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研究成果の概要（和文）：体内突然変異検出用遺伝子導入動物gpt deltaマウスに、酸化ストレス誘導剤・臭素
酸カリウムを経口投与し突然変異を解析した。その結果、小腸で5’-TGAA-3’の配列のグアノシン残基（dG）に
G-to-T transversion（点突然変異の一種）が発生していたが、さらに、このdGに8-オキソデオキシグアノシン
が生成していることを見出した。また、DNAミスマッチ修復酵素・Msh2が欠失したgpt deltaマウスを作出し、臭
素酸カリウムを投与したところ、アデノシン残基（A）が連続した配列で1塩基のAの欠失や挿入が観察され、こ
の点突然変異も酸化ストレスの誘導を特徴づけることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：To characterize mutations induced by oxidative stress, we analyzed the 
mutants arisen in gpt delta mine (transgenic mice for detecting in vivo mutation) to which a model 
oxidative stress inducer, potassium bromate, was orally administrated, resulting that G-to-T 
transversion was induced on dG (deoxyguanosine) residue on a sequence of 5’-TGAA-5’ of gpt gene in
 the small intestine. We also observed that this dG was oxidized to 8-oxo-deoxyguanosine. In Msh2 
(DNA mismatch repair enzyme)-deficient gpt delta mice, administration of potassium bromate induced 
one base deletion and one base insertion of dA (deoxyadenosine) on dA-run sequences. These point 
mutations are shown to be those characteristics to generation of oxidative stress.

研究分野： 毒性学

キーワード： 変異原物質　酸化ストレス　発がん　リスク評価　体内変異原性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酸化ストレスによる酸化的DNA損傷の発生は、発がんと強い関連性があるとされるが、活性酸素種が「ゲノム 
DNA 上のどのような位置で高頻度にDNA損傷を引き起こし、突然変異誘導して発がんに至るか？」といった課題
は未解決である。臭素酸カリウムの投与によりマウス小腸に発生した腫瘍において、がん原性遺伝子（Apc）に
5’-T(A)GAA-3’での点突然変異が発生していることはすでに知られているが、酸化ストレスが5’-TGAA-3’な
ど特定の塩基配列上で8-オキソデオキシグアノシン（8-oxo-dG）を生成し、さらに、突然変異を誘発して、腫瘍
発生の原因となることを示唆する知見を初めて得ることができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
酸素呼吸は生命維持に必須である。一方、生体内の代謝過程で酸素ラジカルなどの活性酸素

種が生成し、酸化ストレスを引き起こすことで、有害作用をもたらす原因にもなると考えられ
ている。生体内での酸化ストレスは様々の生体分子レベルでの変化として現れる。例えば、活
性酸素種は DNA のグアニン（G）塩基を酸化し 8-オキソデオキシグアノシン（8-oxo-dG）な
どの酸化的 DNA 付加体を生成する。多様な分子レベルの影響は、重層的に絡み合うことで生
体恒常性を攪乱し、有害作用を引き起こすと理解されている。中でも、8-oxo-dG など酸化的 
DNA 付加体の生成は突然変異を誘導し、さらに、がんを誘発することが明らかになっている
ことから、数多くの酸化ストレスの影響の中でもその変異原性は特に重要である。 
本研究の代表者・青木は、酸化ストレスの誘導剤である臭素酸カリウム（KBrO3）を 0.06、

0.2、0.6 g/L の用量で、in vivo mutagenesis（体内突然変異）検出用遺伝子導入マウス・gpt delta
マウスに 90 日間経口投与すると、0.6 g/L の用量で小腸において gpt 遺伝子の 5’-TGAA-3’配列
中の G 塩基（406 番塩基）に G-to-T transversion が誘導されることを見出した（Y. Aoki: 11th 
International Conference of Environmental Mutagens, Foz do Iguassu, Brazil, Nov. 2013）。 
一方、研究分担者・續は G-to-T transversion の修復に関与する塩基除去修復酵素 Mutyh 遺

伝子の欠損マウスへの KBrO3 の経口投与で、小腸に腫瘍が多発することを見出した。また、
発生した腫瘍のβ-カテニン遺伝子（Ctnnb1）の変異解析を行い、GSK-3βによるリン酸化部
位である33、37番目のセリンとその近傍のアミノ酸をコードする部位に突然変異を検出した。
これらの突然変異の殆どが 5’-AGAA-3’や 5’-TGAA-3’配列中の G 塩基に生じた G-to-T 
transversion であった。（T. Isoda et al., Int. J. Biol. Sci. 10, 940-947, 2014） 
上記の知見を総合的に考察すると、酸化ストレスは様々な DNA 損傷を誘発する中で、がん

のターゲット遺伝子の特定の塩基配列上に突然変異を引き起こし、 がん誘発に大きく寄与して
いると考えられる。本研究は、この可能性を検証し、酸化ストレスによる発がんメカニズムを
理解するために実施することとした。 

