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研究要旨 

本研究では、ヒトリンパ芽球細胞 TSCER122（TK6 細胞から樹立）のゲノム内に DNA

損傷の導入場所、分子数、そして化学構造がすべて既知の条件で、その損傷の DNA 修

復および遺伝的影響を in vivo で追跡できる実験系を用いて、8-オキソ-7、8-ジヒドロ-2’

-デオキシグアノシン付加体（8-oxodG）の突然変異誘発能を調べた。その DNA 付加体

は、例えば食品添加物で利用されている臭素酸カリウム等からも容易に形成する酸化的

DNA 損傷である。これまでの研究で、２分子の 8-oxodG を同じゲノム DNA 鎖内に近接

して配置させると、修復効率の上昇が示唆された。この現象には、ヌクレオチド除去修

復やロングパッチの塩基除去修復等が関与すると予想された。そこで本年度は、まず XPA

欠損細胞を構築し、それらがヌクレオチド除去修復によって修復されるかどうかを調べ

た。実験の結果、１分子の 8-oxodG 付加体に対しては、XPA 欠損細胞およびその野生型

細胞で得られる突然変異誘発頻度は同程度（約 8.3～8.5％）だった。一方、２分子を同

一 DNA 鎖に近接して配置させると、突然変異誘発頻度は野生型細胞で 7.4±0.59％だっ

たが、XPA 欠損細胞を用いると 12±1.6％へ有意に上昇した。つまり、同じ DNA 鎖内

に近接する２分子の付加体は、通常の塩基除去修復だけでなく、ヌクレオチド除去修復

機構によっても修復されていることが分かった。 

 

キーワード:DNA 付加体、8-オキソグアニン、ヌクレオチド除去修復 

 

Ａ．研究目的 

 最近、我々はヒトリンパ芽球細胞 TSCER122

（TK6 細胞から樹立）のゲノム内に DNA 付加体

の導入場所、分子数、そして化学構造がすべて既

知の条件で、その付加体の DNA 修復および遺伝

的影響を in vivo で追跡できる実験系を構築した

（Yasui M et al., DNA Repair 15, 11-20 (2014)）。

その系に酸化的 DNA 損傷である 8-オキソ-7、8-

ジヒドロ -2 ’ - デオキシグアノシン付加体

（8-oxodG）を１分子だけ導入して調べれば、

DNA に酸化損傷を形成させる化学物質（例えば、

食品添加物の臭素酸カリウム等（Murata M et al., 

Chem Res Toxicol 14, 678-685 (2001)））や放射

線（例えば、電離放射線等（Ward JF Int J Radiat 

Biol 66, 427-432 (1994)）の低用量による暴露の

影響評価に利用できるのではないかと考えてい

る。なぜなら、低用量域における微弱な遺伝毒性

の影響シグナルは、細胞毒性など他の要因による
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影響に埋没し区別できないこと、そして測定系の

検出限界以下であること等の理由から、低用量暴

露で形成した 8-oxodG 損傷１分子だけの遺伝的

影響を調べることは、これまで困難だったからで

ある。 

これまでの研究によって、２分子の 8-oxodG

を同じ DNA 鎖で近接して配置させると、修復効

率の上昇が示唆された。本研究では、①まず野生

型 TSCER122 細胞に同じ DNA 鎖に近接させた

２分子の 8-oxodG を導入して調べ、１分子および

DNA 両鎖の２分子（前年度に実施）と比較する

こと、②次に、ヌクレオチド除去修復に関与する

XPA 欠損細胞を構築し、同じ DNA 鎖の 8-oxodG

２分子で起きる突然変異誘発頻度を調べる。 

 

Ｂ．研究方法 

１．細胞培養 

 ヒトリンパ芽球細胞 TSCER122 は、TK6 細胞

株を由来とする細胞である（Honma、 M. et al、 

Environ. Mol. Mutagenesis 42、 288-298 (2003)、

Yasui、 M. et al.、 DNA repair 15、 11-20 

(2014)）。細胞は、10%馬血清（JRH Bioscience）、

200 μg/mL ピルビン酸ナトリウム（和光純薬工業

(株)）、100 U/mL ペニシリン、100 μg/mL ストレ

プトマイシン（ナカライテスク(株)）を含む RPMI

培地（ナカライテスク(株)）で培養した（37 度、

5% CO2）。 

 

