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研究成果の概要（和文）： 
 
細胞周期の過程において，染色体が正確に複製分配され，安定に次世代細胞に受け継がれ
て行くことは，生物にとって最も基本的な性質である。染色体分配システムを正確にコン
トロールすることは，発生や個体の維持，生命の維持の礎となっている。体細胞に生じた
染色体分配システム異常ががんや老化の原因となると予想される。染色体分配の異常は結
果として，倍数体や異数体などの染色体構成の異常を導く。分配に関わる多くの遺伝子の
突然変異も，倍数体や異数体を生じる。異数性を誘導する化学物質の一部は，塩基変化を
伴う突然変異は誘発しないのに，マウスやラットにがんを誘発する。これらの物質のいく
つかについて，その作用標的は G2/M 境界での細胞周期の進行を調節する機構であることま
たその過程では，MAPK と ATM/ATR のどちらかの経路を活性化してシグナルが伝達されるこ
とを明らかにした。これらの過程には DNA 損傷は全く関与しない。ヒト培養細胞でも分裂
酵母の場合でも係わる経路は基本的に同じであり，真核生物で共通の機構が働いているこ
とが明らかとなった。本研究は更に，発がんや老化の機構について新しいモデルの提案に
つながった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Ortho-phenyl phenol  (OPP) and its hepatic metabolite, phenyl hydroquinone (PHQ), are 
broad-spectrum fungicides and antibacterial agents.  OPP and PHQ tested negative in an 
Ames system and positive with respect to the formation of tumors in the urinary bladder 
in rats when administered in diet, showing attributes of a non-genotoxic carcinogen.  It 
has also been demonstrated that OPP and PHQ do not bind or cleave DNA in vivo or in vitro, 
rather dose-dependent protein binding in OPP-treated rats was observed.  OPP and PHQ, 
however, generate chromosomal aberrations including aneuploidy.  Thus, the steps by 
which non-genotoxic carcinogens exert their effects need to be elucidated.  In this study, 
we used an assay of loss of heterozygosity (LOH) in Saccharomyces cerevisiae and cultured 
human cells to determine the biological effects of OPP and PHQ.  LOH was found to be 
induced by OPP and PHQ because of a functional chromosome loss: aneuploidy.  PHQ bound 
to and interfered with the depolymerization of tubulin in vitro. We further demonstrate 
that PHQ can arrest the cell cycle at the G2/M transition as a result of the stabilization 
of Swe1 (Wee1 homolog), probably leading to inactivation of the Cdc28 (Cdk1/Cdc2 homolog). 
Furthermore, Hog1 (p38 MAPK homolog) was robustly phosphorylated by PHQ, which can 
stabilize Swe1.  On the other hand, Chk1 and Rad53 were not phosphorylated by PHQ, 
indicating that Mec1/Tel1 DNA damage checkpoint was not functional.  Mutation of swe1 
and hog1 abolished the PHQ-induced arrest at the G2/M transition and became resistant 
to PHQ lethality and aneuploidy formation.  These results suggest that PHQ-induced G2/M 

 



 

 

transition checkpoint which is activated by the Hog1-Swe1 pathway plays a role in the 
formation of aneuploidy.   We argue that OPP and PHQ activate MAPK pathway arrested cell 
cycle at G2/M transition and caused aneuploidy.   
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：環境学・放射線・化学物質影響科学 
キーワード：放射線生物影響・染色体構成 
 
１．研究開始当初の背景 
細胞周期の過程において，染色体が正確に複
製分配され，安定に次世代細胞に受け継がれ
て行くことは，生物にとって最も基本的な性
質である。染色体分配システムを正確にコン
トロールすることは，発生や個体の維持，生
命の維持の礎となっている。体細胞に生じた
染色体分配システム異常ががんや老化の原
因となると予想される。奇形や遺伝病は人類
が抱える重要な課題であるが，その原因の一
部は発生過程での染色体分配システム異常
に 基 づ く ( 例 え ば ， Down syndrome や
Kleinfelter syndrome)。 
 染色体分配の異常は結果として，倍数体や
異数体などの染色体構成の異常を導く。通常
はM期チェックポイントが働き，これらの異常
は感知され修復やアポトーシスによって処理
される。他方，S期での修復を逃れたDNA損傷
は，M期で染色体構成異常を誘発する事が予想
される。分配に関わる多くの遺伝子の突然変
異も，倍数体や異数体を生じる。異数性を誘
導する化学物質（aneugen）の一部は，塩基変
化を伴う突然変異は誘発しないのに，マウス
やラットにがんを誘発する。これらの物質の
いくつかについて，その作用標的はタンパク
質（とりわけチューブリンなどの分裂装置タ
ンパク質）であることを我々は明らかにした。 
 酵母の場合，野生株では1 x 10-5の頻度で自
然異数性が観察されるが，組み換え遺伝子  
rad52の欠損株では4 x 10-3，損傷乗り越え複
製酵素遺伝子rev3とrad52の二重変異株では，
2.5 x 10-2の自然異数性生成頻度となる。この
結果は， 自然DNA損傷も異数性形成に関わり，
stallした複製フォークを回避する機構も，異
数性を阻止するためにも機能していることを

