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研究成果の概要（和文）：発がんに関わるエピジェネティック状態の変化を引き起こす化学物質のユニバーサル
な検出系として、酵母凝集性を指標とした「FLO assay」を提唱している。このFLO assayのエンドポイントであ
る凝集遺伝子FLO1プロモーター活性の同配列改変による精度向上と、検出系の妥当性確認が本研究の目的であ
る。検討の結果、エピジェネティック修飾剤高感受性変異型FLO1プロモーターの取得には至らなかったが、自然
環境中に存在する化学物質から新たにエピジェネティック修飾剤を同定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：FLO assay using yeast flocculation as a detection system for chemicals that 
cause changes in epigenetic regulation related to carcinogenesis. The purpose of this study is to 
improve and validate the FLO assay utilizing activity of the flocculation gene FLO1 promoter, which 
is an endpoint of this assay. As a result of the study, it was impossible to obtain a mutant FLO1 
promoter to allow for highly sensitive detection of epigenetic modifiers, but a novel epigenetic 
modifier within the natural environment has been identified using FLO assay.

研究分野：ゲノム安全学

キーワード： エピジェネティック修飾剤　バイオアッセイ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エピジェネティック制御に影響を及ぼす化学物質は発がんを促進する可能性が指摘されているが、その簡便な検
出系の確立には至ってはいない。本研究では、そのプロトタイプと位置付けられるFLO assayの改善と実用性に
ついて検討を行った結果、本アッセイ系が環境中からエピジェネティック修飾作用を新たに検出できるポテンシ
ャルを有することが確認された。この事実は、少なくともFLO assayがエピジェネティック修飾剤のファースト
スクリーニング系として有用であることを示唆する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

研究代表者は、エピジェネティック制御に影響を及ぼす化学物質のユニバーサルな検出系

として、「FLO assay」を提唱している。ゲノムにおけるエピジェネティック状態の変化は発

がんの促進に関与する可能性があり、その簡便な検出系は化学物質の安全性を確保する上

で有用と考えられるが、FLO assayは培養が容易な微生物である酵母の凝集性を指標として

いることから有望な候補と期待される。一方で、本アッセイ系を社会実装するには妥当性を

含め更なる検証が必要であることも事実である。 
 
２．研究の目的 

研究代表者は、発がんに関わるエピジェネティック制御の変化(変異)を引き起こす化学物質

のユニバーサルな検出に、エピジェネティック変化に応答する酵母凝集性が利用できるこ

とを報告している。本凝集性に関わる遺伝子 FLO1プロモーターを用いたレポーターシステ

ム（FLO assay）を活用し、精度が担保されかつ有用性が向上したエピジェネティック作用

検出システムの構築を目標に本研究を進めた。 
 
３．研究の方法 

（１）凝集試験 

ヒト DNAメチル化酵素遺伝子を形質転換した酵母株（DNMT酵母）を対数増殖期中期から

定常期初期まで培養を行い、培養液を 5 分間静置し沈降する酵母細胞を画像処理により数

値化した。 

 

（２）レポーターアッセイ 

凝集遺伝子 FLO1のレポータープラスミドを形質転換した DNMT酵母株を用いてアッセイ

を行なった。対数増殖期後期まで培養した酵母細胞を回収後洗浄し蛍光（Excitation, 485 nm; 

Emission, 535 nm）を測定し濁度で補正した。測定には TriStar2 LB 942 (Berthold Technologies 

GmbH & Co. KG, Bad Wildbad, Germany)を使用した。 

 

（３）in vitroメチレーションアッセイ 

プラスミド pUC19 を基質として、DNA メチル化酵素には M.SssI（New England Biolabs, 

Ipswich, MA, USA）を用い制限酵素 Hpa IIの感受性を指標に DNAメチル化酵素活性を検出

した。 

 

（４）ゲノム DNAメチレーション解析 

ヒト胚性腎細胞 HEK293 を用い、ゲノムの DNA メチレーションレベルを ELISA で定量し

た。ELISA には、MethylFlash Global DNA Methylation (5-mC) ELISA Easy Kit （Epigentek, 

Farmingdale, NY, USA）を使用した。 
 
４．研究成果 

（1） 凝集性に及ぼすかび毒フモニシン B1の影響 

FLO assayにおける指標の１つが凝集である。すでに一部のかび毒がエピジェネティック作

用を有することを報告しているが、本研究において、発がん性が懸念されるかび毒フモニシ

ン B1 が DNMT 酵母で顕在化する凝集能に対し濃度依存的な促進作用を有することを見出



した。 

 

（2） FLO1レポーター活性に及ぼすかび毒フモニシン B1の影響 

DNMT 酵母の凝集性には凝集遺伝子 FLO1 の転写亢進が関与していることを明らかにして

いる。FLO assayのもう１つの指標ともなる凝集遺伝子 FLO1のレポータープラスミドを形

質転換した DNMT酵母株を用いての FLO1レポーター活性を測定した結果、フモニシン B1

濃度依存的に FLO1 レポーター活性が上昇することを確認した。さらに、DNA メチル化を

受けるとされる CpG（5'- CG -3'）モチーフに変異を導入した変異型 FLO1プローモーターを

用いたレポーターアッセイにおいては、フモニシン B1によるレポータ活性上昇は認められ

ないことも確認した。 

DNMT 酵母の凝集性は凝集遺伝子 FLO1 が関与しており、その転写は同プロモーター領域

内の DNAメチル化により正に制御されている可能性を報告している。したがって、以上の

結果は、フモニシン B1 により FLO1 プローモーター内 CpG 配列のシトシン塩基のメチレ

ーションが亢進されることで、同活性と凝集性が上昇したことを示唆するものと考えられ

る。 

 

（３）DNAメチル化酵素活性に及ぼすフモニシン B1の影響 

制限酵素 Hpa II は認識サイトにメチル化部位を有するメチル化感受性酵素である。微生物

由来の DNAメチル化酵素M.SssIによる Hpa II切断阻害レベルは、フモニシン B1濃度依存

的に上昇する結果を得た。 

 

（４）哺乳類動物細胞のゲノム DNAメチレーションレベルに及ぼすフモニシン B1の影響 

ヒト胚性腎細胞 HEK293のゲノム DNAメチレーションレベルをフモニシン B1は亢進させ

る作用を示した。 

 

以上、本研究から FLO assayにより新たに環境中に存在する化学物質からエピジェネティ

ック作用を有する物質としてフモニシン B1が同定された。また、同定されたフモニシン B1

のエピジェネティック作用は DNAメチル化の促進作用であることも推測された。今回同定

したエピジェネティック修飾剤は、遺伝毒性が不明瞭でありながら発がん性の懸念を有す

るかび毒であることから、FLO assayがエピジェネティック作用のかく乱により発がんを促

進する物質の同定に有用であることも示唆している。一連の結果は、FLO assayの有用性向

上に資するものと考えられる。 
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