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研究成果の概要（和文）：ヒストン H2AX リン酸化を指標として、電離放射線に加えて紫外線
やDNA鎖架橋剤などの環境変異原によってもDNA二重鎖切断が誘発されることが示された。
これらの DNA損傷部位には修復蛋白 NBS1が集積して、H2AXのリン酸化ならびに損傷乗り
越え合成とその結果誘導される突然変異の発生に関わっている事を明らかにした。また、NBS1
はクロマチンリモデリングの制御をおこなっており、環境変異原に対する細胞の修復過程と損

傷応答機構によりゲノム安定化（発がん抑制）に重要な役割を演じている事が判明した。 
 
研究成果の概要（英文）：By using phosphorylation of histone H2AX as a marker of DNA lesion, we 
showed here that DNA double strand breaks were generated by several environmental genotoxic and 
carcinogenic agents including UV and DNA cross-linking agents. These agents also induced gene 
mutations through translesional DNA synthesis, which is associated with NBS1.  NBS1 is also 
involved in phosphorylation of  H2AX and chromatin-remodeling at sites of DNA damage. Thus, 
NBS1 plays important roles in genome stability (inhibition of tumorigenesis) through DNA repair and 
cellular response to DNA lesions. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）生物進化に伴って巨大化したヒトなど
の高等真核生物ゲノムは同時に偶発的なゲ
ノムDNAの二重鎖切断の危険に曝されること
になった。細胞内に未修復で残存する DNA 二
重鎖切断は例え一個でもゲノム情報消失に
より細胞死や重篤な傷害を招くために、高等
真核生物はDNA二重鎖切断を高精度に再結合
する防御機構を進化発達させて来た。この防

御機構では、DNA 損傷を検出して細胞増殖を
停止するチェックポイント制御と相同組換
え修復を行う ATM/ATR や NBS1 などの損傷応
答蛋白から構成される。この防御機構の破綻
はゲノム不安定性を誘発して発がんに至る
と考えられている。 
 
（２）環境変異原による発がんが社会的に注
目されている。すなわち、１９７０年以降に
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我が国では１０００人近くがアスベストに
よる中皮腫で死亡している。体内に取り込ま
れたアスベストは排出されにくいので、生涯
にわたってアスベスト被ばくを受け続ける
患者の病態の解明と対策がせまられている。
一方、次世代の低燃費車として注目されるデ
ィーゼル車はその環境対策が重要課題であ
る。特に３－ニトロベンズアントロンは変異
原性が高くそのリスクと発症機序の解明が
求められる。また、抗癌剤としてトポイソメ
レース阻害剤を使用すると急性骨髄性白血
病を発生することが知られている。乳児に新
しく発生した白血病の頻度は母親が摂取し
たトポイソメレース阻害活性のある食品、漢
方薬、農薬の摂取により１０倍に増加する疫
学調査研究が報告されている。 
 
２．研究の目的 
（１）ＤＮＡ二重鎖切断はかって電離放射線
照射により誘発される特殊なDNA 損傷と思わ
れていた。しかし、従来の生化学的方法の数
百倍̶数千倍の高感度な、ATM/ATR キナーゼに
よりリン酸化を受けるヒストン H2AX のリン
酸化を指標とした最新技術では、細胞内に発
生したわずかなDNA 二重鎖切断も検出可能に
なった。本研究では、電離放射線に加えて、
ゲノムDNA と結合して変異原性を呈するディ
ーゼル車排気ガス中の３－ニトロベンズアン
トロンなどの多環芳香族化合物、トポイソメ
レース阻害剤、アスベスト、紫外線、DNA 鎖
架橋剤（アルキル化剤）などの各種の環境変
異原による H2AX のリン酸化の検証を行う。 
 
