって低頻度で突然変異を検出できることが分かってきた。

研究成果の概要（英文）：The study confirmed the data reproducibility on a detailed analysis of 
site-specific gene mutagenesis using TATAM system and revealed the relationship between gene 
function and scrupulous gene mutagenesis involving a single DNA adduct.
Mutations have been found universally in several types of oxidative DNA adducts, studied in the 
TATAM system. Moreover, data indicating that even DNA adducts believed to be non-mutagenic cause 
infrequent mutations have emerged from analyses conducted with increased numbers of cells.

研究分野：分子毒性学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で使用したTATAM系は，社会的にも関心の高い放射線による閾値無し直線（Linear non-threshold; LNT）
仮説，および化学物質等の遺伝毒性発がん物質には閾値が無いという議論を実験的に証明するために確立され
た。閾値の議論は，わずか1分子のDNA付加体であっても突然変異をもたらし，発がんに至る可能性が理論的にあ
ることが発端となっており，それを今までは１分子という極低レベル暴露を動物実験などで実験的に証明が困難
であったが，TATAM系はそれを可能にした。なお、本系は通常のDNA損傷で誘導される修復酵素群が正常と異なる
ため、さらなるデータ蓄積と研究が必要である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 研究代表者は、遺伝子ターゲティングを利用して，DNA付加体１分子をヒトリンパ球芽細胞
TSCER122（TK6 細胞由来）のチミジンキナーゼ遺伝子（TK）のイントロン４，あるいはエキ
ソン５に部位特異的にゲノム導入させ，その付加体の運命を解析する系（Tracing DNA adducts 
by targeted mutagenesis; TATAM）を確立した。その系では，I-SceI制限酵素による部位特異的な
二本鎖切断の相同組換え DNA 修復が、ゲノムの１ヵ所で行われる。その際に、付加体を含む
ターゲティングベクターが高頻度にゲノムにインテグレートされ、TKの選択培地で付加体が導
入された細胞だけを効率良く分離・回収、そして DNA配列解析等が容易に実施できる（Yasui et 
al., DNA Repair 15, 11-20 (2014)）。 

TATAM系は、放射線による閾値無し直線（Linear non-threshold; LNT）仮説、および化学物質
等の遺伝毒性発がん物質には閾値が無いという議論を実験的に証明するために確立された。つ
まり、その閾値の議論は、わずか 1 分子の DNA 付加体であっても突然変異をもたらし、発が
んに至る可能性が理論的にあることが発端となっており、それを今までは１分子という低レベ
ル暴露では実験的な証明が困難であったが、TATAM系はそれを可能にした。8-オキソグアニン
（8Gua）、並びに数種の DNA付加体１分子（1,N6-エセノアデニン（eAde）、キサンチン（Xan）、
5-ブロモウラシル、5-ブロモシトシン、5-メチルシトシン等）をイントロン系に導入して調べた
ところ、わずか１分子の付加体は TK遺伝子変異を誘発させられることが分かった。次に、8Gua
付加体１分子をエキソン系で調べたところ、遺伝子変異を起こしやすい塩基部位とそうでない
塩基部位の存在を確認した。つまり、付加体１分子をイントロンに導入した時は必ず遺伝子変
異が起きるが、エキソンのある部位に導入した時は遺伝子変異が起きない（あるいは低減する）
ことが予備実験で観察された。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、まず緻密な遺伝子変異誘発機構を示すデータを蓄積・再現性を確認しなが
ら、それに関与すると予想される DNA 修復関連遺伝子を改変させた TSCER122 細胞株を樹立
し、TATAM 系を駆使してその遺伝子機能と付加体１分子が関わる緻密な遺伝子変異誘発との
関係性を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 

