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研究成果の概要（和文）：我々は、放射線や環境ストレスの標的としてヌクレオチドプールの重要性とその品質維持機
構の意義を明らかにした。品質維持機構が破綻するとヌクレオチドプール中に蓄積した損傷ヌクレオチドが核やミトコ
ンドリアゲノムに取り込まれ、突然変異を引き起こすことで発がんや遺伝性の先天性異常を引き起こす。ゲノムに蓄積
した損傷塩基はDNA修復により除去されるが、持続的なDNA修復はプログラム細胞死を誘導する。我々は、このような細
胞死は発がん抑制に寄与するが、アルツハイマー病や網膜変性などの神経変性を引き起こすことを明らかにした。さら
に、損傷ヌクレオシドがバイスタンダー効果のメディエータとして作用することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We elucidated the importance of nucleotide pools as the targets of radiation and 
environmental stress as well as the biological significance of the quality control mechanisms for the 
nucleotide pools. Under the breakdown of nucleotide pool homeostasis, damaged nucleotides are 
incorporated into nuclear and mitochondrial genomes, and thus inducing mutagenesis, which results in 
carcinogenesis or congenital abnormalities. Damaged bases accumulated in genomes are efficiently removed 
by DNA repair mechanisms, however, persistent DNA repair induces programmed cell death. The cell death 
can contribute to suppression of carcinogenesis, while in brain or neural tissues the cell death rather 
causes neurodegeneration, such as Alzheimer's disease or retinal degeneration. Moreover, we revealed that 
damaged nucleosides released from the damaged cells act on adjacent cells, thus causing various bystander 
effects.

研究分野： 生化学、分子生物学、神経科学
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１．研究開始当初の背景 
遺伝情報を担う DNA は、放射線などの外
的要因や呼吸など細胞自身の生命活動に
よって発生するさまざまな活性分子種に
よって損傷を受けている。我々は、DNA
損傷が増殖細胞では突然変異を経て発が
んの原因となり、神経などの非増殖細胞で
は細胞死を経て変性疾患の原因となる事
を明らかにした。さらに、DNA 分子に直
接生じた損傷だけでなく、その材料である
モノヌクレオチドの損傷がゲノム障害の
原因となることを発見した。DNA 上の遺
伝情報を維持するためには、その材料であ
るモノヌクレオチドの供給源であるヌク
レオチドプールの品質管理が重要なこと
は明らかである。またモノヌクレオチドは
エネルギー運搬やシグナル伝達など多様
な細胞機能にも関わっている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、環境ストレスによるヌクレオチ
ドプールの障害に着目し、ヌクレオチドプ
ールの恒常性維持に寄与する分子の同定、
解析を行い、その生物学的重要性を明らか
にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
ヌクレオチドプールの恒常性の破綻に起
因する生命現象を、分子、細胞、個体の各
レベルにおいて同定し、解析した。具体的
には、放射線や化学物質によって生成され
る損傷ヌクレオチドを検出・同定し、細胞
と組織中から検出・定量するシステムを構
築し、生体内で生成される損傷ヌクレオチ
ドを定量・評価した。損傷ヌクレオチドに
よって影響を受けるタンパク質や損傷ヌ
クレオチドを分解するタンパク質などを
単離・同定し、その遺伝子をクローニング、
解析した。損傷ヌクレオチドの生物学的作
用を培養細胞とマウス個体を用いて確認
し、同定した遺伝子を破壊し、あるいは発
現増強させることで、これらがゲノムやヌ
クレオチドプールの恒常性維持に果たす
役割を解析した。がん、先天性異常、ハン
チントン病、アルツハイマー病、網膜変性
症など複数の疾患モデルマウスを用いて、
損傷ヌクレオチドが多様な疾病にどのよ
うに関与しているのかを検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 放射線によるヌクレオシドの化学修飾 
放射線のヌクレオシドへの照射がどのよう
な化学修飾を引き起こすか、プリンヌクレオ
シドを対象に解析を行った。既知の酸化ヌク
レオシド８種類の生成に加えて、塩基あるい
は糖の修飾を受けたヌクレオシドが複数同
定された。また、最も生成収量の高かった酸
化塩基8-オキソグアニン(8-oxoG)は放射線照
射により、さらなる修飾を受けやすいことが
明らかになった。DNAヘの放射線照射では
ヌクレオシドへの照射に比べて酸化塩基の
生成収量は非常に低く、放射線はヌクレオチ
ドプールへの影響が大きいと考えられた。 
 
