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研究成果の概要（和文）：低用量暴露の影響を解析するために，低用量域へ外挿する用量依存的

な相関性を調べる古くからの手法に関して，我々は限界があると考えている。そこで，我々は

低用量暴露のモデルとして，ヒトリンパ芽球細胞株 TSCER122（TK6 由来）のチミジンキナーゼ

遺伝子のエキソン５内に DNA 付加体１分子を導入し，簡易に遺伝子変異誘発頻度を解析できる

実験系を確立した。その結果，付加体が１分子でも DNA 上に形成すれば遺伝子変異が起きるこ

とを明らかにした。これは遺伝毒性発がん物質には閾値が無いという従来からのリスク評価法

をサポートしている。しかしながら，この実験系は，DNA 修復機能が正しく働いていないなど

の不明な点が多く，データの蓄積がさらに必要である。すなわち，閾値の存在を確認するには，

DNA 修復遺伝子を改変させた細胞株を用いて，付加体１分子が起こす遺伝子変異誘発機構をさ

らに研究する必要がある。 

 
研究成果の概要（英文）：Conventional technique of investigating an influence of low-dose 
exposure, commonly extrapolated from high-dose to low-dose region in Toxicology, is 
limited. Then, we have developed a new experimental system as a model of low-dose exposure, 
which can be used to determine the mutagenicity of synthetic DNA adducts at exon5 of 
thymidine kinase gene in human lymphoblastoid TSCER122 cells, derived from TK6 cell line. 
As a result, when an adduct forms at least one molecule on genomic DNA, it can cause gene 
mutation. The observation supports the idea that genotoxic carcinogens have no thresholds 
for the cancer risk. However, DNA repair functions in this experimental system do not 
work properly. In order to confirm the existence of threshold, it is necessary to study 
in detail the mechanisms of a single DNA adduct-caused gene mutation using TSCER122 cells 
knocked out DNA repair genes. 
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１．研究開始当初の背景 
DNA 損傷を介する遺伝毒性発がん物質には閾
値が無いと考えられている。わずか 1分子で
あっても DNA 損傷（DNA 付加体も含む）は，
突然変異をもたらし変異を固定化させ，それ
は細胞から細胞へ，そして個体から個体へと
伝播する不可逆的な性質を持つためである。
これに対し，遺伝毒性発がん物質にも「事実
上の閾値」が存在するという考え方がある。
なぜなら，発がん物質が標的細胞に到達する
前に解毒・排泄，代謝不活性化されたり，DNA
損傷を形成させても，DNA 修復やミュータン
ト細胞のアポトーシスなどによって除去さ
れる可能性があるからである。実際に福島ら
は ， 2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f] 
quinoxaline (MeIQx)の低用量域での肝発が
ん性を検証し，閾値の存在を示唆する実験デ
ータを得ている(Fukushima et al., Jpn. J. 
Cancer Res. 93, 1076-7082, Hoshi et al., 
Toxicol. Sci. 81, 273-279)。しかしながら，
毒性が認められない MeIQx 0.01ppm 暴露の低
用量域において，MeIQx の付加体が 109塩基に
数個の頻度で検出（1 細胞ゲノムに数個のレ
ベル）されている事実があることから，我々
は付加体 1 分子について追跡し，それが DNA
修復あるいはアポトーシスによって，確実に
除去されることを確認しなければ，本当に閾
値が有るという証明にはならないと考えて
いる。つまり，DNA 付加体 1 分子を詳細に追
跡できる実験系を用いて，閾値の存在を検証
する必要がある。 

そこで我々は，１分子の 8-オキソ-7,8-ジ
ヒドロ-2’-デオキシグアノシン（8-oxodG）
付加体をヒトリンパ球細胞 TK6のチミジンキ
ナーゼ遺伝子(TK)のイントロン４に，部位特
異 的 に ゲ ノ ム 導 入 さ せ る targeted 
mutagenesis という新しい手法（イントロン
系）を最近確立している。本研究では，この
手法を応用し，TK のエキソン５に付加体１分
子を導入する targeted mutagenesis（エキソ
ン系）を試みた。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は，まず TK エキソン５に付
加体 1分子を導入し，復帰遺伝子突然変異解
析系を構築する。次に，エキソン５の特定部
位に導入された付加体１分子が DNA修復によ
って除去されることを追跡し，閾値の有無を
検証・考察することである。最終目標として，
閾値の形成機構を明らかにすることである。
なお本研究は，遺伝毒性の閾値に関して取り
組むもので，発がん性の閾値とは区別して考
えることとする。 

