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研究成果の概要（和文）：完全嫌気状態で増殖している大腸菌細胞の自然突然変異を解析するこ

とにより、酸素ラジカルが自然突然変異の主要な原因の１つになっていることを明らかにした。

特にホットスポット型の塩基置換は大部分が未知の酸化 DNA 損傷に起因することが強く示唆

された。また、スーパーオキシドによる変異誘発の経路を発見し、その過程にグリオキサール

が関与することを見いだした。さらに、ヌクレオチド除去修復機構が自然突然変異の発生に積

極的な役割を果たしていることを発見し、自然突然変異の新しい発生経路として NER 依存性経

路の重要性を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Studies of spontaneous mutations occurring in E. coli cells grown 
under a strict anaerobic condition revealed that oxygen radicals are a major cause of 
spontaneous mutations occurring in aerobically growing cells.  In particular, hotspot-type 
of base substitutions appeared to be caused by oxygen radicals.  We also found a 
mutagenic pathway caused by superoxide and one caused by nucleotide excision repair.   
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１．研究開始当初の背景 
 突然変異は発がんのプロセスで最も重要
なステップのひとつである。発がん物質や放
射線などの変異原による突然変異は、染色体
DNA 上の塩基の損傷や DNA 鎖自体の切断
などが DNA 複製に影響を及ぼすことにより

生じる。これまでに各種の変異原について、
それぞれの処理による DNA 損傷を同定して、
その損傷の修復過程や損傷が引き起こす生
化学的・生物学的効果が調べられてきた。し
かしながら、通常の成育条件下で生じる自然
突然変異については、その頻度が極めて低い



ことから、長い間その原因が何であるのかも
明確ではなかった。加齢に伴う発がんを考え
ると、その原因としての自然突然変異につい
ての理解が不可欠であることは間違いない。
自然突然変異の主要な原因は DNA 複製のエ
ラーであろうと長い間考えられてきた。実際、
複製エラーの頻度はヒトの一生涯に何万回
も発がんを引き起こすほど高い。生物にはこ
の複製エラーを修復・修正したり、さらには
エラーの予防を行う機能が存在しており、そ
のために通常は自然突然変異は極めて低い
レベルに制御されている。もしこのような変
異抑制機能に欠損が生じれば、生物は増殖に
伴い高率で変異を引き起こし、ひいては発が
ん率の上昇やがん細胞の悪性化を導く。その
ような機能を担うヒト遺伝子が家族性大腸
がん等の原因遺伝子となっていることは広
く知られている。実験的にも、大腸菌の自然
突然頻度が上昇した変異株（ミューテータ
ー）の遺伝学的・生化学的解析により、自然
突然変異の主要な原因が DNA 複製のエラー
である可能性が示唆されていた。しかしなが
ら、DNA 複製エラーはミスマッチ修復など
によりほぼ完璧に修正され、低い頻度で生じ
る自然突然変異の特徴は複製エラーの発生
の特徴と全く異なることが示された。むしろ、
自然突然変異の発生には、細胞活動に伴って
生じる中間代謝物や各種ラジカルによって
生じる DNA の自然損傷がより重要な要因で
あることが明らかにされた。しかし、細胞に
はこのような自然 DNA 損傷による変異誘発
を抑制する多様な修復システムも備わって
いるために、自然 DNA 損傷がどの程度に自
然突然変異の発生につながっているのかは
大きな謎として残った。 
 
２．研究の目的 
 本研究計画の主要な目的は、自然突然変異
の真の発生原因を明らかにし、それらを抑制
する機構を解明するとともに、生体内でのそ
れらの制御や生物学的あるいは医学的影響
を明らかにすることである。特に、酸素ラジ
カルによる DNA 損傷を中心にして、自然
DNA 損傷が誘発する突然変異の発生機構と
その抑制機構の解明に焦点をしぼる。 
 
３．研究の方法 
 極めて低い頻度で発生する自然突然変異
を鋭敏に検出して、変異の種類や発生部位を
塩基配列レベルで解析し、統計的にも高い信
頼度でデータを取得するために、分子遺伝学
的解析が最も進歩している大腸菌を主たる
材料にして研究を進めた。大腸菌の rpsL、
rpoBおよび thyA遺伝子を標的とする前進突
然変異検出系を開発・確立し、それらを用い
て、自然 DNA 損傷に起因する変異誘発経路
に関与する遺伝子の欠損株での自然突然変

異を詳細に解析した。これにより、自然 DNA
損傷の発生原因、特異的修復機構、損傷乗り
越え DNA 合成、組換え修復機構などの自然
突然変異に対する寄与度を検討した。 
 
