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研究成果の概要： 
非変異発がん物質である輸入柑橘類の防カビ剤 o-phenyl phenol の代謝物、phenyl hydroquinone 
(PHQ)をモデル物質とし、細胞周期と染色体分配機構への影響を検討した。その結果、酵母で

は PHQ が Hog1-Swe1 checkpoint を活性化し G2/M の境界で細胞周期を停止させることが染色体

異数化誘発に必要であること、ヒト培養細胞でも PHQ が染色体数の異常を誘発することが確認

できた。 
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１．研究開始当初の背景 

 がん抑制遺伝子の機能不全が細胞がん

化と密接に関わっている。ヒトのような 2 倍

体細胞では、染色体の両アレルのがん抑制遺

伝子の変異が必要である。細胞がん化の 2 段

階モデルの立場に立つと、最初は DNA の損傷

や複製誤りに由来する一方のアレルへの変

異の導入であり、2 段階目は loss of 

heterozygosity (LOH)によるもう一方のアレ

ルの失活である。LOH の原因となる３つの過

程うち、gene conversion allelic crossover

は DNA 損傷の組み換え修復過程で生じ、やは

り 2 段階目でも DNA 損傷が主役を演じる。こ

れらのことから考えても「DNA 損傷やそれに

由来する突然変異は細胞がん化に必須であ

る」との考えは重要であり、放射線や環境化

学物質などの外的および内的要因による DNA

損傷生成、修復などの防御、そして突然変異

の誘発などの機構が積極的に研究されてき

た。申請者らも、放射線の間接作用や内的要

因として重要である活性酸素の生物作用を

中心に、DNA およびヌクレオチドの損傷とそ

の修復や浄化機構の研究に取り組み、突然変

異抑制機構としての重要性を指摘してきた

(Nunoshiba et al., JBC, 1999; DNA Repair, 



2002; BBRC, 2003; NAR, 2004; BBRC, 2004; 

J. Bacteriol., 2006; Gene Environ., 2006)。

その一方で、trisomy や monosomy 患者が高発

がんであることやがん細胞の多くで染色体

異数化が見られることから、2 段階目におけ

る染色体喪失誘発（異数化誘発）も、細胞が

ん化のエピジェネテックな機構のひとつと

し て 注 目 さ れ て い る 。 染 色 体 喪 失

(chromosome loss)は DNA 損傷というより

mitosis との関連で生じる。事実、染色体分

配チェックポイントに関わる MAD や BUB 遺伝

子変異株で染色体喪失が高頻度で生じる。

我々はすでに酵母 2倍体細胞を用いた LOH 検

出系を構築し、変異原性陰性の発がん物質

（非変異・発がん物質）o-phenyl phenol(OPP)

とその代謝物の phenyl hydroquinone(PHQ)

が、1)LOH を誘発すること(図 1a,b)、2) PHQ

が細胞周期を G1と M期で停止させること(図

1c)、3) PHQがβ-チューブリンと相互作用し、

重合チューブリンの解離を阻害することな

どを確認している。これらの結果は、PHQ が

DNA ではなくタンパク質に作用して染色体分

配機能不全を促し染色体喪失や異数化を引

き起こすことを示唆するとして、現在投稿中

である。この状況をヒト細胞で考えると、も

しがん抑制遺伝子が heterozygous であった

場合、PHQ のような物質は染色体分配機能不

全を起こし染色体を不均等に分配し、正常ア

レルを持つ染色体を喪失することで細胞が

ん化を促進することになる。 

 

２．研究の目的 

本申請では、これまでの知見をさらに発展さ

せ、DNA 損傷とは無関係に遺伝的不安定性を

招く染色体分配機能不全と染色体異数化の

機構の解明を目指すとともに、細胞がん化に

おける意義を考察することとした 

 

