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研究成果の概要（和文）：紫外線のゲノム毒性に対する皮膚組織レベルの防衛応答である変異誘発抑制（MIS）
応答の制御機構を解明するため、抗酸化ストレス応答を制御しているKeap1-Nrf2系が関与するモデルを立て解析
を行った。MIS応答のトランスクリプトーム解析を行い、MIS応答に伴うアポトーシス発動遺伝子群の誘導、それ
に続く組織回復に関係する細胞増殖関連遺伝子群の誘導を認め、アポトーシスとハイパープラシアに基づくMIS
応答の機構を確認し、紫外線傷害後の皮膚組織の回復過程におけるKEAP1-NRF2系の関与を認めた。またMIS誘導
に必要なDNA損傷量も評価した。

研究成果の概要（英文）：We studied the mechanism of the response of mutation induction suppression 
(MIS), a protective response of skin tissue to UV genotoxicity, using a mechanistic model based on 
the Keap1-Nrf2 system, which controls antioxidative responses in mammalian cells. We performed an 
analysis of global gene expression changes in the MIS response and detected the induction of genes 
related to apoptosis and cell proliferation, which suggests that MIS is based on a tissue turnover 
mechanism with apoptosis and hyperplasia. The analysis has also suggested that the Keap1-Nrf2 system
 functions in the tissue recovery process from the skin damage produced after UV exposures. We also 
estimated the amounts of UV-induced DNA damage necessary for the MIS induction.

研究分野：紫外線生物影響
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１．研究開始当初の背景 
	 皮膚に紫外線を照射すると突然変異が誘
発されるが、表皮では一定の閾値線量を越え
ると炎症発生と同時に変異頻度の上昇が抑
えられプラトーになる。私たちはこの応答現
象をマウスで発見し、変異誘発抑制（mutation 
induction suppression, MIS）と名付けた（H. 
Ikehata & T. Ono, 2002, Mutat. Res.; 図１）。
MIS応答は生体組織レベルの紫外線ゲノム毒
性防御機構であり、アポトーシス誘発とその
後の細胞増殖による組織更新により突然変
異 が 抑 え ら れ る （ Ikehata et al., 2010, 
Mutagenesis）。MIS 応答は閾値線量から突然
始まる事象なので、アポトーシスは一定以上
の線量を被ばくした細胞集団に一斉に発生
すると考えられる。しかしこのMIS応答に伴
うアポトーシス誘導の分子機構は未解明の
ままであった。 

ヌクレオチド除去修復のうち転写共役修復
（transcription- coupled repair, TCR）に関わる
修復因子 XPAや CSBを欠損したヒトやマウ
スの皮膚は紫外線に対し高い炎症・アポトー
シス感受性を示す。これらの欠損マウスは
MIS応答にも高感受性で閾値線量の著しい低
下が認められる（池畑、未発表）。XPAや CSB
の欠損細胞はミトコンドリア代謝に異常が
あり（Fang et al., 2014, Cell; Cleaver et al., 2014, 
PNAS）、酸化ストレスに対しアポトーシスを
起こしやすいなど脆弱になっている。これら
の事実に基づき、炎症・アポトーシスを伴う
MIS応答は酸化ストレスに対する細胞応答機
構により制御されているのではないかと考
えた。 
生体は酸化ストレスに対し抗酸化物質の合
成・蓄積（グルタチオン、ビリベルジン、ビ
タミン C等）、ROSの無毒化（SOD、カタラ
ーゼ等）、DNA修復（酸化型損傷特異的 DNA
グリコシラーゼ等）と、重層的な耐性機構を
有している。このうち抗酸化・ROS耐性機構
の誘導に広く関わり、中心的役割を果たして
いる転写因子として Nrf2 が存在する。Nrf2
は一群の抗酸化関連酵素の誘導（抗酸化応
答）を支配し、その活性は Keap1という酸化
ストレスセンサーでもあるユビキチンリガ
ーゼ構成因子によって制御されている。Nrf2
は通常は細胞質に存在しKeap1により分解さ

れるが、酸化ストレスにより Keap1が失活す
ると核内に移行し、配下の遺伝子群の発現を
誘導する。紫外線は強い酸化ストレス因子の
ひとつであるが、Nrf2欠損マウスの皮膚は紫
外線に対し炎症・アポトーシスの亢進を示す
（Kawachi et al., 2008, JID）。一方 Nrf2活性の
上昇したマウスでは紫外線による炎症・アポ
トーシスが抑制される（Schäfer et al., 2010, 
Genes Dev.）。このように皮膚の紫外線に対す
る炎症・アポトーシス応答は Nrf2によって制
御されており、Nrf2活性化は炎症・アポトー
シスを抑制する。したがってMIS応答発動時
には、活性化 Nrf2を抑制し ROSを増産させ
てアポトーシスを誘導する機構が働いてい
ると予想された。実際、低線量の UVB 紫外
線では Nrf2 活性化が認められるのに閾値を
超える高線量では認められなくなることが
報告されていた（Hirota et al., 2005, JID; 
Kannan & Jaiswal, 2006, Cancer Res.; 
Durchdewald et al., 2006, JID）。 
 
