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研究成果の概要（和文）：8-オキソグアニン(8-oxoG)は，DNAやヌクレオチド中に生じる最も普
遍的な酸化損傷で，シトシンのみならずアデニンとも対合するため高い変異原性を有する。哺

乳動物ゲノムへの 8-oxoGの蓄積は，MTH1が 8-oxo-dGTPを 8-oxo-dGMPに分解し，OGG1が
DNA中のシトシンと対合した 8-oxoGを切り出すことによって最小限に抑えられている。一方，
MUTYHは複製時に 8-oxoGに対合したアデニンを切り出す。MUTYHの欠損は家族性大腸腺腫
症の原因となる。我々は，核およびミトコンドリア DNAに 8-oxoGが蓄積すると MUTYH依存
性の細胞死が誘導されることを発見し，その制御機構と発がん抑制における意義を解明した。 
	 

	 

研究成果の概要（英文）： 8-Oxoguanine (8-oxoG) is one of the major oxidative base lesions in 
DNA or nucleotides, and is highly mutagenic because it can pair with adenine as well as cytosine. 
To minimize accumulation of 8-oxoG in mammalian genomes, MTH1 hydrolyzes 8-oxo-dGTP to 
8-oxo-dGMP, and OGG1 excises 8-oxoG paired with cytosine in DNA, while MUTYH excises 
adenine inserted opposite 8-oxoG in template DNA during DNA replication and whose deficiency 
is known to cause MUTYH-associated familial adenomatous polyposis. We found that the buildup 
of 8-oxoG in nuclear or mitochondrial DNA initiates MUTYH-dependent cell death, and unveiled 
its regulatory mechanisms, thus demonstrating that the cell death is crucial for tumor suppression. 
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１．研究開始当初の背景 
	 2002 年に北欧における劣性遺伝性の大腸
腺腫症の原因遺伝子として報告された

MUTYH 遺伝子(大腸菌 mutY homologue)は，
DNA 中のグアニンの酸化で生じた 8-オキソ
グアニン(8-oxoG)に対して複製の際に誤って
取り込まれたアデニンの除去修復を開始す

る DNA グリコシラーゼをコードし，OGG1
（8-oxoG DNA グリコシラーゼ）や MTH1
（8-oxo-dGTP分解酵素）とともに自然突然変
異と発がんを抑制する機能を持つ。我々は以

前にMTH1とOGG1の欠損が自然突然変異と
自然発がんを亢進させることを報告してい

たが，平成 18-19 年度の特定領域研究の公募
研究において，MUTYH 欠損マウスの消化管
において G:C→T:A 自然変異と自然発がんの
頻度が上昇していること，さらに変異と発が

ん率がともに酸化ストレスの負荷で著しく

増加することを明らかにした。OGG1 欠損マ
ウスでは変異頻度は上昇していたにもかか

わらず，発がん頻度の上昇は酸化ストレスの

負荷後でもわずかであった。一方，MUTYH
欠損細胞の解析からMUTYH欠損細胞は野生
型より酸化ストレスによる細胞死に抵抗性

を示すことを見出し，活性酸素によるゲノム

中に蓄積した 8-oxoG が細胞死を引き起す可
能性を提唱した。 
 
 
２．研究の目的 
	 活性酸素ストレスによりゲノムに蓄積し

た 8-oxoG がどのようなメカニズムで細胞死
を誘導するのか，その制御経路と細胞死の実

行経路を解明する。さらに，その発がん抑制

とがん治療における意義を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
	 OGG1 欠損，MUTYH 欠損マウス由来線維芽細

胞株とヒトがん由来細胞株を用い，酸化スト

レス下に核とミトコンドリアの両ゲノム，あ

るいは核，ミトコンドリアのどちらか一方の

みに 8-oxoG を蓄積する状況を再構成し，細

胞死の有無とその誘導経路，細胞死の実行因

子について細胞生物学的にアプローチする。

同定された細胞死実行因子（MUTYH）に注目

して，その発現と機能制御機構を解明する。	 

	 