（２）近年のがん研究では肺がんや乳癌など
の通常のがんの発生初期でも ATM や NBS1 蛋
白が DNA損傷を検出して細胞増殖を停止する 
“発がん障害モデル”が発がん（抑制）機構
として受け入れられている。この防御機構の
破綻がゲノム不安定化とそれに続く発がん
を招くので、その防御機序の解明により将来
的ながん予防に資することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）生理学的濃度の電離放射線、紫外線
(UVC, UVA)、多環芳香族化合物（１－ニトロ
ピレン、１．８－ジニトロピレン、ベンゾ「ａ」
ピレン、３－ニトロベンズアントロン、４－ア
ミノビフェニル）トポイソメレース阻害剤
（ゲニステン、エトポシド）、DNA 架橋剤（ソ
ラーレン、マイトマイシンＣ）、アスベスト
（クリソタイル）等で処理後、細胞周期依存
性を確認するために H2AX リン酸化抗体を用
いて免疫染色を行った。また、BrdU との二重
染色を行った。 
（２）環境変異原処理後の損傷乗り越え合成
を酵素ポリメラーゼηのフォーカス形成能
および損傷乗り越え合成の直接測定を行っ

た。また、ゲノム DNA シークエンスによる遺
伝子突然変異の性質を検討した。 
（３）環境変異原処理後の染色体異常誘発と
の相関を検討した。 
（３）ヒストン H2AX や H2B の化学的修飾と
クロマチンリモデリングとの関係を検討し
た。 
 
４．研究成果 
（１）環境変異原によるヒストン H2AX リン
酸化：我々が調べたほとんど全ての環境変異
原処理により H2AX リン酸化フォーカスが形
成された（下図）。興味深いことに、これら
のフォーカス形成は S期に特異的に発生した。
すなわちγ線に加えて、UVC 紫外線(10-20Ｊ
/m2)、多環芳香族化合物（１－ニトロピレン、
１．８－ジニトロピレン、ベンゾ「ａ」ピレ
ン、３－ニトロベンズアントロン、４－アミノ
ビフェニル、それぞれ１０％生存率を誘発す
る濃度で処理）、ゲニステン（8-12μg/ml）,
エトポシド(5-20μg/ml), クリソタイル（ア
スベスト、4-8μg/ ml）、PPB-ソラーレン(100
μM)、マイトマイシンＣ（10μM）処理でい
ずれも免疫染色による H2AX リン酸化フォー
カスが細胞内に形成された。この結果から環
境変異原の指標としての H2AX リン酸化の有
効性が示された。薬剤濃度依存性を確認した
結果、BrdU で二重染色した細胞内に、低濃度
処理でも鮮明なフォーカス形成が見られた。
このことは環境変異原による H2AX のリン酸
化はDNA損傷が原因で複製フォークの停止が
原因であることを示している。また、野菜に
含まれる光毒性成分ソラーレンのDNA への結
合には UVA が必要であり、複合的な組み合わ
せによる環境変異原性の増加の可能性も示
された（Tsuchida et al., 2007）。これらの
結果から、H2AX のリン酸化が変異原による
DNA 損傷の指標として有用であることが示さ
れた。 
 
図。種々の環境変異原処理による H2AX リン
酸化（緑あるいは赤のドット状フォーカス） 
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（２）突然変異発生経路：紫外線に加えて DNA
鎖架橋剤や多環芳香族化合物もほ乳類細胞
に高頻度に突然変異を誘発することが示さ
れた。また、これらの放射線や薬剤は損傷乗
り越えDNA 合成を誘導することが明らかとな
った。多環芳香族炭化水素のうち、３－ニト
ロベンズアントロンはグアニンのC8 位と N2
位、アデニンの N6 位に付加体を形成し、DNA
複製を阻害する（Kanno et al., 2007）。こ
のうちもっとも生成量が多いグアニンの N2
位の付加体が G:C→T:A トランスバージョン
変異を起こす（Nishida et al., 2008）。同
様に、４－アミノビフェニルもグアニンの N2
位の付加体でも起こる。このように、芳香族
化合物などの環境変異原による突然変異は
誤りがちな乗り越えDNA 合成のポリメラーゼ
ηにより誘発される（Sawai et al., 2009）。
多環芳香族化合物は既に知られている紫外
線と共通した突然変異発生経路でゲノム不
安定性を誘導していることが明らかとなっ
た。 
 
