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研究成果の概要： 

 PhIPは、食肉・魚を加熱調理した際に生成される発がん性物質で、我々の細胞中の DNAと付加体（傷
の一種）を形成して変異を誘発することが知られている。PhIPを部位特異的に導入した鋳型 DNAを用
いて種々のDNA polymeraseによるDNA合成反応の解析を行い、pol d (±PCNA) 等の複製 polymerase
がこの傷の部位で停止してしまうこと、損傷乗り越え polymeraseの REV1と pol k がこの傷を乗り越
えて DNA合成を行うことを見出した。このとき、１塩基の飛び越しや誤った塩基の挿入がしばしば起こ
った。さらに詳細な解析から、PhIPにより変異が導入される分子機構を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 加熱調理した肉・魚（特に焼焦げ及煙）に
強い変異原性及発がん性が見出され 1)、その
後この活性は食品中のクレアチニンと糖・ア
ミノ酸が加熱されることによる生成するヘ
テロサイクリックアミン（HCA）と呼ばれる
一群の化合物に起因することが明らかとな
った。なかでも Felton ら 2)によって牛ハン
バ ー グ 中 よ り 見 出 さ れ た
2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]

pyridine (PhIP)は、加熱食品中に最も多く
含まれる HCA であり、強い変異原性を示す。
ラットを用いた発がん実験では、大腸がん、
前立腺がん、乳がんができる。HCA 中で最も
強い変異原性を示す MeIQx を含めた他の HCA
が主に肝臓がんをつくるのとは対照的であ
る。PhIP は生体内で代謝活性化され DNA 中の
dG の C8 位に結合することが示され（図１）、
この DNA 付加体の生成が変異原性及発がん性
の直接の原因と考えられている。発がん研究
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と同時に、細菌から高等動物までの種々の系
で変異スペクトラムの解析が進められ、G が
T に変異するトランスバージョンが主要な変
異で、その他に－１のフレームシフト等が生
じることが示された。また、PhIP 投与により
生じたラット大腸がんでも APC やβ-catenin
遺伝子のリン酸化部位にも同様な変異が認
められた 3)。PhIP を含む HCA よる変異・発が
んの実験はこれまで国立がんセンター研究
所の我々の研究グループを中心とした国内
の数研究機関及米国保健財団、ローレンスリ
バモア国立研究所等の海外研究機関におい
て精力的に行われてきた。 

 

    図１ PhIP-C8-dG 
 
 しかしながら、PhIP 付加体の生成がどのよ
うな機序で上記の変異として固定されるの
かは明らかにされていない。1990 年代末から
損傷乗り越え DNA 合成（TLS）に関与する DNA
ポリメラーゼが相次いで報告され、紫外線等
による損傷や芳香族炭化水素及芳香族アミ
ン等の付加体での損傷乗り越え合成と忠実
度についての研究も国内外で数多く行われ
ている。他方、HCA 付加体についての TLS の
研究はまだほとんど報告がない。最近、国立
がんセンター研究所において dG-C8-PhIP を
アミダイト試薬の形で有機合成することに
成功し、DNA 合成機での付加体オリゴヌクレ
オチド合成に利用する道が開かれた 4)。そこ
で、部位特異的 PhIP 付加体（オリゴヌクレ
オチド）を用いて、in vitro での詳細な TLS
解析を行おうと考えた。 
 我々の研究室で行われた PhIP 投与ラット
の発がん実験及び各臓器の付加体量とその
修復速度の測定実験の結果から推察すると、
PhIP による発がんは付加体生成に起因する
がん抑制遺伝子又は原がん遺伝子の変異だ
けで起こるとは考え難く、変異プラスアルフ
ァの要因が必要と結論された。即ち、PhIP に
より細胞がストレスを受けることにより、
DNA 損傷チェックポイントが活性化される等
して何らかの PhIP による直接的な遺伝子変
異以外の変化が生じていて、１~２個の発が
んのキーとなる遺伝子の変異に加えてこの
変化が発がんに必要と考えられる。培養細胞
を活性化した PhIP で処理した時の応答・変

化を調べる意義は大きい。 
1: Sugimura (1976) In Origins of Human Cancer 
(Book C), pp1561-1577. Cold Spring Harbor 
Lab. 
2: Felton et al. (1986) Carcinogenesis 7, 
1081-1096 
3: Dashwood et al. (1998) Cancer Res. 59, 
3893-3898 
4: Takamura-Enya et al. (2006) Chem. Res. 
Toxicol. 19, 770-778 
 
