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研究成果の概要（和文）：哺乳類のDNA損傷応答因子欠損細胞を用いて、化学物質の遺伝毒性を迅速、簡便かつ
高感度に検出する試験法の確立を目指し、損傷乗り越え合成（translesion synthesis: TLS）型DNAポリメラー
ゼ（Polη、Polι、Polκ）三重欠損マウスより作出した胚性線維芽細胞（MEF）を用いて、被験物質に対する生
存率を野生型マウス由来のMEFと比較した。その結果、本手法が様々な化学物質の哺乳類細胞に対する遺伝毒性
の評価に役立つことが判明した。

研究成果の概要（英文）：In order to establish a rapid, simple and hypersensitive method of screening
 various genotoxic compounds for mammalian cells, we compared sensitivities to various compounds 
among mouse embryonic fibroblasts derived from wild-type (WT) and knock-out mice lacking one of 
three Y-family TLS DNA polymerases (Pol eta, Pol iota, and Pol kappa) or all of them (TKO). We found
 that TKO cells exhibited the highest sensitivities to most of the tested genotoxins, but not to the
 non-genotoxins. Furthermore, we found that ratios of half-maximal inhibitory concentration of WT 
and TKO cells would be nice markers to quantitatively evaluate the hypersensitivity of TKO cells to 
different chemicals.

研究分野：分子生物学
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１. 研究開始当初の背景 
 発がん性は、化学物質の慢性曝露による影
響の中でも特に懸念すべきハザードである。
化学発がんには、化学物質が直接遺伝子 DNA
を傷害することによる遺伝毒性と、増殖刺激
作用などによる非遺伝毒性という二つの機
序が存在するが、遺伝毒性については閾値が
ないとの前提でリスク評価がなされるため、
慢性曝露のリスクを考慮する上で、遺伝毒性
の有無を判定することは重要な意味を持つ。  
遺伝毒性試験としては、現在、エームズ試
験に代表される突然変異誘発試験、哺乳類細
胞を用いる小核試験や姉妹染色分体交換試
験・染色体異常試験、そして DNA 損傷性に基
づくコメットアッセイ、不定期 DNA 合成アッ
セイなどの「in vitro 試験」、トランスジェ
ニック動物を用いる突然変異試験や精原細
胞を用いる染色体異常試験などの「in vivo
試験」が主に用いられている。これらの遺伝
毒性試験ではゲノム上の変異や染色体異常
を検出する方法が主に用いられているが、細
胞が変異原に曝されても突然変異や染色体
異常が生じる確率は低く、半数以上の細胞が
死滅するような条件でも生じる変異の頻度
は 10-6～10-4程度であることが多い。すなわ
ち、１つの変異や染色体異常が生じるまでに
ははるかに多くの DNA 損傷が生じ、それらを
修復しきれなかった結果として死んでいく
細胞の中でごく一部の細胞に突然変異や異
常染色体が生じたものを検出していると考
えられる。 
遺伝情報を担うDNAの損傷は転写や複製と
いった細胞の生存と増殖に必須な代謝活動
を阻害し、個体レベルではがん化・老化を引
き起こす原因となるため、大腸菌からヒトに
至るまで、あらゆる生物は DNA の損傷から遺
伝情報を守るための機構を備えている。細胞
がDNA損傷を検知すると細胞周期チェックポ
イントが活性化して細胞周期が停止し、様々
なDNA修復機構によって損傷の除去を試みる。
しかしすべての損傷が効率よく除去される
わけではなく、細胞が DNA 損傷を有したまま
S 期（DNA 複製期）に進行してしまい、鋳型
鎖上の損傷が複製装置の進行を阻害してし
まう。そこで鋳型鎖上に損傷があっても複製
を完了できる複製後修復（post-replication 
repair: PRR）の機構が存在する。PRR には相
同組換え等により損傷のない相補鎖を鋳型
として用いる経路と、特殊な DNA ポリメラー
ゼにより損傷を乗り越えて複製を継続する
経路が存在し、後者は損傷乗り越え合成
（TLS）と呼ばれている。これらの機構が破
綻すると、細胞は変異原に対して極めて脆弱
となり、それは一義的に変異原に対する感受
性の亢進という表現型で現れる。哺乳類細胞
では、相同的組換え活性が低いため、PRR は
主に TLS によって行われる。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、上記のようなこれまでの