（３）損傷乗り越え DNA 合成機構：我々が用
いた放射線や薬剤による H2AX リン酸化部位
に修復蛋白の NBS1 フォーカスが局在した。
H2AX リン酸化はウォルトマニンで阻害され
ることから、ATM キナーゼまたは ATR キナー
ゼによって制御されていることが示された
（Shimohara et al., 2008）。一方、これら
のキナーゼ活性は TopBP1 が NBS1 と結合する
ことにより制御していると思われる
(Morisima et al.,2007)。損傷乗りこえ合成
はユビキチンリガーゼ RAD8 による DNA 複製
因子 PCNA のユビキチン化で開始する事が知
られているが、NBS1 は RAD18 と結合して損傷
部位にリクルートする機能があることが示
された。実際、NBS1 欠損細胞では紫外線 UVC
照射した乗り越えDNA合成のポリメラーゼη
のフォーカスが形成できないことが本研究
により初めて示された。NBS1 の変異体を用い
た解析は、NBS1 が損傷部位に局在できないと
高頻度に染色体異常を誘発する事を示した

(Antoccia et al., 2008)。また、NBS1 はア
ポトーシスにも関与しており（Iijima,et al., 
2008）、DNA 修復に加えて環境変異原の損傷応
答に重要な役割を果たしていることが確認
された。 
 
（４）相同組換えとヒストン化学修飾：ヒス
トン H2AX の生物学的意味は未だに明確でな
い。最近、我々は H2B ユビキチン化によるヒ
ストンのリモデリングが相同組み換えに必
須であることを発見した(Nakamura, et al. 
Mol Cell 2011)。H2B ユビキチン化は転写開
始に先立って起こることが知られているが、
相同組換え修復が原核生物から真核生物に
発展するときに、真核生物のクロマチン・リ
モデリングのために転写機構が進化の過程
で転用されたと思われる。H2B ユビキチン化
は BRCA1 や RAD51 などの相同組換え蛋白が損
傷DNA に結合するのに重要なステップである。
また、BRCA1 の損傷部位への集結には H2AX リ
ン酸化が必要であり、H2AX や H2B を初めとし
たヒストン修飾の相同組み換え修復に於け
る異なった役割が本研究により明らかにさ
れた。一方、DNA 架橋の修復には相同組換え
修復と損傷乗りこえ合成が同時に必要であ
る事が知られている。このため、H2B ユビキ
チン化によるヒストンのリモデリングが両
修復機構に関与していると思われる。実際、
H2B ユビキチン化の阻害により、損傷乗り越
え合成に必須の PCNA のユビキン化も低下す
ることが判明した。 
 
（５）環境変異原の検出と防護への貢献：変
異原性を示すほとんど全ての環境物質や放
射線が H2AX リン酸化を誘導したので、H2AX
リン酸化抗体反応あるいは H2AX リン酸化フ
ォーカスを指標とした防護作用物質のスク
リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 こ の 結 果 、
Bisbenzamidine 誘導体のペンタミジンが
DNA損傷に続くH2AXリン酸化の阻害作用を示
すことが分かった（Kobayashi,et al., 2010）。
このような H2AX リン酸化を指標としたスク
リーニングに加えて、本研究で明らかとなっ
た NBS1 の損傷部位へのリクルートを指標と
したアッセイ系がより優れた方法と言える。
すなわち、NBS1 は DNA 損傷のみならず、DNA
の存在しない中心体にも局在してゲノム不
安定化に関与するので（Shimada,et al., 
2009）、本研究は NBS1 を用いたスクリーニン
グ方法の新規開発に道を開いた（米国 NIH と
協議中）。 
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