示唆している。事実，x-線やニトロソグアニ
ジンなどのDNA複製を止める処理でも異数性
を誘発する。一方，DNA intercalation試薬で
ある9-aminoacridineは，フレームシフト突然
変異は誘発するが，染色体の異数性は誘導し
ない。DNA損傷の有無だけでなく損傷の性質が
染色体構成を不安定にする原因であることを
示唆する。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，ヒト培養細胞と出芽酵母を
用い，真核生物の染色体構成を 2n として正
しく保つ仕組みの破綻が，どのような経緯で
生じるのか，破綻を回避するのはいかなる機
構か，破綻した場合の生物影響はいかなるも
のかを明らかにすることである。以下の研究
テーマを解明することで，染色体分配という
視点から見た生命観を構築したい。 
 
３．研究の方法 
(1)酵母loss of heterozygosity (LOH)を利用
した染色体構成異常誘導物質スクリーニング 
酵母のCAN1遺伝子について(+/-)から(-/-)の
変化（loss of heterozygosity; LOH）を指標
として，Ames試験陰性で発がん試験陽性の環
境変異現物質が，染色体喪失陽性となるかど
うかを明らかにする。 
(2)Ames試験陰性，染色体喪失陽性の化学物質
の作用機構の研究 
Ames試験陰性化学物質としては，OPPの代謝物
質phenyl hydroquinone (PHQ)及びベンゼンの
代謝物質hydroquinone (HQ)を用い，PHQ，HQ
の細胞周期への作用（フローサイトメーター
観察），mitotic indexへの影響，アポトーシ
スの有無，核型変化の有無等を観察する。ヒ



 

 

トp53欠損細胞及び，ATM/ATRやp38MAPK遺伝子
をRNAiでknockdownした細胞を用いて，PHQや
HQ等によるM期arrest，染色体喪失生成がP53
に依存したものか，ATM/ATRに依存したものか，
p38依存性か等を調べる。PHQ，HQ処理で，ヒ
ト細胞内のp53やMAPK等のシグナル変化を
western blotting及びフローサイトメーター
で調べる。HQ，HQ処理による中心体数の変化
をp53，AT/ATR，p38等の変異株で観察する。 
(3)DNA複製arrestと異数性の形成 
酵母組み換え遺伝子 rad52 の変異株，損傷乗
り越え複製酵素 Rev3 の変異株及び rev3 と
rad52 の二重変異株を用いて，自然突然変異
に占める異数性の生成機構を明らかにする。
酵母の組み換えに関わる sgs1，mgs1，mre11，
の変異株と，損傷乗り越え複製酵素遺伝子変
異，rev3，rad30 の各種組み合わせの二重変
異株を用い，異数性頻度が高い組み合わせが
あるかどうか，その機構は如何なるものであ
るかを明らかにする。これらの株で，フロー
サイトメーターによる細胞周期を観察し，細
胞周期タンパク質の増減をwestern blotting
で明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
(1)Ames 試験陰性化学物質 OPP や PHQ は酵母
で異数性を特異的に誘導する。 

 
OPP でも PHQ でも，塩基置換型突然変異の誘
発は観察されなかった。他方，二倍体酵母を
用いた異数性アッセイ系(A)を用いて調べる

と，染色体喪失（異数性）が特異的に上昇し，
組換えは観察されない。これらの結果は，先
ず，OPP や PHQ には，DNA 損傷誘発力がない
（少ない）こと，その結果，塩基置換型突然
変異や組換えの誘発は見られない。しかしな
がら，異数性の誘発力のあることを示してい
る。 
 
(2)PHQ はヒト培養細胞でも異数性を誘導す
る    
 

 

図 2; PHQ によるヒト培養細胞での異数性の

誘発。核型解析(A)を基に，125μM PHQ 処理

で，N = 45 の染色体を持つ細胞の割合が 70%

から 50%程度に低下した(B)。従って，異数

性誘発割合は，30%から 50%に上昇した(C)。

HCT116 ヒト培養細胞を PHQ 処理すると，異数
性の割合が，50%に上昇した。PHQ による異数
性の誘発は，従って酵母に特別のことではな
くて真核生物に一般の作用である。 
 