(2) 放射線照射によるバイスタンダー効果
のメディエータ 

X線を照射したマウス由来の胸腺細胞を非照
射の細胞と共培養すると非照射の細胞に染
色体不安定性が誘発された。このバイスタン
ダー効果は抗酸化酵素の培地添加でほとん
ど完全にキャンセルされ、照射細胞が生成す
る活性酸素に依存していた。MTH1、OGG1、
MUTYHを欠損する線維芽細胞株を用いて、
バイスタンダー効果を検討したところ、いず
れの細胞でもコントロール細胞に比べて、高
い頻度で染色体不安定性が誘発された。放射
線や活性酸素で生成される修飾ヌクレオシ
ドのなかで、2-ヒドロキシアデノシン、デオ
キシイノシン(dI)、8オキソデオキシグアノシ
ン（8-oxo-dG）の培地への添加や個体への投
与で細胞増殖の抑制、染色体異常や細胞死を
引き起こすことを明らかにした。以上により、
放射線に暴露された細胞が産生する活性酸
素や酸化ヌクレオシドが非照射細胞に作用
し、バイスタンダー効果を引き起こすことが
明らかになった。 
 
(3) 8-oxoGは自然突然変異の原因である 
8-oxoGの排除と修復に必須なMTH1、OGG1、
MUTYHの全てを欠損するマウスを樹立した
ところ、寿命が著しく短縮し、発がんが頻繁
に観察された。この変異マウスを8世代維持
したところ、水頭症、白班、無眼球症などの
遺伝性の先天性異常の発生が頻繁に観察さ
れた。40.9Mbのエクソーム解析から、この変
異マウスにおける生殖系列の突然変異発生
率が2.0 x 10-7 変異/塩基/世代と野生型マウス
の約18倍に上昇していることが明らかにな
った。同定された変異の99%はG:CからT:Aへ
のトランスバージョンで、その約60%は遺伝
子の機能に影響を与えるものであった。G:C
からT:Aへの変異の頻度は野生型の約200倍
に上昇していた。MTH1、OGG1、MUTYH欠
損下でゲノムに蓄積した8-oxoGが自然突然
変異の原因であることが明らかになった。 
 
(4) MUTYHはp53による発がん抑制のメディ
エータである 
核DNAに8-oxoGが蓄積するとMUTYHに依存
して、ポリ（ADP-リボース）ポリメラーゼ
（PARP）が活性化され、Apoptosis-inducing 
factor（AIF）の核移行により細胞死が誘導さ
れる（PARP-AIF経路）。一方、ミトコンドリ
アDNAに蓄積した8-oxoGは、MUTYHに依存
してミトコンドリアDNAの分解とカルパイ
ン活性化による細胞死を引き起こす（カルパ
イン経路）。MUTYH遺伝子の発現ががん抑制
遺伝子産物p53によって直接制御されること
を見出し、その調節領域と制御機構を解明し
た。さらに、p53による細胞死は、MUTYHが
誘導するPARP-AIF経路に依存することから、
MUTYHはp53による発がん抑制のメディエ
ータとして機能することが明らかになった。 
 
(5) 8-oxoGは染色体組換えを誘導する 
8-oxoGは恒常的にヒトゲノム中に存在する
が、染色体組換えや一塩基多型の頻度が高い
領域に集中して存在する。Ogg1、Mth1、
Mth1/Ogg1遺伝子欠損マウスの体細胞ではゲ
ノム中の8-oxoGレベルと姉妹染色分体交換
（SCE）頻度が上昇していた。さらに、野生
型細胞を8-oxo-dGを添加した培地中で培養す



  