(1) 8Gua付加体１分子をイントロンに導入した時は必ず TK変異が起きるが、エキソンのあ
る部位に導入した時は TK 変異が起きない。この付加体１分子が関わる遺伝子変異誘発機構の
緻密性を明らかにするために、8Gua 修復酵素の OGG1 遺伝子をノックアウトした TSCER122
細胞を用いて、もし、そのエキソン上の 8Guaが TK変異を起こすようになれば、その緻密な変
異誘発機構に OGG1が関与していることを証明できる。この再現性を確認するために、他の付
加体についても同様の実験を行った（eAde 付加体の修復酵素として POLB 破壊細胞も樹立し
た）。TK遺伝子を変異させるエキソン 5の一塩基変異部位の 3カ所に、それぞれ 8Gua、eAde、
Xanを TSCER122細胞に導入して調べた。それらはそれぞれ Exsys1 系、Exsys3 系、Exsys7 系
と呼んでいる。TSCER122 細胞(TK-/-)のなかで、Exsys1 は 8Gua がシトシンとだけでなくアデ
ニンと誤塩基対形成し G to T 置換(ｾﾘﾝ→ｲｿﾛｲｼﾝ)を起こすため TK 遺伝子復帰(TK+/-)する。
Exsys3では、eAdeがチミンとだけでなくシトシンと誤塩基対形成し A to G置換(ﾘｼﾝ→ｱﾙｷﾞﾆﾝ)
を起こすため TK遺伝子復帰する。また、Exsys7では、Xanがシトシンだけでなくチミンと誤
塩基対形成し G to A 置換(ｱﾗﾆﾝ→ｽﾚｵﾆﾝ)を起こすため TK 遺伝子復帰することを利用している
（図１）。Exsys実験ごとに３つの 6.1kbpターゲティングベクター（陽性対照（WTベクター）、
陰性対照（Mutベクター）、そして DNA付加体（8Gua、eAde、Xan）を含むベクター）をそれ
ぞれ作製し、ISceI発現ベクターとともに TSCER122細胞に導入した。 
 
 
 
 
 

 
 

 
図１．TK遺伝子エキソン 5への DNA付加体の導入部位 

 
(2) Exsys3 および Exsys7 系に関して、TK 変異を復帰させる陽性対照ターゲティングベクタ
ー、および復帰させられない陰性対照ターゲティングベクターの 2種類の混合割合を規則的に
変えて、TSCER122 細胞に形質転換し、コントロールベクター量に対する TK 復帰頻度の検出
感度を調べた。使用したベクター量は、陽性対照が 0、0.1、0.2、0.6、2 μgに対して、陰性対
照はそれぞれ 2、1.9、1.8、1.4、0 μgを混合し、計 2μgを細胞に導入した。 
 

(3) 遺伝子変異の緻密性を調べるために、遺伝子座ごとの遺伝子変異誘発機構についても解
析した。直接的な相同組み換え修復が起きないとされる X染色体上の HPRT遺伝子座、および



相同組み換えが起きる常染色体（17番）上の TK遺伝子座に注目し、それぞれの遺伝子座で起
きる DNA 二本鎖切断を導入したときの突然変異誘発頻度とスペクトラムを調べ、それらを詳
細に比較した。 
 
４．研究成果 

(1) Exsys1、Exsys3、および Exsys7のWTベクターの TK復帰頻度は、Mutベクターのそれよ
りもそれぞれ約 7倍、15倍、10倍上昇した。よって、今回調べたエキソン 5の各塩基部位では、
Exsys3 部位が最も TK 遺伝子が変異しやすく、検出感度が高いと考えられた。8Gua あるいは
eAdeをそれぞれ導入した時、Exsys1および Exsys3で類似の結果が得られ、どちらの付加体ベ
クターもMutの TK復帰頻度とほぼ同等であった。つまり、付加体を導入してもその部位で一
塩基変異を起こしていないこと、あるいは検出感度が悪く正確に復帰細胞としてカウントされ
ていない可能性があることが示唆された。すでに報告されている in vitro研究の報告では、8Gua
はアデニンと約 15%、eAdeはシトシンと約 60%（Pandya et al. Biochemistry 35, 11487-92 (1996)）
の頻度でミスペアするという報告があるが、本実験結果とは一致しなかった。一方、Xan 付加
体を導入した時は、Mutの TK復帰頻度よりも高い復帰頻度（約 45%相当）が観察された。す
でに報告されている in vitro研究の報告では、Xanはチミンと約 50%の頻度でミスペアするとい
う報告があることから、本実験結果とほぼ一致していると考えられた。 
引き続き、本研究ではゲノム編集技術を使用することにより、数種類の遺伝子破壊細胞（XPA、