 
２．研究の目的 
 酸化ストレスによる 8-oxo-dG などの酸化的 DNA 損傷の発生は、発がんと強い関連性があ
るとされるが、活性酸素種が「ゲノム DNA 上のどのような位置で高頻度に DNA 損傷を引き
起こし、突然変異誘導して発がんに至るか？」といった課題は未解決である。本研究では、酸
化ストレスによる突然変異を高頻度で発生するゲノム DNA 上の特定の塩基配列部分（ホット
スポット）を同定し、さらに、このような特徴的な突然変異が、Msh2 等 DNA 修復酵素遺伝
子欠損マウスにおいて、酸化ストレス誘導剤の投与で誘発した腫瘍の発がんターゲット遺伝子
でも発生していることを明らかにする。これにより、8-oxo-dG などの生成により誘導される
突然変異の特性を解析し、突然変異のホットスポットの誘導が、酸化ストレスによる発がんの
引き金になっている可能性を検証する。 
 
３．研究の方法 

gpt delta マウスに酸化ストレス誘導剤を投与や炎症により、小腸や肺で発生した突然変異の
スペクトルを解析し、さらに、酸化ストレスにより発生する突然変異のホットスポットを同定
する。次に、酸化ストレスの突然変異スポット発生への寄与を解明するために、Msh2 など DNA
修復酵素遺伝子が欠損した高感受性のマウスに、KBrO3などの酸化ストレス誘導剤投与により
酸化ストレスを誘導し、突然変異のホットスポットが存在するかを明らかにする。 
 
（１）酸化ストレス誘導剤投与による突然変異ホットスポットの解析：  
①小腸；KBrO3を gpt delta マウスに飲水経口投与する。用量は 0.6 g/L あるいは 2 g/L で

4-12 週間投与する。同様の酸化ストレス誘導剤として、亜ヒ酸 Na や重クロム酸 Na の投与実
験を行う。 ②肺；1,2-ナフトキノンを gpt delta マウスの肺内に、2 週間の間をおいて 2 回気
管内投与する。 
小腸上皮組織や肺を採取してゲノム DNA を抽出し、変異体 gpt 遺伝子をゲノム DNA から

回収し DNA 塩基配列を決定する。これにより、406 番塩基（GAA 配列中の G 塩基）の‘G→T
塩基置換’や他の小腸で酸化ストレスにより誘導される突然変異のホットスポットを同定する。 
さらに、谷口らが開発した primer extension 法による DNA 塩基位置特異的 8-oxo-dG 生成

の同定手法（Taniguchi Y. et al. Angew Chem Int Ed Engl. 2015;54:5147-51）を用いて、
gpt 遺伝子の 406 番塩基（5’-TGAA-3’配列中の G 塩基）における 8-oxo-dG の生成を確認する。 
 
（２）炎症により誘導される突然変異ホットスポットの同定： 
炎症は酸化ストレスを惹起することが知られている。薬剤投与によらない酸化ストレスによ

る突然変異誘導を解析するために、その予試験として、C57BL マウスに炎症誘導剤・デキスト
ラン硫酸ナトリウム（DSS）および KBrO3 を経口投与して大腸に炎症を誘導し、さらに腫瘍
の誘発を確認する。DSS 投与による炎症モデル系には、共同研究者・羽倉昌志（エーザイ㈱つ
くば安全性研究部）が多くの経験を持ち、本研究に適切なアドバイス等を頂いた。腫瘍が誘発
された場合は、gpt delta マウスに（DSS）および KBrO3を投与し、大腸など消化管上皮組織
から DNA を抽出し、炎症と酸化ストレスにより突然変異頻度がどの程度上昇するかを評価す



る。 
 
（３）DNA 修復酵素 Msh2 遺伝子欠損 gpt delta マウスにおけるホットスポットの同定 

DNA ミスマッチ修復酵素 Msh2 遺伝子の欠損マウス・Msh2(-/-)マウスと gpt delta マウスを
交配し、Msh2(-/-)gpt(+/0)の遺伝型をもつマウス（Msh2-KO gpt delta マウス）を作出する。 

Msh2-KO gpt delta マウスと野生型 gpt delta マウスに、KBrO3を 1.5 g/L の用量で、4 週間
飲水経口投与する。小腸上皮組織を採取してゲノム DNA を抽出し、体内で発生した突然変異
を解析する。これにより、ミスマッチ修復欠損、あるいはミスマッチ修復欠損下での酸化スト
レス誘導剤投与により、突然変異頻度がどの程度上昇するかを評価する。さらに、5’-TGAA-3’
配列中の G 塩基（406 番塩基）の G-to-T transversion のほかに、どの様な突然変異のホット
スポットが出現するかを明らかにする。 
また、Msh2(-/-)マウスの小腸に自然発生した腫瘍および小腸の腫瘍周辺の正常組織、また、

