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研究成果の概要（和文）：酸化ストレスに依存して形成されるMUTYH複合体をイムノブロット法で解析した結
果、MSH2, MSH6, PCNA以外に新たにDNA polymeraseδおよびMLH1を検出した。MUTYHとMSH2の相互作用は
8-oxo-dGua投与された細胞でも観察され、この複合体の形成には8-oxoGが関与していることが示唆された。酸化
ストレスを負荷された細胞では一過性のPCNAのモノユビキチン化が起こるが、この複合体中のPCNAはユビキチン
化を受けていない。リンチ症候群で見出されるMSH2変異体およびあるDNA polymeraseδ変異体はMUTYHと酸化ス
トレス依存複合体形成をしない。

研究成果の概要（英文）：We observed an oxidative stress-dependent complex formation of MUTYH and 
mismatch repair factors. Using anti-FLAG antibody, we purified the complex from FLAG-tagged MUTYH 
expressing human cells. Western blot analyses revealed that the complex contained DNA polymerase δ 
and MLH 1 in addition to MSH 2, MSH 6, and PCNA. The interaction between MUTYH and MSH2 was also 
observed in the 8-oxo-dGua administered cells, suggesting that 8-oxoG is involved in the formation 
of this complex. In cells loaded with oxidative stress, transient mono-ubiquitination of PCNA 
occurs, but PCNA in this complex has not undergone ubiquitination. Certain MSH2 mutants found in 
Lynch syndrome and a DNA polymerase δ mutant do not form the oxidative stress-dependent complexes 
with MUTYH. These results suggested that DNA polymerase δ as well as MSH2 might be involved in 
molecular mechanisms underlying oxidative stress induced cell-death. 

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景	 
	 酸素を含む大気中で生活している生物の
体内では通常の代謝活動によって種々の活
性酸素種が生じ、それらは DNA やヌクレオチ
ドを酸化する。様々な酸化 DNA 損傷の中で、
グアニン塩基の酸化体 8-オキソグアニン
(8-oxoG)はシトシンと同程度にアデニンと
も対合できるので突然変異の原因となる。こ
の 8-oxoG によるゲノム不安定性に対処する
ために生物は種々の酵素系を持っている。ヒ
トでは、OGG1 と MUTYH が DNA 中の 8-oxoG に
起因する突然変異を抑制し、MTH1 がヌクレオ
チドプール中に生じた 8-oxo-dGTP を分解す
ることで、DNA 複製の際に 8-oxoG が DNA へ取
り込まれるのを防いでいる。酸化ストレスは
大腸菌の自然突然変異の主な原因であるこ
とが明らかにされているが（Sakai	 et	 al,	 
2006）、我々も酸化 DNA 損傷の修復に関わる
これらの遺伝子の欠損がマウスの自然突然
変異と自然発がんの頻度を上昇させること
を明らかにしてきた（Tsuzuki	 et	 al,	 2001,	 
Egashira	 et	 al,	 2002,	 Sakamoto	 et	 al,2007）。	 
	 最近、我々は酸化ストレスに起因する突然
変異頻度の上昇と、発がん変異頻度の上昇は
必ずしも一致しせず、酸化ストレスによる能
動的な細胞死がもう一つの大きなファクタ
ーとして関与していることを示唆する研究
結果を得ている。すなわち、酸化 DNA 損傷を
修復する各種 DNA 修復酵素を欠損したマウス
を用いた酸化剤誘発突然変異・発がん実験の
結果、MTH1 や OGG1 の欠損は突然変異を上昇
させるが、発がん頻度はあまり上昇させない
のに対し、MUTYH やミスマッチ修復因子 MSH2
の欠損は突然変異および発がんの頻度を劇
的に上昇させる。MSH2 が欠損した細胞や
MUTYH の発現が低下した細胞は酸化ストレス
誘発細胞死に抵抗性を示すことが明らかに
されている。（DeWeese	 et	 al.	 1998,	 Oka	 et	 
al.2008）。ヒトにおいては、ミスマッチ修復
因子 MSH2 の変異は大腸がん(HNPCC)をはじめ
として様々な癌を多発するリンチ症候群の
原因となる。また、最近になり MUTYH がヒト
の遺伝性大腸がんの原因遺伝子として同定
された。ミスマッチ修復因子と MUTYH は共に
DNA 修復反応と細胞死誘導に関わっているが、
これまでの我々の研究で、突然変異の抑制よ
りはむしろ DNA 損傷による細胞死の誘導の方
が消化管発がん抑制に大きく寄与している
ことが明らかになっている。これらの結果は、
MSH2やMUTYHが制御している細胞死の誘導は、
自然発がんを抑制する重要な細胞機能であ
ることを示している。両者の DNA 修復反応に
関する解析は大きな進展が見られているの
に対し、細胞死誘導反応の研究は幾つかの関
与する因子が報告されている段階に止まっ
ているのが現状である。	 
	 活性酸素種による DNA 傷害は生物が地球上
で生きていく上で避けられないリスクであ
り、酸化ストレスによる能動的な細胞死の解
明は、加齢と共に発症が上昇する発がんや神