 
４．研究成果 
（１）自然突然変異の発生に関与する活性酸
素種の同定 
 活性酸素種消去系や DNA修復系に欠損を持
つ様々な大腸菌の変異株を用いて、それらの
細胞中で酸素呼吸依存的に誘発される突然
変異の詳細な解析を行うことに加えて、完全
嫌気状態で増殖している大腸菌細胞の自然
突然変異を解析することにより、酸素ラジカ
ルの中でもハイドロキシラジカルが自然突
然変異の主要な原因になっていることを明
らかにした。特に、ホットスポット型の塩基
置換と GC→CGおよび AT→TAの非ホットスポ
ット型塩基置換の発生は、ほとんどが酸素ラ
ジカルに起因することが分かった。細胞には、
酸素ラジカルに対する各種の防御システム
や DNA 修復が備わっているにもかかわらず、
酸素ラジカルが自然突然変異の原因となっ
ていることが世界で初めて証明されたこと
になる。 
 さらに、酸化 DNA 損傷に起因する変異の誘
発経路や、その過程での DNA 修復の役割を明
らかにするために、rpsL、rpoB および thyA
遺伝子を標的とする前進突然変異検出系を
用いて、一重項酸素、スーパーオキシド、過
酸化水素、水酸ラジカルのそれぞれの自然突
然変異に対する寄与度を検討した。その結果、
スーパーオキシドディスムターゼ（SOD）欠
損株で生じる変異は、これまでに信じられて
きた過酸化水素や水酸ラジカルによる酸化
損傷が原因ではなく、別の特異的な活性酸素
種による酸化損傷が原因であることを発見
した。SOD 欠損株で生じる変異とその発生機
構の解明は、酸化的 DNA 損傷の発生と抑制を
理解する上できわめて重要であるが、生体内
のスーパーオキシドと反応して二次的な変
異原を生み出す低分子化合物の候補として
グリコールアルデヒドを見いだした。スーパ
ーオキシドによる変異誘発については、どの
ようなタイプの変異が誘発されるのか、また
その部位特異性についても検証を行った。ま
ず、グリオキシレースとアルドラーゼが欠損
している大腸菌をグリコールアルデヒドを
含む培地で培養し、その際に高頻度に発生す
る rpoB 遺伝子上の突然変異を多数サンプリ
ングして塩基配列決定により、変異の種類と
部位を同定した。その結果、グアニン塩基が
シトシンあるいはチミンに変化するものが
大部分であることが見いだされ、その発生部
位の分布から顕著なホットスポットが複数
存在することが分かった。 



 
（２）各種の酸素ラジカルに特異的な DNA 損
傷に起因する突然変異発生機構 
 酸素ラジカルによる自然 DNA損傷がどのよ
うにして変異の発生につながるのかについ
てはほとんど不明である。そこで、損傷乗り
越え型 DNA ポリメラーゼ（TLS Pol）が自然
突然変異に関与しているかどうかを、大腸菌
の３種の TLS Pol の単独、二重、および三重
欠損株を作成して自然突然変異の発生頻度
および発生パターンを精査した。その結果、
塩基置換については Pol IV のみが関与し、
大腸菌の自然塩基置換変異の約 50％は Pol 
IV に依存することを明らかにした。また、残
る 50%の塩基置換や一塩基フレームシフト変
異については TLS Pol が関与しないことから、
未知の変異誘発経路が存在している可能性
が浮かび上がってきた。さらに、組換え修復
経路が自然 DNA損傷による変異誘発の抑制に
重要な役割を果たしていることを明らかに
した。 
 
（３）ヌクレオチド除去修復に依存する自然
突然変異の発生経路 
 様々な種類の DNA損傷の修復に関与するヌ
クレオチド除去修復機構（NER）の欠損によ
り、自然突然変異が上昇するかどうかを調べ
たところ、予想に反して、NER 欠損株では塩
基置換の変異頻度が野生株の 1/2に低下する
ことが見いだされた。このことは、ヌクレオ
チド除去修復機構そのものが自然突然変異
の発生に積極的な役割を果たしていること
を意味する。NER の過剰発現株の解析結果か
らも、自然突然変異の新しい発生経路として
NER 依存性経路の重要性が明らかとなった。
興味深いことに、分裂を停止した細胞におい
ても NERの過剰発現は突然変異を誘発するこ
とが見いだされ、非増殖細胞における自然突
然変異の発生が可能であることが示された。
発がんの原因となる自然突然変異の発生プ
ロセスは増殖細胞に注目して研究が行われ
てきたが、今回の発見は非増殖細胞での変異
誘発の重要性を示唆するものと注目される。 
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