るとSCE頻度の有意な上昇を認めた。精母細
胞ゲノム中の8-oxoGのレベルは野生型マウ
ス < Mth1 << Ogg1 ≤ Mth1/Ogg1の順に増加
したが、染色体組換え部位を示すMLH1フォ
ーカスの頻度も同じ傾向で増加した。第一減
数分裂期におけるキアズマの頻度も同様の
傾向であった。精母細胞核ではDNAの二本
鎖切断、一本鎖切断が野生型マウス < Mth1 
<< Ogg1 ≤ Mth1/Ogg1の順に増加し、RAD51
の発現も上昇していた。野生型マウスに
8-oxo-dGを腹腔内投与したところ、キアズマ
の頻度が有意に増加した。以上により、ゲノ
ム中に取り込まれた8-oxoGは、DNAの一本
鎖および二本鎖切断を誘発し、染色体組換え
を誘導することが明らかになった。 
 
(6) OGG1欠損はエネルギー代謝障害を引き
起こす 
高脂肪食を与えたOgg1欠損マウスは、顕著
な肥満や脂肪肝を呈し、高い血漿インスリン
値と耐糖能異常を示した。肝臓における代謝
と遺伝子発現解析から、OGG1欠損が脂肪の
異化を抑制する方向に細胞のエネルギー代
謝系を変化させ、結果として肥満および肥満
に関連する病理変化を起こしやすくなって
いることが明らかになった。高脂肪食の摂取
は酸化ストレスを亢進することが知られて
おり、OGG1欠損下ではミトコンドリアDNA
中の8-oxoGが修復されず蓄積するため、ミト
コンドリア機能障害が生じ、エネルギー代謝
系の変化をもたらすと考えられる。 
 
(7) 8-oxoGのゲノム蓄積はMUTYHに依存し
て神経変性を引き起こす 
脳内の酸化ストレスによりヌクレオチドプ
ールに蓄積する8-oxo-dGTPは神経細胞のミ
トコンドリアDNAとミクログリアの核DNA
に取り込まれるが、MTH1による8-oxo-dGTP
の分解・排除とOGG1によるDNA中の8-oxoG
の除去修復でその蓄積が低いレベルに維持
されている。MTH1やOGG1の欠損下では多
量の8-oxoGがミトコンドリアDNAや核DNA
に蓄積するため、MUTYHによって開始され
る塩基除去修復に依存して2つの細胞死の経
路が神経細胞とミクログリアで独立に活性
化される。神経細胞ではカルパイン経路が、
ミクログリアではPARP-AIF経路が活性化さ
れ、神経細胞死とともにミクログリオーシス
の増悪により、重篤な神経変性を引き起こす
ことが明らかになった。 
 
(8)網膜変性における8-oxoGとMUTYHの関与  
遺伝性の網膜色素変性症のモデルマウス
rd10では、PDE6B欠損により光刺激に脆弱に
なった視細胞がミクログリアの活性化を引
き起こす。活性酸素を生成する活性化ミクロ
グリアのヌクレオチドプールに生じた
8-oxo-dGTPとMUTYHに依存したPARP-AIF
経路が活性化される。この結果は、ミクログ
リオーシスの亢進により視細胞脱落が加速
されることを示しており、8-oxoGとMUTYH
に依存した神経変性の分子機序の普遍性が
証明された。 
 
(9) 放射線照射によって引き起こされる脳
機能障害とその防御機構 

	
 Mth1/Ogg1欠損マウスは、頭部放射線照射
の1〜2週間後に高次脳機能障害を呈するが、
ヒトMTH1トランスジェニックマウスは放射
線抵抗性を示した。Mth1/Ogg1欠損マウスの
脳組織では海馬神経細胞のヌクレオチドプ
ールで8-oxo-dGTPが生成され、ミトコンドリ
アDNAに取り込まれた8-oxoGが原因でカル
パイン経路が活性化され、神経細胞の障害が
引き起こされることが明らかになった。また、
放射線は脳内ミクログリアの活性化も誘発
することから、活性化ミクログリアが遅発性
の神経障害の原因となっていることが示唆
された。 
 