２．XPA 欠損細胞の構築 

1)Zinc Finger Nuclease による XPA 欠損細胞の

取得 

 XPA 遺伝子を破壊するための Zinc Finger 

Nuclease（ZFN）は、シグマアルドリッチから購

入した。ZFN の設計およびバリデーションについ

てもシグマアルドリッチによって行われた。なお

ターゲットサイトは次の配列である；

5’CAGGCCCGGCTGGCTGCCCggcccTACTCG

GCGACGGCGGCT。ZFN mRNA （2 μg）を 100  

μL の Nucleofector solution V（ロンザジャパン

(株)）に溶解し、ヌクレオフェクターI を用いて

TSCER122 細胞（5 x 106）へトランスフェクシ

ョンした。その細胞を 24 時間後に 1.6 cells/mL

の濃度で 96 穴マイクロプレートで培養（37 度、

7～10 日間）した。そのクローニング後、ゲノム

DNA を抽出し、プライマー

（5’-AGCTAGGTCCTCGGAGTGG-3’および 

5’-GGACAGGACGCTTTGACAAG-3’）を用いて

PCR を実施した。シーケンス解析することにより、

ZFN ターゲットサイト周辺の欠損配列を調べた。 

 

2)ウェスタンブロッティング 

 対数増殖期の細胞から得られた全細胞抽出物

を 10% SDS ポリアクリアミドゲルで電気泳動し

た。その後、タンパク質を PVDF 膜（Immobilon-P、

メルクミリポア）に移行させ、5%スキムミルクで

ブロッキングし、抗 XPA モノクローナル抗体

（ab2352、アブカム(株)）、あるいは抗αチュー

ブリンモノクローナル抗体（ab7291、アブカム

(株)）と共に 18 時間反応させた。0.05% Tween20

を含む PBS で膜を洗浄後、抗マウス IgG ホース

ラディッシュペルオキシダーゼ（GE ヘルスケア

バイオサイエンス(株)）と反応させ、化学発光に

よりタンパク質を検出した。イメージャーは、

ImageQuant LAS4000 mini（GE ヘルスケアバ

イオサイエンス(株)）を使用した。 

 

3)UV 照射 

 細胞をフェノールレッドを含まない RPMI 培

地（ナカライテスク(株)）で洗浄、再懸濁した。

ペトリ皿（35 mm x 100 mm）に細胞（2.5 x 106）

を 5mL 培地で調整し、2.7 W/m2の UV 殺菌ラン

プを用いて UVC（254nm）を照射した。UV ラ

イトの測定は、UV-light meter (Lutron)を用いた。

照射後、その細胞を 1.6 cells/mL の濃度で 96 穴

マイクロプレートで培養し、細胞生存度（％）を

計算した。 

 

３．ヒト培養細胞を用いる極低用量暴露モデルの

実験系 

TSCER122 細胞（TK－/－）は、TK6 細胞から
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チミジンキナーゼ遺伝子（TK）のエキソン 5 を

欠き、その欠失部位の上流に I-SceI 認識配列 18 

bp（5’-ATTACCCTGTTATCCCTA）を１つ持っ

ている。その配列は、本来のヒトゲノムに無いた

め、その培養細胞に 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 I-SceI 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 DNA 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。

その時、細胞は TK－/－ → TK＋/－になるため、

HAT セレクションによって TK 復帰細胞だけ（つ

まり付加体が導入された細胞だけ）を回収するこ

とができ、後のシーケンス解析等に供することが

可能である（図 1）。 

 

４．8-oxodG 付加体を部位特異的に含むターゲテ

ィングベクターの構築 

8-oxodG 付加体を含むターゲティングベクタ

ーは、荒川らの方法（Arakawa T et al, Anal 

Biochem 416, 211-217 (2011)）に従って作製した。

１分子および２分子の 8-oxodG は、TK のイント

ロン４に位置する BssSI 認識配列（5’-CTCGTG

／CACGAG-3’;下線部が導入部位）の片側鎖の

dG 部位に導入した（1 分子；pvIT8oxodG-TS、２分

子；pvIT2x8oxodG-TS）。双方とも、導入された DNA

鎖は TK の転写鎖側である。8-oxodG の代わりに

正常塩基 dG のコントロールターゲティングベク

ター（pvITdG）も同様の方法で作製した。 

 

５．トランスフェクションと DNA 解析 

細胞ゲノムへの導入は、Lonza 社製 Cell Line 

Nucleofector の手法に従っておこなった。5 x 106 

cells/100 μL に調整した TSCER122 細胞に、

pCBASce 50 μg と pvIT2x8oxodG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、復帰細胞の

クローン（TK＋/－）を回収した。その後、各ク

ローンのゲノム DNA を抽出し、8-oxodG 部位だ

った周辺のシーケンスを行い、その突然変異誘発

スペクトルおよび頻度を決定した。解析する配列

は、付加体を導入する制限酵素サイト 6 bp（5’