OGG1、POLB、XPC、ERCC6）を構築した。そのなかで、POLB欠損細胞を用いて Exsys3を実
施した結果を図 2に示した。野生株ではWTベクターの TK復帰頻度は、Mutベクターのそれ
よりも約 15倍上昇したが、POLB欠損細胞では約 3倍程度に減少した。Exsys3部位に eAde付
加体を導入すると、明らかに TK 復帰頻度が上昇し、eAde はおよそ 30%の変異頻度を示した。
つまり、強い誤塩基対形成能を有する eAde付加体は、野生株ではTK復帰させられないが、POLB
欠損株では TK復帰することから、POLBタンパク質が eAde付加体の DNA修復に関わってい
ることはもちろんのこと、遺伝子変異が起きにくい機構に POLBが関与していることも本実験
によって明らかとなった。しかしながら、本実験系は Exsys3 部位に eAde 以外の DNA 付加体
を導入することができず、部位（DNA配列）特異的なのか、あるいは付加体特異的なのかを比
較することが不可能であることがデメリットである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2．POLB欠損細胞を用いた Exsys3系の結果 

 
(2) Exsys3 および Exsys7 系の基礎データを得るために、TK 変異を復帰させる陽性対照ター
ゲティングベクター、および復帰させられない陰性対照ターゲティングベクターの 2種類の混
合割合を規則的に変えて、TSCER122細胞に形質転換し、コントロールベクター量に対する TK
復帰頻度の検出感度を調べた。その結果、Exsys3 および Exsys7 の双方とも、陽性対照ベクタ
ーの量に依存して、TK復帰頻度は上昇し、ほぼ直線性を示した。最小の陽性対照ベクター0.1 μg 
(約 5%の変異頻度に相当)の時は、TK復帰頻度が陰性対照ベクター1.9 μgのシグナルに埋没す
る傾向にあり、明確に差が得られないように見受けられた。これは、弱い誤塩基対形成能を有
する DNA付加体の場合、その変異頻度が 5%程度では検出できない可能性を示唆した。本研究
で使用した比較的強い誤塩基対形成能を有する eAde付加体はおそらく Exsys3で検出できると
考えられる。 
 

(3) 本研究において、ゲノムの特定部位に二本鎖切断を形成させることができる I-SceI 制限
酵素の認識配列を HPRT遺伝子のイントロン２にノックインさせた TSceHPRT細胞を構築した。
HPRT 遺伝子の発現解析およびサザンブロッティング等により、TSceHPRT 細胞の基礎データ
を取得した。その細胞内に I-SceI 発現ベクターを形質転換させ、HPRT 座の二本鎖切断の突然
変異誘発頻度とスペクトラムを解析したところ、TK 座の二本鎖切断よりも塩基欠失による遺
伝子変異頻度が高く、特徴的な変異が観察された。得られた突然変異プロファイルは、両遺伝
子座ともに塩基変異はほとんど観察されず、欠失変異が占めていた。TK 座の欠失変異を持つ
クローン細胞はわずか 0.9 %であったが、HPRT座のそれは 7.4 %もあり、それは二本鎖切断部
位の近傍 18 bp内（I-SceI制限酵素の認識配列）で起きる欠失変異が多いことが原因であった。
また、HPRT座だけで 200 bpsを超える大きな欠失（0.7 %）が誘発することが分かった。二本
鎖切断が 1 ヶ所あるだけで、X 染色体上の HPRT 座は、TK 座よりも約 8 倍高く遺伝子変異が



起きることが分かった。なお本実験で使用された条件は、I-SceI 制限酵素による人工的に起こ
した二本鎖切断を利用しているため、通常の生理的条件で起きる二本鎖切断による DNA 修復
タンパク質等の誘導とは異なる可能性がある。 
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〔その他〕 
ホームページ等 
本研究で構築した遺伝子破壊細胞は、国衛研や京都大学などで組織された TK6細胞ミュータン
トコンソーシアム（http://www.nihs.go.jp/dgm/tk6.html）で世界中に分与され、共同研究に用いら
れている。 
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