(3)PHQ は出芽酵母の bud 形成を阻害する
（G2/M 境界で細胞周期を止める） 
 

図 1; OPP(B, C)でも PHQ(D, E)も，異数性

を特異的に誘発する。A実験系。 
 

図 3; PHQ は正常培地(YPD)や MMS 処理と

は違って，細胞分裂の形が異常になる（A

矢印;elongated bud）。Bはその拡大図。

PHQ 処理すると，酵母の形態は異常となる。



 

 

これは，細胞分裂に際して，アクチンの集合
が異常になり，その悪影響を回避するために，
細胞周期の進行を G2/M の境界で停止する。
DNA 損傷を作る MMS や M 期の分裂に係わる紡
錘糸と反応するノコダゾールの場合は，形態
の異常は観察されない。以上の結果より，PHQ
は G2/M 境界で細胞周期の進行を止めること
がわかる。 
 
(4)elongated bud 形成に係わる遺伝子 swe1
の欠損株は，異数性を形成しない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Elongated bud の形成は，swe1 遺伝子の機能
に依存し，酵母 MAPK 経路 hog1 の下流にある。
そこで，swe1 及び hog1 欠損酵母を作成した
ところ，どちらの場合も PHQ 誘発の異数性の
形成は観察されなかった。従って，PHQ は，
Hog1-Swe1 経路の活性化とその結果としての
G2/M 境界での細胞周期の停止により異数性
を形成することが明らかとなった。 
 
(5)ヒト培養細胞では，ATM/ATR 経路に依存し
て異数性が形成される。 

 

OPP や PHQ は DNA 損傷を作らないし，損傷に
係わるシグナル系を活性化しない。しかしな

がら，ヒト HCT116 細胞では，DNA 損傷シグナ
ルのセンサーである ATM/ATR に依存して PHQ
は p53 を活性化し，細胞周期を G2/M 境界で
止め，その結果，中心体の増幅と染色体異数
性を誘発する。PHQ は p53 欠損株では，異数
性も中心体の増幅も誘発しない。すなわち，
PHQ は DNA 損傷にとは別の経路から ATM/ATR
を活性化し，結果として異数性を誘導すると
いう結論になる。 

図 4; swe1 欠損株（中段）及び hog1 欠損株（下

段）では，PHQ 2 mM 処理でも異数性は増加し

ない。 

図 6; 中心体増幅（上図），異数性（下

図）の PHQ による誘発は，KU55933 処理

で阻害される。 

 
KU55933 は，ATK kinase の阻害剤である。PHQ
単独処理では，p53の活性化が見られ(図 5)，
それに依存して細胞周期の G2/M 境界での遅
延が見られる。PHQ と KU55933 がある場合に
は，先ず p53 の活性化が見られず，中心体増
幅も異数性も観察されなかった(図 6)。 
 
(6)非変異発がん剤として知られているベン
ゼンの代謝物ヒドロキノン(HQ)でも，
Swe1-Hog1 依存性の異数性の誘発がある。 
 
HQ についても，出芽酵母とヒト HCT116 細胞
で，同様の実験をしたところ，基本的には PHQ
と同様の結果が得られた。非変異発がん物質
について，共通の機構があると考えることが
できる。 
 

図 5; PHQ による p53 の活性化は，

KU55933(ATM 阻害剤)があると抑制される。
(7)異数性による発がん機構の概説 
 
本研究では，PHQ や HQ が特異的に異数性を誘
発することを明らかにした。その機構として
は，G2/M 境界で細胞周期が停止（ないしは遅
延）することで異数性が生じることがわかっ



 

た。G2/M 期での細胞周期の停止は，従来細胞
の危機を回避するための生理的に意味のあ
る機構であると考えられてきた。本研究で明
らかにしたことは，細胞周期の停止は，異数
性というむしろ細胞に危機的状況を呼び起
こすと言うことになる。この矛盾については，
今後のさらなる研究が必要である。異数性は
発がんといかなる接点があるのであろう
か？細胞分裂の結果，染色体が減少すると，
例えばがん抑制遺伝子について，ハプロ不全
の状態となり，がん抑制遺伝子産物の量は理
想量の半分となって，徐々にガン傾向が高ま
ると考えることができる。PHQ は塩基置換の
ような突然変異は誘発しないが，異数性を誘
発することで結果として発がん作用が生じ
るのであろう。 
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