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研究成果の概要（和文）：活性酸素によって生じる８-オキソグアニンが誘発すると考えられる自然

突然変異・自然発がんの抑制に関与する DNA 修復遺伝子欠損マウス系統を用いて、酸化 DNA

損傷を引き起こす変異原性物質の発がん性を高感度で評価する実験系の開発を行った。この研

究の過程で、突然変異を抑制する DNA 修復系よりも突然変異体の出現を抑制する細胞死誘導

系の方が、発がん抑制により強く関わることを示唆する結果を得た。 
 
 
研究成果の概要（英文）：In order to establish a highly sensitive assay system for examining 
chemical mutagenesity and tumorigenesity, we performed KBrO3-induced mutagenesis and 
tumorigenesis experiments using Ogg1-, Mutyh- or Msh2-deficient mice. We observed an enhanced 
tumor-formation in the small intestines of Mutyh- or Msh2-deficient mice, as compared with wild type 
and heterozygous mice. These results indicate that Mutyh- or Msh2-deficient mice are ideal animal 
models for examining tumorigenesity of chemicals of interest. The number of tumors was marginally 
increased in Ogg1-deficient mice in which the increased KBrO3-induced mutagenesis was observed at 
an almost same extent as in Mutyh-deficient mice, suggesting that the induction of cell death might play 
a more important role than the suppression of mutagenesis for avoiding intestinal tumorigenesis caused 
by oxidative stress. 
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１．研究開始当初の背景 
酸化 DNA 損傷は生体において自然突然変異を
引き起こし、自然発がんの主要な原因と考えら
れている。グアニンの酸化体 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、DNA 中の 8-oxoG は強い突然変
異原性を示し、G:C→T:A 変異を引き起こす。
8-oxoG等の酸化的損傷に起因する突然変異の
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抑制系である酵素群について、これまでに Mth1, 
Ogg1, Mutyh, Msh2 遺伝子欠損マウスを樹立し、
自然突然変異およびがんの発生を抑制すること
を示してきた。また、食品添加物としても用いら
れている酸化剤 KBrO3 を飲水投与することで、
酸化ストレスを負荷された Mutyh 遺伝子欠損マ
ウスでは、G:C→T:A 変異および小腸発がんの
頻度が劇的に上昇することを示し、生体では
MUTYH が酸化ストレス誘発突然変異および発
がんを効率良く防いでいることを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
酸化 DNA 損傷に起因する突然変異の抑制を行
っていると考えられる Ogg1 あるいは Mutyh 遺
伝子を欠損したマウス、さらに、DNA 損傷を持つ
細胞のアポトーシス誘導に関与する Msh2 遺伝
子を欠損したマウス系統を用いて、酸化ストレス
の負荷を与えた条件下での発がんの解析を行
い、それぞれのマウス系統の発がん感受性を検
討することにより、変異原性物質の発がん性を
高感度で評価する実験系の開発をめざした。 
 
３．研究の方法 
酸化 DNA 損傷による発がんに対して抑制的に
働くことが期待される各種 DNA 修復能を欠損し
たマウスを用いた下記の実験を計画した。 
 
(1) Ogg1 遺伝子欠損マウスを用いて、KBrO3 の
飲水投与による消化管での酸化ストレス誘発突
然変異の解析を行い、以前行った Mutyh 遺伝
子欠損マウスを用いて得られた結果と比較す
る。 
 
(2) Ogg1, Mutyh, Msh2 遺伝子欠損マウスを用
いて、KBrO3 の飲水投与による消化管での酸化
ストレス条件下における消化管での発がん解析
を行う。 
 
(3) 遺伝子欠損マウスで消化管腫瘍の発生が
顕著に上昇していた場合は、酸化ストレス誘発
消化管腫瘍の組織でのがん関連遺伝子の突然
変異解析を行う。 
 
(4) マウス個体で発生する突然変異を効率良く
解析するために、改変型 rpsL 遺伝子トランス
ジェニックマウスを作製し、従来型の検出系との
比較解析を行う。 
 
４．研究成果 
（1）酸化ストレス誘発突然変異 
Ogg1 遺伝子欠損マウスに、0.2％KBrO3 を 4 週
間飲水投与した後、小腸上皮において誘発され
る突然変異の解析を行った。Ogg1 遺伝子欠損
マウスではKBrO3投与により、以前行ったMutyh
遺伝子欠損マウスと同程度に G:C→T:A 変異が
顕著に上昇していた。これらの結果は、OGG1
が 8-oxoG を DNA から取り除くことで酸化ストレ