-CTCGTG／CACGAG-3’）とその前後の配列 3 

bpの合計 12 bpの範囲とした。一塩基変異（single 

point mutation）とは、付加体の導入部位で起き

る一塩基置換、一塩基欠失（Δ1）、そして一塩基

挿入を示し、タンデム変異（tandem mutation）

とは、付加体導入部位と他の部位が同時に塩基変

異を起こしていたことを示す。また、その他

（Others）とは付加体導入部位以外に一つあるい

は複数の塩基変異があったことを示す（表 1）。 

 

Ｃ．研究結果 

１．XPA 遺伝子破壊細胞の分離 

 ZFN mRNA のトランスフェクション後に得ら

れたクローンから約 20 細胞をランダムに選んで

ジェノタイピングした結果、ほぼすべての細胞か

ら両アリルともにターゲットサイトの配列 XPA-/-

が欠損していることが分かった。非常に高効率、

そして部位特異的に遺伝子破壊させることが可

能であることが分かった。それらのクローンにつ

いて、さらにウェスタンブロッティング解析した

ところ、XPA タンパク質の発現の有無が確認でき

たため、発現の無いクローンをスクリーニングし

た（図 2A）。 

 

２．XPA 欠損細胞の UV 感受性 

 得られた幾つかの XPA 欠損細胞 XPA-/-の候補

クローンについて、UV に対する細胞生存度を調

べた。図 2B で示したように、野生型 TSCER122

細胞と比較して、低用量域で UV に対して高感受

性を示す XPA 欠損細胞（以後、XPA KO と呼ぶ）

を取得することができた。 

 

３．XPA 欠損細胞を用いた 8-oxodG２分子による
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突然変異誘発能頻度およびスペクトラム 

 pvIT2x8oxodG-TSを TSCER122 および XPA KO

へトランスフェクション後、付加体が導入された

クローン細胞（それぞれ 649、703）について、

シーケンス解析した結果を表１に示す（4 度の独

立した実験の合計）。8-oxodG 導入部位に塩基変

異があったのは、33（5.1%）、45（6.4%）であり、

どちらも G・C → T・A トランスバージョンが最

も高かった。一塩基変異の誘発頻度では、

TSCER122とXPA KOに大きな差がなかったが、

タンデム変異に関しては、XPA KO（3.1%）は

TSCER122(1.2%)よりも約 2.5 倍多く誘発してい

ることが分かった。また、導入部位以外の塩基で

起きる変異（Others）についても、XPA KO が

TSCER122 よりも約 2 倍高かった。総じて、XPA 

KO によって誘発する突然変異誘発頻度（12%）

は、TSCER122 のそれ（7.4%）よりも有意に上

昇していることが明らかとなった（図 3B）。 

 陰性対象実験として、１分子の 8-oxodG に対し

ては、TSCER122 および XPA KO のどちらを用

いても、それらの突然変異誘発頻度（2 度の独立

した実験結果）は、変化が無かった（図 3A、表 1）。 

 

４．野生型 TSCER122 を用いた 8-oxodG１分子

および２分子の突然変異誘発頻度 

野生型の細胞から得られる１分子と２分子の

突然変異誘発頻度は、それぞれ 8.3 と 7.4%であり、

付加体の分子数が 2倍になっても変異頻度はほぼ

同じと考えられた（図 3）。 

 

Ｄ．考 察 

前年度までに、１、２、４分子の 8-oxodG によ

って誘発される突然変異誘発頻度を解析（複数分

子は DNA 両鎖に配置）し、付加体の分子数と変

異頻度の関係性について調べた。１分子と２分子

の変異頻度の間には、比例関係があったが、２分

子と４分子の間にはそれが無かった。その２分子

は、各 DNA 鎖に１分子ずつ、つまり DNA 両鎖

に２分子を近接（5’-CTCGTG／CACGAG-3’;