 
３．研究の方法 
(1)Targeted mutagenesis(エキソン系)の概

要 
本系は，ヒトリンパ球細胞株 TK6 から構築

した TSCER122 細胞を用いる。この細胞は，
TK6 細胞の TK エキソン 5を欠き（TK－/－），
その欠失部位に I-SceI 認識配列 18 bp（5’
-ATTACCCTGTTATCCCTA）を 1つ持っている（図
１）。その配列は，本来のヒトゲノムに無い
ため，その細胞に I-SceI を発現させるベク
ター（pCBASce）を導入すれば，I-SceI 酵素
の切断により，ゲノムの 1ヶ所だけに二本鎖
切断を形成させることができる。その切断部
位では，DNA 修復されやすくなっているため，
そこに相同配列を持ち，且つ付加体を含むタ
ーゲティングベクターを導入すれば，相同組
み換えにより，エキソン 5と付加体が同時に
ゲノム内に入る（図１）。エキソン５配列の
野生（WT）型 5’-ATT（イソロイシン）の中
央 Tに，8-oxodG を入れた 5’-AG8T ベクター
（G8は 8-oxodG を示す）をゲノムに導入した
とき，8-oxodG は dC あるいは dA と塩基対形
成するので，最終的に 5’-AG8T は，それぞれ
変異（MT）型の 5’-AGT（セリン），あるいは
WT 型の 5’-ATT（イソロイシン）として DNA
修復・複製される。つまり，8-oxodG が誤っ
て dA と塩基対形成したときだけ，TSCER122
細胞は TK＋になる。8-oxodG１分子の TK 変異
誘発頻度は，HAT 選択培地で TK 復帰細胞をカ
ウントすることで算出される。このようにエ
キソン系は，WT 配列に復帰させるように付加
体の導入部位をデザインする必要がある。 
 

図１．Targeted mutagenesis(エキソン系)の
概要 
 
(2)付加体を含むターゲティングベクターの
構築 
8-oxodG，1,N6-エセノ-2’-デオキシアデノ

シン（edA），あるいは 2’-デオキシキサント
シン（dX）付加体を 1分子含む DNA オリゴマ
ー（43mer）は，シグマアルドリッチおよび
つくばオリゴ株式会社から購入した。それを
開始材料として，荒川らの方法（Arakawa, T. 
et al, Anal. Biochem. 416, 211-217）に従
って，付加体を含むターゲティングベクター
を作製した。8-oxodG，edA，dX 付加体の変異
スペクトラムは，それぞれG→T（Shibutani et 
al., Nature 349,431-434），A→G（Basu et al., 



Biochemistry 32, 12793-12801），そして G
→A（Yasui et al., J. Mol. Biol. 
344,665-674）一塩基変異がメジャーである
ことが報告されている。付加体の導入部位は，
当研究室が有する TK6 細胞の TK 自然突然変
異データベースの情報から決定した。
8-oxodG の導入部位は，エキソン５配列中の
5’-ATT（イソロイシン）の中央 dT（Exsys1
部位），edA 付加体の導入部位は 5’-AGG(ア
ルギニン）の中央 dG（Exsys3 部位），そして，
dX の導入部位は 5’-ACC（スレオニン）の dA
（Exsys7 部位）であり，それぞれ pvEXO8dG，
pvEXOedA，pvEXOdXターゲティングベクター
（6.1kbps）を作製した。また，各導入部位
の陽性対象（WT 型）と陰性対象（MT型）と
なるターゲティングベクターも同様の方法
で作製した。なお，各 Exsys の MT 型ターゲ
ティングベクターの配列は，Exsys1は 5’-AGT
（セリン），Exsys3は 5’-AAG(リジン），Exsys7
は 5’-GCC（アラニン）である。つまり，Exsys
部位ごとに陽性と陰性のコントロールベク
ターおよび付加体ベクター，計３つのターゲ
ティングベクターセットを用意し，TK 遺伝子
変異の感受性について検討した。 

 
(3)ゲノム導入と解析 
細胞ゲノムへの導入は，Lonza 社製 Cell 
Line Nucleofector の手法に従って行った。5 
x 106 cells/100 μL に調整した TSCER122 細
胞に，pCBASce 50μg と pvEXO8dG(あるいは
pvEXOedA，pvEXOdX)ターゲティングベクター2
μgを同時にトランスフェクションし，75 cm2

の培養フラスコで 3日間培養（37℃，5% CO2）
した。次に，その細胞を 1～5 x 103 cells/mL
に適宜調整し，HAT 試薬を添加後，96穴プレ
ートでさらに２週間培養することによって，
TK 復帰細胞の頻度を決定した(Furth et al., 
Anal. Biochem. 110,1-8)。 
 