スにより誘発される突然変異を抑制していること
を示す。また、その突然変異を抑制する効果は
MUTYH と同程度であることが判明した。 
 
（2）酸化ストレス誘発発がん 
Ogg1, Mutyh, Msh2 遺伝子欠損マウスに、0.2％
KBrO3 を 16 週間飲水投与した後、消化管に発
生する腫瘍数の比較を行った。その結果、
Mutyh, Msh2 遺伝子欠損マウスでは消化管腫
瘍の発生頻度は野生型マウスと比較して、それ
ぞれ 60.8 倍、22.8 倍と顕著に上昇していた。一
方、Ogg1 遺伝子欠損マウスでの消化管腫瘍の
発生頻度は野生型マウスと比較して 2 倍程度上
昇していることを認めた。これらの結果は、
Mutyh, Msh2 遺伝子欠損マウス、特に Mutyh 遺
伝子欠損マウスは酸化ストレスを生じさせる化学
物質の発がん性を検討する上で、非常に有用な
実験動物であることを示している。OGG1 は
MUTYH と同程度に酸化ストレス誘発突然変異
を抑制しているが、MUTYH や MSH2 に比べて、
酸化ストレス誘発発がんの抑制にはそれほど大
きな役割を果たしていないことが判明した。
MUTYH およびミスマッチ修復因子は酸化ストレ
ス誘発細胞死に関与していることが報告されて
おり、これらの知見と今回の実験結果とを合わせ
て考えると、酸化ストレス誘発消化管発がんの抑
制には、酸化 DNA 損傷に起因する突然変異の
抑制よりは、酸化 DNA 損傷により誘導される細
胞死の制御がより大きく関与していることが推測
される。 
 
（3）酸化ストレス誘発消化管腫瘍のがん関連遺
伝子の突然変異解析 
以前の解析で、Mutyh 遺伝子欠損マウスにおい
て顕著に発生が上昇していた酸化ストレス誘発
消化管腫瘍の組織での Ctnnb1 遺伝子の突然
変異解析を行い、36 例の塩基置換変異を認め、
そのうち 35 例が G:C→T:A 変異であった。今回、
Msh2 遺伝子欠損マウスにおいて顕著に発生が
上昇していた酸化ストレス誘発消化管腫瘍の組
織での Ctnnb1 遺伝子の突然変異解析を行った。
これまでに調べた 92 例のうち 22 例に塩基置換
変異を認めた。また、Mutyh 遺伝子欠損マウス
の腫瘍とは大きく異なり、22 例中 16 例が G:C→
A:T 変異であった。 
 
（4）改変型 rpsL 遺伝子トランスジェニックマウ
スの作製 
マウス個体で発生する突然変異を効率良く解析
するために、プラスミドの複製起点を変更し、マ
ウスゲノム DNA を切断しない I-CeuI 認識部位を
新たに付加した新規 rpsL 遺伝子プラスミド
pSWAN2 を作製し、トランスジェニックマウスを作
製した。これまでに得られたトランスジェニックマ
ウス 3 匹はいずれもトランスジーンのコピー数が
10 コピー以下で、I-CeuI 認識部位の導入でマウ
スゲノムからプラスミド DNA の回収効率が改善さ



 

 

れたものの、従来のトランスジェニックマウス（＞
100 コピー）と比較して、マウスゲノム DNA 当りの
プラスミド DNA の回収量が低く、実用化には更
なる改良が必要であった。そこで、ラクトースオ
ペレーターとそれに結合する LacI を用いて、低
コピー数のトランスジーンを濃縮・回収する新た
な方法の開発を行っている。pSWAN2 に LacI が
結合するラクトースオペレーターを導入した
pSWAN3 を作製し、また pSWAN3 を濃縮・精製
するための LacI-Strep tag 発現ベクターを作製
し、LacI-Strep tag を精製した。現在、新規 rpsL 
遺伝子トランスジェニックマウス実用化にむけた
研究が進行中である。 
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