経変性疾患の予防法を研究する上で重要で
ある。また、最近ミスマッチ修復因子と同様
に、MUTYH が酸化ストレスのみならずアルキ
ル化損傷に対する応答にも関与することを
示唆する結果が発表されており、ミスマッチ
修復因子と MUTYH の細胞死誘導における機能
を明らかにすることは、高等生物がもつ環境
ストレスに対する普遍的な応答機構を分子
レベルで解き明かすことに繋がると考えら
れる。	 
	 
２．研究の目的	 
ミスマッチ修復因子MSH2は MSH6およびMSH3
とヘテロ 2 量体を形成して、DNA 中の様々な
塩基ミスペアを認識する。また、MUTYH は DNA
修復酵素で、複製の際に鋳型鎖の 8-oxoG に
対して取り込まれたアデニンを除去し、G:C
→T:A 変異を抑制している。MUTYH は他の DNA
修復関連タンパク質と相互作用する。中でも
ミスマッチ修復因子 MSH6 や Proliferating	 
Cell	 Nuclear	 Antigen	 (PCNA)との相互作用
は、修復の際に DNA の鋳型鎖と新生鎖を区別
する上で重要ではないかと想像されている
が、in	 vitro 酵素反応系を用いた研究では、
これらの相互作用が MUTYH の DNA 修復能に影
響を与えることを示す証拠は得られていな
い。我々は、MUTYH と MutSα	 (MSH2:MSH6 ヘ
テロ２量体)および PCNA との複合体が酸化剤
臭素酸カリウムで処理された細胞で特異的
に形成されることを見出した。この複合体は
酸化剤処理後約 20 時間以降で顕著に形成さ
れ、DNA 修復複合体とは異なりクロマチンと
強固には結合していない。酸化ストレス誘発
細胞死に関わる２つの因子（MUTYH と MutSα）
が、酸化ストレスにより複合体を形成するこ
とから、この複合体形成は酸化ストレスによ
り誘導される細胞死に密接に関与している
ことが考えられる。本研究では酸化ストレス
によって誘導される細胞死の分子機構を明
らかにするために、MUTYH／MutSa／PCNA 複合
体形成の分子機序解明を目的とする。	 
	 
３．研究の方法	 
１）酸化ストレス誘発細胞死誘導時のMUTYH
タンパク質複合体の解析	 
	 MUTYH は MutSαの構成因子 MSH6,	 Ape1,	 
PCNA と直接することが報告されている。Ape1
との相互作用は DNA 修復能を増強するが、MMR
タンパク質や PCNA との相互作用は、MUTYH の
DNA 修復能に影響を与えない。MUTYH と複合
体を形成する MMR タンパク質と PCNA はアル
キル化剤による細胞死誘導時に相互作用が
増強されることが明らかになっている。さら
に、MUTYH は DNA 損傷応答に重要な働きをす
る Rad9-Hus1-Rad1	 (9-1-1)	 複合体とも相互
作用することが報告されている。従って、
MUTYH はこれらの相互作用を介して細胞死誘
導に重要な働きをしていることが考えられ
る。酸化ストレスを負荷された細胞における、
これらの因子との相互作用を検討するため



に、Flag-MUTYH を安定に発現する細胞株を実
験材料に用い、酸化ストレス負荷により形成
される複合体を抗 Flag 抗体による免疫沈降
法により単離する。上記因子を含む損傷応答
関連因子の抗体を用いたイムノブロット法
により単離した複合体の解析を行う。	 
２）酸化ストレス誘発時のMUTYHとMutSαお
よびPCNAの相互作用の解析	 
	 MUTYHの PCNA結合領域に含まれる524番目
のセリン(S524)がリン酸化されることが報
告された。酸化ストレス負荷と S524 のリン
酸化との関連は不明であるが、PCNA との相互
作用に影響することが考えられる。酸化スト
レスにより形成される複合体に含まれてい
る MUTYH のリン酸化状態を解析する。また、
酸化ストレス誘発 MUTYH／MutSα／PCNA 複合
体形成の詳細について検討する。	 
３）変異体を用いた、MUTYH／MutSa／PCNA 複
合体形成と酸化 DNA 損傷による突然変異抑制
（DNA 修復）と細胞死誘導への影響の検討	 
	 1）、2）の解析を通じて複合体形成に影響
する因子およびそれらの変異体を作製して、
酸化ストレス誘発細胞死や突然変異誘発に
関して解析する。また、他の環境ストレスで
あるアルキル化剤に対する応答に関しても
同様な解析を行う。	 
	 