下線部が導入部位）させて変異頻度を解析してお

り、本報告書の２分子とは配置が異なる。DNA

両鎖の２分子による変異スペクトラムは、２つの

付加体が両鎖の近傍に導入されないと発生しな

いような特徴的なもので、両鎖の付加体導入部位

の間に一塩基欠失と一塩基挿入が非常に高頻度

で検出された（5’-CTCNGTG／CACNGAG-3’;N

が欠失あるいは挿入の部位）。その２分子の全変

異頻度は 20%以上にも達した。それに対し、本年

度に実施した同じ DNA 鎖内の２分子による変異

頻度は、わずか 7.4%にとどまり、それは１分子

の頻度（8.3%）とほぼ同じであった（図 3）。つ

まり、前年度で考察したとおり、同じ DNA 鎖に

複数の DNA 損傷がある場合、ヌクレオチド除去

修復あるいはロングパッチ除去修復等によって、

効率良く除去されるため、付加体の分子数が多く

なっても変異頻度の上昇が抑えられるためであ

ると推測できる。次に、これを証明するために、

ヌクレオチド除去修復に関与する XPA 欠損細胞

XPA KO を構築し、同じ DNA 鎖内の 8-oxodG２

分子で起きる突然変異誘発頻度を調べた。その結

果、XPA KO 細胞を用いたときの方が、野生型

TSCER122 細胞のときよりも有意に突然変異誘

発頻度を上昇させた（図 3B）。これらのデータか

ら、やはり同じ DNA 鎖にある複数の付加体は同

時に除去修復されるため、付加体の分子数と突然

変異誘発頻度には、比例関係がないことを実験的

に明らかにした。 

図 3A に示したように、双方の細胞から得られ

た8-oxodG１分子の突然変異誘発頻度には差が無

い。これは、酸化的 DNA 損傷である 8-oxodG は、

8-オキソグアニングリコシラーゼ等が関与する塩

基除去修復機構によって修復されるからと考え

られる（Liu M, et al. Current Genomics 10, 

250-258 (2009)）。しかしながら、8-oxodG がもう

１分子増えただけで（計２分子にクラスター化）、

その塩基除去修復機構だけでなく、ヌクレオチド

除去修復機構が加わり、DNA 修復をより増強さ

せていることが本研究によって明らかになった。

他の研究チームにおいても、放射線のクラスター

DNA 損傷の一つである AP-site が、ヌクレオチ
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ド除去修復機構によって修復されるという報告

がある（Torres-Ramos, CA et al., Mol Cell Biol 

20, 3522-3528 (2000)）。以上のことから、バルキ

ーDNA 付加体に対して働くとされてきたヌクレ

オチド除去修復は、クラスターDNA 損傷など

DNA の片側鎖に広範な損傷が形成した場合に働

く機構であると考えられる。 

 

Ｅ．結 論 

DNA 付加体の分子数と突然変異誘発頻度の

関係性を調べるために、同じ DNA 鎖内に配置さ

せた２分子の 8-oxodG が引き起こす突然変異誘

発頻度を XPA 欠損細胞を用いて明らかにした。

その結果、XPA 欠損細胞で起きる突然変異誘発頻

度は、野生型細胞のそれよりも有意に上昇した。

このことから、同じ DNA 鎖の２分子の付加体は、

通常の塩基除去修復だけでなく、ヌクレオチド除

去修復機構によっても修復されていることが分

かった。 
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T C A Δ1 Ins. ND

TSCER122 461 422 (100%) 384 (91%) 15 (3.6%) 5 (1.2%) 1 (0.24%) 3 (0.71%) 0 (0%) 2 (0.47%) 9 (2.1%) 35 (8.3%) 3

XPA KO 538 472 (100%) 430 (91%) 12 (2.5%) 11 (2.3%) 3 (0.64%) 1 (0.21%) 0 (0%) 0 (0%) 9 (2.5%) 39 (8.3%) 3

TSCER122 713 649 (100%) 597 (92%) 19 (2.9%) 11 (1.7%) 2 (0.31%) 0 (0%) 1 (0.15%) 8 (1.2%) 7 (1.1%) 48 (7.4%) 4

XPA KO 816 703 (100%) 614 (87%) 31 (4.4%) 6 (0.85%) 5 (0.71%) 2 (0.28%) 1 (0.14%) 22 (3.1%) 19 (2.7%) 86 (12%) 3

Table 1. Mutation spectra induced by integration of pvIT8oxodG and pvIT2x8oxodG

Single point mutation at 8-oxoGDNA adducts-
integrated
revertants

Total
mutation

Tandem
mutations

Others
No

mutation
Targeting

vector

pvIT8oxodG

pvIT2x8oxodG

TK
revertants
analyzed

Cell

表１．XPA 欠損および野生型細胞を用いた 1 分子および２分子の 8-oxodG で起きる突然変異誘発スペクトラムと頻度 
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図１．ヒト培養細胞を用いる極低用量暴露モデルの実験系の概要
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図２．XPA欠損細胞の構築
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図３．1分子および2分子の8-oxodG部位で起きる突然変異誘発頻度の比較