３．研究の方法 

 前述のPHQの作用機序解明を目指し以下の

項目について解析した。 

(1) 細胞周期進行と細胞形態への影響； G1、

S、M期の各周期の細胞にPHQを処理し、周期進

行とともに生じる形態異常を顕微鏡観察した。 

(2) spindle checkpointへの影響；G2/Mにお

ける細胞周期停止（遅延）機構解明のため、

この現象のMad2依存性をFACSにより、Pds1の

安定性をWestern blotting (WB)により解析し

た。 

(3) morphogenesis checkpointへの影響 ；

morphogenesis checkpointの活性化に寄与す

るHog1（ヒトp38 MAPKホモログ）、Swe1(ヒト

Wee1ホモログ)の修飾や安定化をWBにより観

察した。 

(4) Hog1およびSwe1破壊株でのPHQの細胞周

期への影響；出芽酵母Hog1およびSwe1の破壊

株を作成し、G2/Mの境界での細胞周期停止を

観察するとともに、我々が樹立した2倍体出芽

酵母を用いたLOH検出系により染色体異数化

を観察した。 

(5) ヒト培養細胞でのPHQの効果；大腸がん細

胞におけるPHQの染色体異数化、G2期、M期で

の遅延などをFACSおよび蛍光抗体法により顕

微鏡観察した。 

 

４．研究成果 

(1) 細胞周期進行と細胞形態への影響；G1、

S、M期の各周期に調整した細胞をPHQで処理

し、周期進行をFACSで観察したところ、G1 細

胞はG1 で、S細胞およびM期の細胞はG2/Mで進

行を停止した。また細胞

の形態を観察したとこ

ろ、出芽したS期の細胞

でelong ted budが観察

された（右図）。 
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またDNA損傷によってもPds1 が安定化される

との報告から、PHQ 処理によるRad53 のリン

酸化の有無をWBにより検討したが、Rad53 の

リン酸化は確認できず（図 4）、DNA損傷によ

るPds1 の安定化の可能性も否定された。 

(3) morphogenesis checkpointへの影響； S

期の細胞でPHQによるelongated bud誘導が観

察され、morphogenesis checkpointの関与の

可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 そ も そ も

morphogenesis checkpointはosmotic stress

に対する応答として見いだされたが、その後

様々なストレスによりpathway が働くこと

が知られている。このpathwayではMAP 

cascadeを介してHog1 がリン酸化され、下

流のSwe1 が安定化される。Swe1 はCdc28 を

リン酸化することでCDK complexを不活性

化するため、G2/Mでの停止を引き起こす

（図 5）。そこでHog1 のリン酸化とSwe1 の

安定化をWBにより観察した結果、PHQによ

りHog1 がリン酸化され(図 5)、さらにSwe1

の安定化（図 6）が認められた。このこと

は PHQ に よ る G2/M 境 界 で の 停 止 に

morphogenesis checkpointが関与する可能

性を示唆している。 
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境界での細胞周期停止を観察した。その結

果、いずれの破壊株でも、PHQによるG2/M

境界での細胞周期停止が消失した（図 7）。

このことはG2/M境界での細胞周期停止へ

のmorphogenesis checkpointの関与を強く示

している。さらにHog1 およびSwe1 破壊株に

おけるPHQによる染色体異数化を調べた結果、

いずれの破壊株においても、染色体異数化は
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(5) ヒト培養細胞でのPHQの効果；ヒト大腸
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を用い、PHQの染色体

異数化、G2期、M期で

の遅延などをFACSお
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にM期細胞の割合が増加し（図10）、M期での

遅延が見られた。これをFACSにより確認し

たところ、G2/Mの細胞割合が無処理で

25.5％であったのが、PHQ処理により36.6％

増加した（図11）。これらの結果から、
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にまで

ヒト細胞でも、PHQは染色体異数化を誘発す

ること、細胞周期をG2/Mで遅延することな

どが確認された。  

  

 これまでDNA損傷物質や変異原は、がん予

防の見地から注目され、短期スクリーニング

系の確立、検出、リスク評価を経て、世界レ

ベルで行政的な規制という形で環境中から

排除されてきた。しかしその一方で非変異・

発がん物質の作用機序は必ずしも明らかで
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んどで染色体異数化が観察され、最近では

Nature 誌 に 総 説 が 掲 載 (Nature, 432, 

338-341, 2004)されるなど、細胞がん化にお

ける染色体異数化が重要視されている。 
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