	 

４．研究成果	 

（１）我々は，Ogg1 欠損マウス細胞株を用
いた解析から，Ogg1 欠損細胞が酸化ストレ
スによる細胞死に対して高い感受性を示す

ことを見出した。ヒト細胞では択一的スプライ

シングによって生じる OGG1－1a と OGG1-2a 
mRNAから核型とミトコンドリア型のOGG1タ
ンパク質が翻訳合成される。我々は Ogg1 欠損
細胞株に核型（OGG1－1a）とミトコンドリア型
（OGG1-2a）の cDNA 発現ベクターを導入し，
２種類の OGG1の一方，あるいは両方を発現す
る細胞株を樹立した。核型 OGG1を発現する細
胞は酸化ストレス負荷後にミトコンドリア

DNAに選択的に 8-oxoGを蓄積し，ミトコンド
リアの変性を伴って細胞死に陥る。ミトコンド

リア型 OGG1を発現する細胞は，酸化ストレス
負荷後に核 DNA に選択的に 8-oxoG を蓄積し，
細胞死に陥る。核型とミトコンドリア型の

OGG1 の両者を発現する細胞はいずれの DNA
にも 8-oxoG を蓄積することは無く，酸化スト
レスによる細胞死に対して最も強い抵抗性を示

した。 
 
（２）我々は，上述の核あるいはミトコンドリ

アDNAに選択的に 8-oxoGを蓄積する細胞株を
用いて，酸化ストレス下で誘導される細胞死の

経路を詳細に解析した。その結果，核 DNA に
8-oxoG が蓄積すると，細胞死に先だってポリ
（ADP-リボース）ポリメラーゼ (PARP)の活性
化に依存した Apoptosis-inducing factor (AIF)の
核移行が観察された。AIF の核移行は PARP 阻
害剤で抑制され，細胞の生存率も回復した。一

方，ミトコンドリア DNAに 8-oxoGが蓄積する
とミトコンドリアの変性，ATPの枯渇，ミトコ
ンドリアからの Ca イオンの流出に伴って活性
化される蛋白分解酵素，カルパインに依存して

細胞死が誘導された。 
 
（３）核あるいはミトコンドリア DNA に

8-oxoGが蓄積すると，いずれの DNAにおいて
も顕著な一本鎖切断の蓄積が認められた。しか

し，いずれの場合も MUTYHの siRNAによるノ
ックダウンによって細胞死は顕著に抑制され，

さらに一本鎖 DNA 切断と AIF の核移行あるい
はカルパイン活性化も顕著に抑制された。以上

の結果から，核あるいはミトコンドリア DNA
のいずれにおいても 8-oxoG が過度に蓄積する
と，MUTYH が DNA 複製後に生じた 8-oxoG:
アデニン対合からアデニンを切り出して塩基

除去修復を開始する結果，DNA鎖切断が過剰に
生じ細胞死の引き金となることが明らかにな

った。 
	 MTH1欠損細胞もさまざまな酸化ストレスに
さらすと核とミトコンドリア DNAへの 8-oxoG
の顕著な蓄積を伴い，MUTYH に依存した細胞
死にいたる。ヒト MTH1を高発現させることで
これらの細胞死が効率よく抑制される。この結



果は，ゲノム DNA中に蓄積する 8-oxoGのレ
ベルは，DNAの直接酸化よりもヌクレオチド
プールの酸化によって生じた 8-oxo-dGTP の
DNA への取り込みに規定されることを示し
ている。 
 
（４）MUTYHは核内においては RPA, PCNA, 
MSH2などと結合して，DNA複製フォークに
リクルートされると考えられている。複製フ

ォークの鋳型DNA鎖に存在する 8-oxoGに対
して DNA ポリメラーゼがアデニンを新生
DNA 鎖に取り込むと，PCNA に結合した

MUTYH が新生 DNA 鎖中のアデニンを切り
出し，複製とカップルした塩基除去修復反応

を開始する。これに対して，ミトコンドリア

ではPCNA等に相当する分子がないと考えら
れており，8-oxoG:アデニン対合は複製にカッ
プルすることなく MUTYHで除去され，塩基
除去修復反応が開始されるようである。 
 