４．研究成果	 
１）細胞死誘導時のMUTYHタンパク質複合体の
解析	 	 
	 KBrO3処理したFlag-MUTYH安定発現HEK293
細胞より、酸化ストレスにより形成される複
合体を抗 Flag 抗体による免疫沈降法により
単離し、MUTYH と複合体を形成するタンパク
質群をイムノブロット法で検討した。その結
果、MSH2,	 MSH6,	 PCNA 以外に新たに DNA	 
polymeraseδおよび MLH1 が複合体に含まれ
ることを明らかにした。しかし、抗 Rad9 抗
体、抗 Rad１抗体あるいは抗 Hus1 抗体を用い
てイムノブロット法で検討したが、9-1-1 複
合体との相互作用は確認できなかった。細胞
抽出液の調整法や DNA 損傷の条件を検討して
解析を行ったが、他の研究者により報告され
ているようなMUTYH	 と9-1-1複合体との相互
作用は確認できなかった。MNU 処理した
Flag-MUTYH 安定発現 HEK293 細胞よりアルキ
ル化 DNA 損傷により形成される複合体を抗
Flag 抗体による免疫沈降法により単離し、
MUTYH と複合体を形成するタンパク質群をイ
ムノブロット法で検討した。その結果、MSH2,	 
MSH6,	 PCNA,	 MLH1 は複合体を形成したが
MUTYH および 9-1-1 との相互作用は確認でき
なかった。	 
２）酸化ストレス誘発時のMUTYHとMutSαお
よびPCNAの相互作用の解析	 	 
	 KBrO3処理による細胞への酸化ストレスの
付与では、8-oxoG以外にも多くのDNA損傷が誘
導される。複合体形成と8-oxoGとの相関を解
析するために、8-oxo-guanosine(8-oxo-dGua)
投与実験を行った。MUTYHとMSH2の相互作用は

8-oxo-dGua投与された細胞でも観察され、投
与後0.5〜3時間で時間の経過とともに複合体
は増加し、24時間後には0.5時間後と同レベル
まで減少していた。これらの結果は、複合体
の形成に8-oxoGが関与していることを示唆す
る。	 
	 50mM	 KBrO3で1時間処理すると、処理後0.5時
間で一過性の強いMUTYHとPCNAの相互作用が
観察された。酸化ストレスを負荷された細胞
では処理後0.5〜3時間に一過性のPCNAのモノ
ユビキチン化	 (mUb-PCNA)	 が起こることが報
告されているが、この処理ではPCNAのユビキ
チン化は検出されなかった。報告されている
条件（1mM	 H2O2処理1時間）でFLAG-MUTYHを発
現させた細胞を処理し、同様に細胞抽出液を
調整して解析したが、H2O2処理によるmUb-PCNA
の顕著な生成は認められなかった。	 
	 MUTYHのPCNA結合領域に含まれる524番目の
セリン(S524)がリン酸化されることが報告さ
れているが、これまでに我々の実験系では酸
化ストレス負荷によるMUTYHのリン酸化は観
察できていない。	 
３）変異体を用いた、MUTYH／MutSa／PCNA 複
合体形成と酸化 DNA 損傷による突然変異抑制
（DNA 修復）と細胞死誘導への影響の検討	 
	 リンチ症候群で見出されるMSH2変異体を持
つヒト細胞をCRISPR/Cas9を用いて作製した。
この細胞では自然突然変異率が上昇しており、
アルキル化剤による細胞死の誘導が起きない。
この細胞にF-MUTYHを発現させて50	 mM	 KBrO3
および0.2mM	 H2O2処理後、MUTYHとMutSαとの
相互作用を検討した。その結果、変異体細胞
では、酸化ストレスによるMUTYHとMutSαとの
相互作用は確認できなかった。面白いことに、
作製したMSH2変異体の1つでは未処理でも
mUb-PCNAの生成が亢進していた。野生型細胞
と異なり、H2O2処理ではこの細胞のmUb-PCNA
は増加しなかった。これらの結果は、この変
異体MSH2の特性と酸化ストレスによるPCNAの
ユビキチン化との関連を示唆する。	 
	 1）で酸化ストレス負荷された細胞内では
MUTYHとDNA	 polymeraseδと相互作用するこ
とを見出したが、CRISPR/Cas9を用いて作製し
たDNA	 polymeraseδ変異体はMUTYHとは相互
作用しないことを見出した。DNA	 polymerase
δと酸化ストレス負荷による細胞死誘導との
関連は、今後の課題である。	 
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