(10) アルツハイマー病における酸化スト
レスと 8-oxoGの関与 
久山町研究に献体された死後脳を用いた
トランスクリプトーム解析から、アルツハ
イマー病（AD）患者脳では脳内のインス
リン・シグナリング系が破綻し、ミトコン
ドリア機能障害に陥っていることを見出
した。AD患者の脳組織には8-oxoGをはじめ
とする核酸の酸化体が高度に蓄積するとと
もに、MTH1とOGG1の顕著な発現の変化を
認めている。ADモデルマウスでも同様の遺
伝子発現の変化が確認され、ミトコンドリ
ア機能障害と酸化ストレスの亢進による
8-oxoGの蓄積が認められた。ADモデルマ
ウスにおけるヒトMTH1トランスジーン
やMTH1/OGG1欠損の導入により、神経細
胞のミトコンドリアDNAに蓄積した
8-oxoGとミクログリアの核DNAに蓄積し
た8-oxoGが、神経機能障害や神経変性の原
因となることが明らかになった。 
 
(11) dITPは細胞増殖の抑制を誘導する 
イノシン三リン酸（ITP）およびデオキシイ
ノシン三リン酸（dITP）は、それぞれATPと
dATPのアデニン塩基の炭素６位に位置する
アミノ基が酸化的に脱アミノ化されたもの
である。一酸化窒素（NO）や亜硝酸（NO2

–）
への暴露、さらに放射線照射でも生成される。
ほ乳動物は、ITPやdITPを一リン酸型へと分
解して細胞から排除するInosine triphosphate 
pyrophosphatase (ITPA) や Nucleoside 
diphosphate linked moiety X-type motif16 
（NUDT16）といったヌクレオチドプール浄
化酵素を備えている。ITPA欠損マウスは周産
期致死性を示すことから、細胞レベルでの
ITPA、NUDT16欠損の影響を解析した。ITPA
やNUDT16が欠損すると、ミスマッチ修復酵
素MLH1に依存し、MSH2には依存しないメカ
ニズムにより核ゲノムDNA中に一本鎖切断
が生じ、G1期停止と細胞増殖抑制が誘導され
ることが明らかになった。細胞増殖の抑制に
は、p53によるCDKN1A遺伝子の発現誘導が必
要であった。 
 
(12) APEX2によるB細胞ゲノムの制御 
ヒトやマウスの第2のAPエンドヌクレアーゼ
として我々が同定したAPEX2は胸腺細胞や
脾臓細胞で発現が高く、免疫担当細胞の機能
制御に関与すると考えられていた。APEX2欠
損マウスでは、脾臓の胚中心B細胞の増殖低
下が認められた。これは activation-induced 
cytidine deaminase（AID）非依存的なDNA障



  

害の蓄積によるものと考えられ、p53依存的
な細胞周期の停止が観察された。また、胚中
心B細胞におけるAPEX2の発現は他のB細胞
中での発現と比べて上昇しており、APEX2
の欠損により体細胞超変異頻度が有意に減
少した。以上より、APEX2は内因性のDNA
損傷の修復を介して、胚中心B細胞の増殖と
免疫グロブリン遺伝子可変領域の体細胞超
変異の誘導に重要な役割を持つ事が明らか
となった。 
 
(13)NEIL3欠損と自己免疫疾患 
我々は、8-oxoGが活性酸素や放射線でさらに
酸化されて生じるspiroimino-dihydantoin (Sp)
とguanidinohydantoin (Gh)の除去修復酵素、
NEIL3を同定し、ノックアウトマウスを樹立
している。NEIL3は血球系細胞に主に発現す
ることから、免疫異常症とNEIL3欠損の関係
について検討した。家族性の血中自己抗体上
昇とB細胞増殖不全による易感染性を同時
に示す小児患者のゲノムにおいてNEIL3遺
伝子に機能欠損型の変異が見つかった。
NEIL3欠損マウスを解析したところ免疫能
には大きな影響を認めなかったが、上記患者
と同様に自己抗体の上昇を認めTLR3リガン
ドであるpolyI:Cの投与により自己免疫性の
腎障害が誘発された。NEIL3欠損によりB細
胞ゲノムに蓄積するSpやGhがB細胞の機能
障害を引き起こすと考えられる。 
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