（５）Ogg1/Mth1 二重欠損マウスで肺発がん
の頻度が野生型マウスよりも低下した大き

な理由として，MUTYH依存性のプログラム
細胞死により発がんが顕著に抑制された可

能性が挙げられる。すなわち，がん細胞とな

るべき細胞は当然ながら細胞増殖能を有す

るために，核とミトコンドリア DNA がとも
に複製される。OGG1と MTH1がともに欠損
するとDNAの直接酸化による 8-oxoGの蓄積
とヌクレオチドプール中に蓄積した

8-oxo-dGTP のゲノムへの取り込みの亢進に
より，核とミトコンドリア DNA の双方に
8-oxoG:アデニン対合が高頻度に生じると考
えられる。結果として，MUTYHの機能に依
存して PARP/AIFとカルパインに依存した２
つのプログラム細胞死が同時に誘導され，

8-oxoG を高度に蓄積した細胞が排除された
可能性が高い。つまり，OGG1と MTH1の欠
損によりDNA中に 8-oxoGを高度に蓄積し発
がんに至る複数の突然変異を生じやすくな

った細胞が増加しても，MUTYHに依存した
プログラム細胞死によって選択的に排除さ

れるために，野生型マウスよりも肺発がんの

頻度が低下したものと考えられる。 
 
（６）p53 遺伝子野生型および変異型のヒト
がん由来培養細胞株をもちいて OGG1、
MUTYH 、 MTH1 遺 伝 子 の 発 現 を Real 
time-RT-PCR とウエスタンブロッティングで
解析したところ、OGG1 と MUTYH の発現が
p53 に依存して制御されることを見出した。
さらに、H2O2によって誘導される p53野生型
の細胞株の細胞死が p53阻害剤(pifithrin-α)存

在下、さらに MUTYH siRNA存在下で有意に抑
制される結果を得た。p53 による MUTYH 遺伝
子発現制御機構を明らかにする目的で、MUTYH
ゲノム配列から p53結合配列を検索し、３つの
候補配列を見出した。この配列に対して CHIP
アッセイを行い、MUTYH ゲノム領域に２つの
p53 結合領域が存在することを明らかにした。
これらの結果から、酸化ストレス下で活性化さ

れた p53 は、細胞周期と核 DNA の複製を抑制
すると考えられ、この条件下で活性化 p53に依
存して発現誘導された MUTYHは、p53で複製
が抑制されないと考えられるミトコンドリア

DNA 中に生じた 8-oxoG：アデニン対合に作用
して細胞死を誘導する可能性が強く示唆された。

この結果は、MUTYH の発がん抑制効果は機能
的な p53に依存する可能性を強く示唆している。 
 
（７）我々は，多くのヒトがん細胞においてミ

スマッチ修復遺伝子，MSH2と MLH2の変異や
発現低下が顕著なことに注目し，このようなミ

スマッチ修復欠損と合成致死を示す遺伝子欠

損を siRNA による遺伝子ノックダウンにより
スクリーニングした。その結果，MSH2 欠損が
ん細胞では DNA polymerase βのノックダウン，
MLH1欠損がん細胞ではDNA polymerase γのノ
ックダウンが顕著な合成致死をもたらすこと

を明らかにした。さらに，それぞれの合成致死

が核 DNA への 8-oxoG の蓄積（MSH2/pol β 欠
損）とミトコンドリア DNAへの 8-oxoGの蓄積
（MLH1/pol γ 欠損）が原因であり，両者とも
MUTYH に依存した細胞死であることを明らか
にした。この成果は，抗がん剤の標的として

DNA polymerase βとDNA polymerase γの阻害剤
が有用であることを示し，さらに抗がん剤の作

用機序の共通基盤として 8-oxoG と MUTYH に依

存性した２つのプログラム細胞死の経路の重

要性を示したものである。 
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