遺伝毒性試験の欠点を補う迅速かつ簡易な
高感度検出法の確立を目指す。そのためには
非常に稀な現象を捉えるのではなく、細胞集
団の多数で起きる現象を検出する。具体的に
は変異原に対して極めて高い感受性を示す
TLS ポリメラーゼ（Polη、Polι、Polκ）
三重欠損マウスより作出した胚性線維芽細
胞（MEF）を用いて、細胞生存率を指標とす
る。 
  
３．研究の方法 
 実験条件の最適化と化合物の濃度設定方
法を検討するため、エームズ試験、小核試験、
染色体異常試験等により遺伝毒性物質であ
ることが明らかで、かつ代謝活性化を必要と
しない化合物（メタンスルホン酸メチル、シ
スプラチン等）と、それらの試験で陰性であ
り、非遺伝毒性物質とされる化合物（NaCl、
エタノール、クロロホルム等）に対する野生
型（WT）細胞と Polη/Polι/Polκ三重欠損
（triple knockout、以下 TKO）細胞の感受性
を、ミトコンドリア活性を指標とする MTS ア
ッセイにより測定する。 
 
４．研究成果 
 アルキル化剤であるメタンスルホン酸メ
チル、DNA 架橋剤であるマイトマイシン C お
よびシスプラチン、酸化剤である臭素酸カリ
ウム、一本鎖切断を誘発するカンプトテシン
などといった様々な作用機序の遺伝毒性物
質に対する WT 細胞と Polη、Polι、Polκそ
れぞれの単独欠損細胞、および TKO 細胞の感
受性を比較したところ、いずれの化合物に対
しても TKO 細胞は最も高い感受性を示した。 
そこで上記の化合物に加え遺伝毒性の有
無が既知の医薬品、食品添加物、または環
境・食品汚染物質に対する WT 細胞と TKO 細
胞の感受性の比（IC50WT/IC50TKO）を測定し
たところ、11 種類中 10 種類の遺伝毒性物質
で TKO 細胞は WT 細胞に比べて有意に高い感
受性を示し、IC50WT/IC50TKO が 2.0 以上を判
定基準とした場合の感度は 90.9%であった。
一方で、塩化アンモニウムなど 6種類の非遺
伝毒性物質に対して TKO 細胞は WT 細胞と同
程度の感受性を示し、IC50WT/IC50TKO はいず
れも 2.0 以下であった。またメタンスルホン
酸メチルで処理したTKO細胞ではユビキチン
化 PCNA およびγ-H2AX の蓄積が WT 細胞より
亢進していたが、塩化アンモニウム処理では
いずれの細胞でもそれらの蓄積は見られな
かった。これらの結果から TKO 細胞は様々な
機序の遺伝毒性物質に高感受性を示し、新規
遺伝毒性スクリーニング系に有用であると
考えられる。 
次に代謝活性化を必要とする遺伝毒性物
質であるシクロフォスファミド（CP）および
ベンゾ[a]ピレン（BaP）に対する感受性を比
較したところ、TKO 細胞は CP に対してラット
肝ミクロソーム画分（S9 mix）存在下で WT
細胞に比べて 3.3 倍高い感受性を示し、S9 



mix 非存在下ではどちらの細胞も全く感受性
を示さなかった。一方で BaP に対しては、WT
細胞は CP の場合と同様に S9 mix 存在下での
み感受性を示したのに対し、TKO 細胞は S9 
mix 存在下よりも非存在下でさらに高い感受
性を示した。そこでどの TLS ポリメラーゼの
欠損が非代謝BaPに対する感受性に寄与して
いるか調べたところ、Polκ欠損および Pol 
ι欠損細胞で非代謝BaPに対する高感受性が
見られた。 
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