基本的に器官形成後には細胞分裂を行わない状態の心臓から DNA を調製してエクソーム解析
（対象塩基配列：50Mb）を行う。 
 
４． 研究成果 
（１）酸化ストレス誘導剤投与による突然変異ホットスポットの誘発：  

gpt delta マウスに、0.2、0.6、2 g/L KBrO3を 4 週間飲水経口投与し、投与終了日の翌日に
小腸上皮粘膜を採取した。谷口らが開発した primer extension 法を用いて解析したところ、
G-to-T transversion が発生する 0.6、2 g/L KBrO3 の用量で、gpt 遺伝子の 406 番塩基
（5’-TGAA-3’配列中の G 塩基）に 8-oxo-dG の生成が確認できた。この配列での G-to-T 
transversion は KBrO3が誘発する小腸腫瘍の Apc 遺伝子でも検出されており、特定の塩基配
列における 8-oxo-G の生成が突然変異を誘発し、腫瘍発生の原因となることを示唆する知見を
初めて得ることができた。 
酸化ストレス誘導剤として、亜ヒ酸 Na や重クロム酸 Na の投与実験を行った。86 mg/kg の

亜ヒ酸 Na を 3 週間オス C57BL マウスに混餌投与したが、小腸での腫瘍発生は認められなか
った。また、重クロム酸 Na を、最高用量 257.4 g/L で 28 日間、最高用量 85.7 g/L で 90 日間
オス gpt delta マウスに飲水投与したが、小腸粘膜での突然変異頻度の上昇は見られなかった。 

1,2-ナフトキノンを 300 ng および 600 ng を肺内に 2 回投与すると、600 ng の用量で G-to-T 
transversion の発生頻度が優位に増加した。 

 
（２）薬剤投与によらない酸化ストレスによる突然変異誘導の解析：  

2 g/L KBrO3を C57BL マウスに 4 週間飲水投与した後、1％デキストラン硫酸ナトリウム
（DSS）を 1 週間さらに飲水投与し炎症を誘導した。酸化ストレスと炎症により小腸と大腸に
腫瘍が発生することを期待したが、投与終了後 3 か月後および 6 か月後の解剖でも、腫瘍は観
察されなかった。 
 
（３）DNA 修復酵素 Msh2 遺伝子欠損 gpt delta マウスにおけるホットスポットの同定 
 Msh2-KO gpt delta マウスに KBrO3を経口投与し、小腸における突然変異を解析した結果、
Msh2 欠損により突然変異体発生頻度は野生型マウスに比べて約 9 倍有意に上昇した。また、
G-to-A transition と G-to-T transversion の発生頻度も、それぞれ約 15 倍、および約 6 倍有意
にした。突然変異発生頻度を解析した場合にも、同様の上昇が観察された。しかし、さらに
KBrO3を投与しても突然変異（体）発生頻度に上昇は見られなかった。一方、突然変異のスペ
クトルを解析したところ、KBrO3 を投与した Msh2-KO gpt delta マウスでは、非投与の
Msh2-KO マウスより高い頻度で、A 塩基の 4 塩基あるいは 5 塩基の連続配列での一塩基フレ
ームシフト変異（7-12 番塩基での 1 塩基欠失、315-318 番塩基での 1 塩基欠失、342-345 番塩
基での 1 塩基欠失と挿入）が検出された。しかしながら、KBrO3を投与による 406 番塩基での
G-to-T transversion は観察されなかった。 
他の体内突然変異検出用遺伝子導入マウス（大腸菌のストレプトマイシン感受性決定遺伝子

rpsL を遺伝子導入したマウス）から作出した Msh2-KO rpsL—Tg マウスに同様に臭素酸カリ
ウムを投与し、小腸に誘発される突然変異頻度および変異スペクトルを解析した。突然変異頻
度は野生型マウスに比べ約２０倍高く、KBrO3によりさらに上昇した。変異のスペクトルを解
析したところ、G-to-A transition、および Msh2-KO gpt delta マウスと同様の A 塩基の連続配
列での一塩基フレームシフト変異が高頻度に検出され、酸化剤投与でこれらの変異がさらに上
昇した。A 塩基の連続配列での一塩基フレームシフト変異は Msh2 遺伝子欠損状態での酸化ス
トレスの影響による突然変異ホットスポットの可能性がある。 

Msh2 遺伝子欠損マウスの小腸に自然発生した腫瘍、小腸の腫瘍周辺の正常組織、心臓のサ
ンプルでコールされた 1000 以上の変異サイトをフィルタリングした結果、腫瘍特異的変異と
して一塩基置換約 800、欠失／挿入約 500 サイトが検出された。特にマイクロサテライト配列
での数ユニットの増減が多数検出された。今後、変異サイトの配列特徴などの詳細な解析を進
める必要がある。 

Msh2 遺伝子および gpt 遺伝子導入の位置は共に 17 番染色体であるため、Msh2-KO gpt 
delta マウスでは 17 番染色体上で相同組換えが発生している可能性があった。そこで、次世代



シークエンサーにより全ゲノム解析を行ったところ、Msh2 遺伝子と gpt 遺伝子は共に 17 番染
色体上に存在しており、予想通りの相同組換えの発生が確認された。 
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