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研究成果の概要（和文）：突然変異とDNA複製には密接な相関関係があり、神経系などの細胞分裂がほとんど起
きないサイレントな組織ではDNA複製の頻度も少なく突然変異は生じにくいとされているが、実際にはサイレン
トな組織・細胞でも突然変異や癌が生じる。サイレントな組織・細胞での突然変異発生メカニズムとして、"転
写に関連した突然変異生成"に着目し、それを解析するための新たな突然変異解析系を開発した。これを用いた
解析の結果、ドキシサイクリン誘導により標的遺伝子カセット上に転写装置を通過させることで、転写非誘導時
と比較して突然変異体頻度が5倍程度上昇することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：It is well known that mutagenesis is correlated positively to DNA 
replication, therefore, mutation(s) are rarely or hardly occurred in terminally differentiated and 
non-dividing silent cells e.g. neural cells in brain. However, cancer and mutations are actually 
induced in these silent tissues. Besides DNA replication, transcription which is the main molecular 
mechanism of gene expression system is the cellar function acting to DNA directly. To know the 
details of mutagenesis in these silent conditions, we here developed a new test system for analyzing
 “transcription-associated mutagenesis” in higher eukaryotes. Using this test system, we observed 
that highly-induced transcription by the addition of doxycycline resulted in five-times higher 
mutant frequency comparing to the negative control group.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
突然変異とDNA複製には密接な正の相関関係があるとされており、これまではDNA複製の頻度が低い、あるいは細
胞分裂活性が低い状態での突然変異生成についての研究は、酵母を用いたごくわずかであった。今回、"転写に
関連した突然変異生成"を解析する新規実験系を確立したことで、これまで不明であった遺伝子発現過程によっ
て生じる突然変異生成のメカニズムを解明することにつながり、さらには神経系などの細胞分裂がほとんど起き
ないサイレントな組織での突然変異生成や発癌過程メカニズムの解明につながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
DNAは、日光紫外線、放射線、化学物質などの外的な要因、また生体の活動によって生じる
活性酸素などの内的な要因により常に損傷を受けている。加えて、転写や DNA複製などの DNA
代謝に関わる DNA topoisomerase I （TOP1）などのタンパク質の影響も考慮しなければならない。 

DNA 複製、DNA 修復、転写、クロマチン構造変換および免疫グロブリンクラススイッチな
どと、TOP1 そのものおよび"TOP1-DNA 間共有結合体（TOP1-cc）"修復機構などは密接に相関
し、これらは"転写に関連した突然変異生成" (transcription-associated mutagenesis; TAM)にお
いても重要な役割を果たしていると考えられるが、どのようなメカニズムでそれぞれが相関し
ているのか、各 DNA修復系に TOP1が直接的に必要であるのか、また、TOP1-ccの修復機構に
各 DNA修復因子がどのように必要であるのか、そしてこれらが免疫系の多様性や TAM とどの
ように相関しているのか、など全く明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 

TOP1の分子制御機構の破綻は TOP1自身が内的 DNA損傷となり、転写に負の影響を与え
ることで神経症状を示す遺伝性疾患の原因となる。TOP1は FACTなどのヒストンシャペロン、
転写制御因子および DNA 修復因子などと相互作用する。FACT と TOP1 の相互作用は、
activation-induced cytidine deaminase (AID)による免疫グロブリンのクラススイッチにおける
DNA鎖切断や体細胞超突然変異において重要な役割を果たす。大規模な癌解析では、発癌過程
において AID とそのファミリーが突然変異の誘発に関与していることが示されている。また、
酵母では高頻度の転写により TOP1を介在して突然変異が誘発される。これらのことから、TAM
において TOP1 を介した突然変異の発生と抑制の複雑な相関関係が存在すると予想されるが、
その詳細は不明である。この詳細を明らかにするために、突然変異検出のための標的遺伝子カセ
ット上での転写を自在に制御した実験系を樹立し、DNA修復系、クロマチン制御、免疫突然変
異誘発系、TOP1と TAMの相関を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

TOP1と TOP1相互作用因子をノックダウン法などで発現調整することで、相互の物理的・機
能的相関を明らかにする。また、従来用いられている gptアッセイを応用し、Tet-On Expression 
Systemを用いて「転写を自在に制御した状況下における突然変異を解析する試験系」を樹立し、
TAM によって生じる突然変異の背景データを得る。樹立した実験系を用いて、それぞれの因子
の発現調整条件下において、DNA 損傷誘導時の TAM による突然変異の発生と抑制の相互機能
を明らかにする。 
 
４．研究成果 
ヒト培養細胞株を用いて TOP1 相互作用因子を siRNA により発現抑制(ノックダウン)および
過剰発現した条件下において、細胞生物学的な解析を実施した。その結果、TOP1、PARP1およ
び FACT(SPT16)などの発現抑制条件をより詳細に決定することができた。 
「転写を自在に制御した状況下における突然変異を解析する試験系」のためのファージ DNA
コンストラクトを樹立した（図 1）。このシステムでは Tet-On Expression Systemを用いて、突然
変異解析のための大腸菌標的遺伝子 gpt カセット上を転写装置が通過するように、DOX 依存的

な転写発現誘導を
行う。DOX依存的
な転写発現誘導に
は、リバーステト
ラサイクリン制御
性トランス活性化
因子（rtTA）が必要
となる。rtTA を発
現する CHO 細胞
および 293 細胞は

商業ベースで入手できる。そこで、作成したファージ DNAコンストラクトを、rtTAを発現する
CHO 細胞および 293 細胞にリポフェクション、リン酸カルシウム法、またはエレクトロポレー
ション法を用いてトランスフェクトし、安定にファージ DNAコンストラクトが導入された細胞
株の作成を試みた。その結果、CHO細胞には完全長のファージ DNAコンストラクトが導入され
たが、293細胞に導入されたファージ DNAコンストラクトは断片化していることが判明した。
そこで、rtTA を発現し、かつ DOX により転写が誘導できることを確認したヒト線維芽細胞株
（Tet/ FS3hTERT）を独自に樹立してこれにファージ DNA コンストラクトの導入を同様の方法
で試みたが、安定にファージ DNAコンストラクトが導入されたヒト細胞株を得ることができな
かった。これらのことから、ファージ DNAコンストラクトが長大であるため、従来の方法では
ヒト細胞に導入することが困難であると考えられた。 
安定にファージ DNAコンストラクトが導入された CHO細胞を用いて TAMの解析を実施し
た。DOX 誘導により gpt カセット上に転写装置を通過させることで、転写非誘導時と比較して
突然変異体頻度が 5倍程度上昇することを明らかにした。加えて、DNA損傷誘導時にはさらに



転写誘導によって非誘導時と比較して突然変異体頻度が大幅に上昇することを明らかにした。
他方、先に決定した TOP1相互作用因子の発現調整はヒトのタンパク質を標的としたものであっ
たので、ハムスター由来の CHO細胞には適応できなかった。今回の成果で、作成したファージ
DNA コンストラクトは「転写を自在に制御した状況下における突然変異を解析する試験系」と
して非常に有効であることが明らかになったが、今後の課題としては、TAM における各因子の
相関関係を詳細に解析するために、TOP1や相互作用因子の発現調整が可能なヒトやマウスの細
胞株の樹立が必須である。 
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