(4)Exsys3 の検出感度の確認 
A→G 塩基変異で TK 復帰する Exsys3 部位に
ついて，その変異頻度が 0,10,30,100%相当の
WT 型ベクター（0,0.2,0.6,2μg）を MT 型ベ
クター（2,1.8,1.4,0μg）と混合（計 2μg）
し，上と同様の条件で実験を行った。WTベク
ターの割合に対する TK復帰頻度を解析した。 
 

４．研究成果 
(1)TK 変異させる塩基部位の検討 

WT 配列を持つ陽性対象ベクターと MT 配列
を持つ陰性対象ベクターをゲノムに導入し，
各 Exsys の TK 復帰頻度を決定した。その結
果，Exsys1 の WT 型と MT 型は，それぞれ 4.4 
x 10-3，6.3 x 10-4であった（図２）。WT 型は
MT型よりも7.1倍のTK復帰頻度が得られた。
これと同様の実験を Exsys3 と Exsys7 につい
ても実施した結果，15 倍（WT 型 7.0x10-3/MT

型 4.7x10-4），11 倍（WT 型 4.6 x 10-3/MT 型
4.3 x 10-4）になった。 

 
(2)付加体のゲノム導入 
 次に，Exsys1 部位に 8-oxodG，Exsys3 部位
に edA，Exsys7 部位に dX 付加体をそれぞれ
ゲノム導入して調べた結果，それぞれの TK
復帰頻度は 6.3 x 10-4，5.8 x 10-4，1.4 x 10-3

になった。これら各値を，各 Exsys の WT と
MT から得られた値の差を 100%として，付加
体の突然変異誘発頻度を算出すると，
8-oxodG はほとんど TK 変異を起こさず，edA
は約 1.7%，dX は約 23%の頻度になることが分
かった。 
TKイントロン４のある部位に 8-oxodG，edA，

および dX を導入して調べると，それぞれ
5.6%(G:C→T:A変異)，7.6%（A:T→G:C変異)，
および 20%(G:C→A:T変異)の突然変異誘発頻
度が観察されており，前述の dX のエキソン
系データはこれと一致した。8-oxodG と edA
のデータが，イントロン系とエキソン系で一
致しない原因としては，①両付加体は 10%以
下程度の塩基変異しか起こせないので，エキ
ソン系では検出できない可能性がある。②ま
た，そもそも Exsys1 と 3 部位は TK 変異が起
きにくい場所である可能性，③あるいは，生
物学的にエキソンはイントロンよりも遺伝
子変異が起きにくい（DNA 修復が効率的であ
る）可能性も予想できる。 
そこで，①の可能性を確かめるために，

Exsys3 の検出感度を調べた（図３）。WT ベク
ターの割合に対して，TK 復帰頻度は比例の関
係であることが分かった。そして，MT ベクタ
ーに対するWTベクターの割合が10%の少量で
あっても，検出可能であることが確認された。
つまり，edA 付加体によって誘発する 7.6%の
A→G 変異は，Exsys3 で検出できると考えら
れ，①の可能性は否定できた。よって，図２
で示したように，edA から得られた TK 復帰頻
度が，MT のそれと同程度の低い頻度しか得ら
れない原因は，前述の②や③の可能性が考え
られる。 
 
(3)閾値の有無に関する考察 
dX 付加体に関しては，イントロンおよびエ

キソン（Exsys7 部位のみ確認）のどちらでも
TK 変異を誘発させることが分かった。しかし，
edA 付加体の遺伝子変異誘発能はイントロン
では確認できたが，エキソン（Exsys3 部位の
み）ではできなかった。つまり，イントロン
部位では edAを含めた３つの付加体すべてで
遺伝子変異を誘発しているため，閾値は無い
と実験上言うことができる。一方，edA が TK
エキソン（Exsys3 部位）に形成したとき，塩
基変異が起きないので，閾値は有ると判定で
きる。以上のことから，閾値の形成には複雑
な遺伝子変異誘発機構が関与していること



が本研究によって明らかとなった。 
もしかすると，“DNA 損傷が遺伝子のイント

ロンに形成した場合は閾値無し，エキソンに
形成した場合もこれと原則として同様だが，
DNA 修復の効率性が高い塩基部位の場合は閾
値無し”のような考え方ができるかもしれな
い。少なくとも，閾値形成に重要な点は，DNA
損傷の量だけでなく，その形成部位であるこ
とを本研究データは示唆している。以上の疑
問を解決するためには，付加体の修復遺伝子
を改変させた TSCER122 細胞株を樹立し，本
実験系を駆使することによって，付加体 1分
子が引き起こす遺伝子変異誘発の機構を今
後明らかにする必要がある。 
 

図２．TK エキソン５に導入された付加体の突
然変異誘発能 
 

図３．Exsys3 部位の検出感度 
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