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研究成果の概要（和文）：WRN及びDNA pol λノックダウンの8-oxo-dGTP誘発変異への影響：WRN及びDNA pol λが、8-
oxo-dGTPが誘発する変異に対しては促進的に作用することを明らかとした。
WRNとDNA pol λのダブルノックダウン：WRNとDNA pol λのシングルノックダウン及びダブルノックダウンを行うと、
いずれの場合も対照細胞に比較して、変異誘発能の上昇が観察された。遠隔作用変異に関しては、ダブルノックダウン
細胞とWRNノックダウン細胞が同程度であったことから、WRNとDNA pol λが遠隔作用変異を抑制する同一経路上にある
可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Effects of WRN- and DNA pol λ-knockdowns on mutations induced by 8-oxo-dGTP: It 
was suggested that WRN and DNA pol λ promote mutations induced by 8-oxo-dGTP in the nucleotide pool.
Double knockdown of WRN and DNA pol λ: The frequency of mutations induced by 8-oxoG was increased when 
WRN and/or DNA pol λ were knocked-down. Action-at-a-distance mutations were induced in similar levels in 
the double- and single-knockdown cells, suggesting that the two proteins might be located in the same 
pathway that suppresses the action-at-a-distance mutations.

研究分野： DNA損傷

キーワード： DNA損傷　8-oxoG　遠隔作用変異

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 癌易罹患性早老症の1種である Werner（ウ
ェルナーまたはワーナー）症候群の原因遺伝
子は、DNA ヘリカーゼの 1 種である WRN を
コードしている。研究代表者は、この WRN を
ノックダウンしたヒト細胞に、代表的な酸化
的 損 傷 塩 基 で あ る 
7,8-dihydro-8-oxoguanine
（8-hydroxyguanine、8-oxoG）:C 塩基対を 1
箇所に含む複製型プラスミド DNA を導入す
ると、8-oxoG に特徴的な G → T 変異が誘
発されるだけではなく、非標的部位の G:C 
塩基対にも塩基置換変異が誘発されるのを
見出した（遠隔作用変異の誘発）。また、損
傷乗り越え DNA ポリメラーゼ（pol）の 1種
である DNA pol λ をノックダウンしたヒト
細胞においても同様に 8-oxoG:C 対により、
遠隔作用変異が誘発されるという結果が得
られた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 遠隔作用変異の機序は不明であるが、従来
には知られていなかった新規な変異機構で
あると推定された。WRN ノックダウン、DNA 
pol λ ノックダウンの両者が遠隔作用変異を
誘発した実験的事実は、この両者が同一経路
で遠隔作用変異を抑制している可能性を示
唆する。そこで、WRN と DNA pol λ のダブ
ルノックダウンを行い、遠隔作用変異への影
響を調べる。また、WRN と DNA pol λ の相
互作用が予想されたので、8-oxoG:A 対によ
る変異誘発に対する WRN ノックダウン、DNA 
pol λ ノックダウンの影響を調べ、類似の影
響が観察されるかを調べる。 
 
 
３．研究の方法 
 
 8-oxoG を含むオリゴデオキシリボヌクレ
オチド（supF 遺伝子の一部の配列を有する）
を supF 遺伝子を含む環状一本鎖 DNA にハ
イブリダイズさせた後に、T4 DNA ポリメラ
ーゼと T4 DNA リガーゼを用いて環状二本鎖 
DNA とすることで、8-oxoG:A 対または 
8-oxoG:C 対を含む複製型プラスミド DNA を
調製した。 
 ヒ ト  U2OS 細 胞にカチオン性脂質
（Lipofectamine 2000）を用いて siRNA を
導入し、WRN と DNA pol λ のノックダウン
を行った。 
 WRN と DNA pol λ のノックダウンは、ウ
エスタンブロッティングにより確認した。 
 変異誘発能は、ノックダウン細胞に
8-oxoG:A 対または 8-oxoG:C 対を含むプラ
ス ミ ド  DNA を カ チ オ ン 性 脂 質
（Lipofectamine）を用いて導入し、48 時間
後に複製されたプラスミド DNA を回収して