２．研究の目的 
	 そこで本研究では紫外線照射後の Nrf2 活
性化制御機構について、「低線量紫外線では
発生した低レベルの ROS に対して活性化し
た Nrf2抗酸化応答が対抗し、炎症・アポトー
シスの発生を抑制するが、高線量では高レベ
ルの ROSに対応しきれなくなり、何らかの形
で Nrf2 抗酸化系の不活化が起こり、ROS 産
生が急激に促進されアポトーシスが誘導さ
れる」という仮説を立てた。これまでの内外
の研究情報に基づきこれを説明できるいく
つかの検証モデルを想定してこれらを解析
していき、MIS応答に伴うアポトーシスの制
御の分子機構を解明することにした。Nrf2系
の不活化機構には核内 Nrf2 の転写活性化能
の失活あるいは分解・核外排出の促進、Klf9
や p53の拮抗的活性化による抗酸化応答の阻
害などの報告があり、これらの不活化機構に
異常が生じた時、Nrf2活性化がどう変化する
か、MIS応答はどのように変化するのか想定
モデルで実験的に検証し、MIS応答に関わる
アポトーシス制御機構を解明することによ
り、上記の仮説を証明することを研究目的と
した。 
 
３．研究の方法 
	 MIS 応答に伴うアポトーシス誘発が Nrf2
抗酸化応答の急激な不活性化によるという
仮説を証明するために、内外の研究情報に基
づき Nrf2系不活性化機構モデルを想定し、そ
の検証を行うことを計画した。まず遺伝子改
変マウスを利用し MIS 応答の Nrf2 依存性を
皮膚で解析した。Nrf2欠損マウスの剃毛した
背中の皮膚に照射線量を変えて UVB を照射
し、誘発される突然変異頻度を測定して、変
異誘発動態を解析した。また培養表皮細胞に
よる in vitro解析系で siRNAを用いて想定モ
デルの検証を試みた。HaCaT細胞に UVを照
射し誘発されるアポトーシスへの効果を解

図１： MIS 応答の具体例．300 nm 紫外線
によるマウス⽪膚表⽪での突然変異誘発動
態を⽰す。⼀定線量以上で変異頻度上昇が抑
えられ横ばいになり（実線），⼀定値を⽰す
（プラトー変異頻度）。〇は各個体のデータ。 
 
 



析した。研究の途中で想定モデルに否定的な
データが得られたため、研究方針を修正し、
MIS応答に伴う遺伝子発現解析をRNA-seq法
により行った。またMIS応答誘導機構につい
て別の角度から検討するため紫外線誘発損
傷量と MIS 誘導の関係を ELISA 法で解析し
た。 
 
４．研究成果 
	 まず Nrf2 系の MIS 応答への影響を把握す
るため，Mrf2または Keap1を欠損した突然変
異解析用突然変異マウスを用いて遺伝的解
析を行った。Nrf2 欠損マウスでは UVB に対
し野生型マウスより表皮で有意により強い
MIS応答を示し、プラトー変異頻度の低下が
見られた。一方、Keap1発現が低下し Nrf2が
高発現しているKeap1欠損マウスで検討した
ところ、MIS応答に野生型と有意な差は認め
られなかった。更に Ref-1 欠損の影響を評価
するため in vitro 細胞培養系で検討したが、
Ref-1 発現抑制による UV 誘発アポトーシス
の促進は見られず、当初予定していた Ref-1 
floxマウスの開発は中止することにした。 
	 このように当初のモデルでは十分に MIS
応答機構を説明できないことが判明したた
め、これまでの仮説を見直すことにし、UVB
照射後の MIS 応答時の遺伝子発現解析を行
い、MIS誘導条件下で変動する因子を詳細に
検索・同定することにした。UVB 照射後の
MIS応答時の遺伝子発現解析をRNA-seq法を
用いて行い、MIS誘導条件下で変動する因子
を詳細に解析・検索した。その結果、紫外線
により照射直後は皮膚表皮で多くの遺伝子
の発現抑制が認められ、Keap1-Nrf2系も発現
が抑制された。しかしMIS応答と平行してア
ポトーシス発動に関わる遺伝子群は強く誘
導されることを確認し、また照射後 3日目に
は組織回復に関係すると思われる細胞増殖
関連遺伝子群の誘導が認められ、我々のこれ
までのアポトーシスとハイパープラシアに
基づく MIS 応答の機構モデルを裏付けるこ
とができた。Keap1-Nrf2系はむしろアポトー
シス後のこの組織回復過程での細胞増殖と
平行して活性化し、細胞増殖に伴う炎症の発
生を抑制していることを示唆するデータが
得られ、紫外線傷害後の皮膚組織の回復過程
における Keap1-Nrf2 系の重要性が見えてき
た。またこの解析と平行してMIS応答誘導に
必要な DNA 損傷量の絶対定量も行い、誘導
に必要なシクロブタン型ピリミジンダイマ
ー及び 6-4 型光産物の最少量を明らかにし，
同時にこれらの DNA 損傷の分子あたりの変
異原性も評価できた（Ikehata et al., 2018, PPS）。 
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