指示大腸菌 KS40/pOF105 を形質転換して求
めた。supF 遺伝子に変異が導入されるとナ
リジクス酸及びストレプトマイシン耐性に
なるため、両抗生物質を含む寒天培地（選択
寒天培地）に播種することにより選択した。
選択寒天培地上に生じたコロニー数を、両抗
生物質を含まないタイター寒天培地上に生
じたコロニー数で除することにより、変異頻
度を算出した。選択寒天培地に生じたコロニ
ーの一部のプラスミド DNA の配列を解析す
ることにより、標的部位及び非標的部位にお
ける変異を解析した。 
 Cas9 発現プラスミドと guide RNA 発現プ
ラスミドの共導入、または、Cas9 発現プラ
スミドと合成 guide RNA を共導入により、
WRN ノックアウト細胞の樹立を試みた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) WRN ノックダウンの 8-oxoG:A 対誘発変
異への影響 
 8-oxoG の変異誘発経路には2種類がある。
1 つは、DNA 中のグアニン塩基が直接酸化さ
れる経路であり、この経路に対する WRN ノ
ックダウンの効果が観察されている。もう 1
つの経路は、ヌクレオチドプール中の dGTP 
が酸化されて生じる 8-oxo-dGTP が鋳型 
DNA 中のアデニン塩基に対して取り込まれ
る経路である。そこで、後者の経路に対する 
WRN ノックダウンの効果を調べた。ウエスタ
ンブロットにより WRN 蛋白質の減少を確認
し、変異経路の中間体である 8-oxoG:A 対を
有するプラスミドを調製して WRN ノックダ
ウン細胞に導入したところ、変異頻度が有意
に低下した。従って、WRN が、8-oxo-dGTP が
誘発する変異に対しては促進的に作用する
ことを明らかとした。 
 
(2) DNA pol λ ノックダウンの 8-oxoG:A 対
誘発変異への影響 
 上記の実験と同様に、DNA pol λ をノック
ダウンした細胞に対して、8-oxoG:A 対を有
するプラスミド（ウエスタンブロットにより 
DNA pol λ の減少を確認した）を導入したと
ころ、変異頻度が有意に低下した。従って、
DNA pol λ も 8-oxo-dGTP が誘発する変異に
対しては促進的に作用することを明らかと
した。また、この結果から、WRN と DNA pol 
λ の関連が強く示唆された。 
 
(3) WRN と DNA pol λ のダブルノックダウ
ン 
 WRN と DNA pol λ の ダブルノックダウン
を行うために、両遺伝子に対する siRNA を
導入してウエスタンブロットにより蛋白質
量の減少を調べた。その結果、シングルノッ
クダウンの条件に比較してノックダウン効
率が減少している（標的蛋白質が残存してい
る）画像が得られた。WRN と DNA pol λ の



シングルノックダウン及びダブルノックダ
ウン細胞に、8-oxoG:C 対を有するプラスミ
ドを導入した。その結果、いずれの場合も対
照細胞に比較して、変異誘発能の上昇が観察
された。ノックダウン効率が異なるため単純
比較はできないが、変異体率は ダブルノッ
クダウン細胞 > WRN ノックダウン細胞 > 
DNA pol λ ノックダウン細胞 > 対照細胞の
序列であった。また、遠隔作用変異に関して
は、ダブルノックダウン細胞と WRN ノック
ダウン細胞が同程度であったことから、WRN 
と DNA pol λ が遠隔作用変異を抑制する同
一経路上にある可能性が示唆された。一方、
8-oxoG → T 変異に関してはダブルノック
ダウンにより相加的な変異率上昇が観察さ
れたことから、この変異に関しては両者は別
経路で抑制している可能性が示唆された。 
 
(4) WRN ノックアウト細胞樹立の試み 
 Cas9 の実験系を用いて WRN を欠損させ
た U2OS 細胞を作製することを試みた。まず、
Cas9 発現プラスミドと guide RNA 発現プラ
スミドの共導入を行った。しかし、WRN ノッ
クアウト細胞は得られなかった。次に、guide 
RNA として鎖長 60 の合成 RNA を 4 種類作
製し、試験管内での標的 DNA 切断を調べた
ところ、全ての場合に切断が観察された。し
かし、Cas9 発現プラスミドと合成 guide RNA 
を共導入したが、WRN ノックアウト細胞は得
られなかった。 
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