 
２．研究の目的 
(1) 研究期間内に何をどこまで明らかにしよ
うとするのか 
 現在までに、CAGGGCA の真ん中の G に
PhIP の導入された 7-mer のオリゴヌクレオ
チドを合成し、これを他のオリゴヌクレオチ
ドとライゲートすることにより 64-mer の鋳
型オリゴヌクレオチド作製した。この鋳型
DNAを用いて複製 polymeraseによる DNA
合成反応を調べる。この鋳型及び dG-PhIP
の周囲の配列を変えた鋳型 DNA を用いて、
各種 TLS polymerase で dG-PhIP の反対側
にヌクレオチドを付加できるかどうかと、そ
の時の効率及び忠実度を定量的に評価する。
さらに、dG-PhIPの反対側にヌクレオチドを
付加した後の伸長反応についても各
polymerase を用いて忠実度を含めて定量的
に評価する。既に活性化型（hydroxylamino
体）になっている PhIP 誘導体で培養細胞を
処理したときのS期チェックポイント等の応
答や変化を調べる。具体的には chk1、chk2
の活性化（リン酸化）、p53やヒストン H2AX
のリン酸化状態を特異的抗体を用いた免疫
染色及びイムノブロットにより調べる。同様
の実験を、PhIP を胃内投与したラットから
分離した大腸上皮を用いて行う。 
(2) 本研究の特色・独創的な点及び予想され
る結果と意義 
 Bulky な DNA 付加体での TLS 研究は
BPDE の様な芳香族炭化水素や AAF の様な
芳香族アミンの付加体で主に行われており、
HCA付加体での研究はほとんど報告がない。
本研究により PhIP 付加体で各 TLS 
polymerase がどの程度の効率・忠実度でを
行うかが明らかとなることにより、複製時付
加体を乗り越えてどの程度合成が進めるか、
逆に言うと PhIP 付加体によりどの程度複製
フォーク進行阻害が引き起こされるのか、そ
の結果として DNA２重鎖切断や DNA 損傷
チェックポイントについても定量的に評価
出来る。同時に PhIP により変異が誘発され
る分子機構の解明が大きく前進することが
期待できる。BDPE や AAF は古くから発が
ん性化学物質の代表として研究され TLS 研
究でもその一翼を担ってきたが、HCA は構



 

 

造・性質が大きく異なるので、付加体での
TLS もかなり違ったものであると予想され
る。BPDE等が職業がんの原因物質として同
定されかつて特殊な環境下の人々が暴露し
ていた物質、また AAF や AF は過去に農薬
や食品防腐剤として用いられたが現在は使
用が禁止されている物質であるのに対して、
HCA は現在も人類が日々暴露され続けてい
る化学物質であるという点でも前者の化学
物質群とは異なっている。以上の様な観点か
らPhIP付加体でのTLS研究を行う意義は甚
大であると言える。 
 ATM/ATR によって制御される DNA 損傷
応答が細胞のがん化を抑えるバリアーとな
っていて、この経路の破綻ががん化の初期過
程のキー・イベントの 1つと考えられる 5)。
PhIP（HCA）による DNA損傷応答の研究に
ついては S期の遅延が起こるという報告 6)が
あるのみで、ほとんど手がつけられていない
のが現状である。PhIP に暴露した培養細胞
で DNA 損傷チェックポイントの活性化、即
ち ATM/ATRの下流の chk2 (chk1)、p53の
活性化及びヒストン H2AX のリン酸化が起
こることを明確に示すことが不可欠である。
また、もし PhIP暴露により誘発される DNA
損傷チェックポイントの破綻が観察された
なら、PhIP による発がんの初期過程で起こ
っている現象を捉えている可能性があり、そ
の意義は非常に大きい。DNA 複製ストレス
が DNA2重鎖切断を引き起こし、結果として
ゲノム不安定性を誘発し、これががん化につ
ながるのではないかと考えられる 7)が、PhIP
の場合も付加体での複製フォークの停止に
よりその近傍で DNA2 重鎖切断が起こると
考えられる。γH2AX 抗体によるクロマチン
免疫沈降により、PhIP 付加体生成のホット
スポットがゲノムワイドに同定できると期
待される。 
5: Bartkova et al. (2005) Nature 434, 864-870 
6: Zhu et al. (2000) Cancer Res. 60, 1283-1289 
7: Gorgoulis et al. (2005) Nature 434, 907-913 
 
 
３．研究の方法 
 アミダイト試薬の形で有機合成した
dG-C8-PhIP を用い、dG-C8-PhIP を特異的
部位に含むオリゴヌクレオチドを DNA 合成
機で作製した。この時周囲の塩基配列を変え
たものやリピート配列を含むものなどを用
意し、in vitroでの DNA合成反応の鋳型とし
た。この鋳型オリゴヌクレオチドに RI ラベ
ルしたプライマーをアニールさせて、各種
TLS polymeraseを用いて PhIP 付加体での
損傷乗り越え DNA 合成を調べた。TLS 
polymeraseは 3~4種を国内研究機関より精
製標品を供与して頂き、3 種程度を市販品と
して購入した。各 polymerase毎に 4種の塩

基について、定量的解析を行い Km値や kcat
等の kinetic parameterを算出して、TLSの
効率・忠実度を判定した。dG-C8-PhIP の反
対側に 1塩基付加された後の伸長反応につい
ても、同様に解析を行った。この時、
dG-C8-PhIP の周囲の塩基配列の影響、特に
5’側に隣接する塩基の違いによる影響につい
ても調べた。 
 予め活性化型（hydroxylamino体）になっ
ている PhIP 誘導体で培養細胞を処理したと
きの DNA 損傷チェックポイント等の応答を
調べる。使用する培養細胞は正常組織由来細
胞及びがん由来細胞株、数種類で行う。具体
的には ATM、chk1、chk2、p53 やヒストン
H2AXの部位特異的リン酸化を認識する特異
的抗体を用いた免疫染色及びイムノブロッ
トを行った。同様の実験を、PhIP を胃内投
与したラットから分離した大腸上皮を用い
て行った。 
 
 
４．研究成果 
 がん抑制遺伝子 APC の PhIP 誘発ラット
大腸がんにおける変異ホットスポット（コド
ン 869:GGG → GG ） 前 後 の 配 列
TCCGGGAACの真ん中の Gに PhIPを導入
し、さらに 3’側に 23 塩基の配列を付け加え
た 32 塩基の鋳型 DNA を用い、各種
polymeraseによる DNA合成を行なった。 
 
 

 

図２ Template-primer complexes 
 
17mer のプライマーを用いた伸長反応では、
大腸菌 Klenow断片やヒト pol α 、ヒト pol δ 
(± PCNA)など用いた Replicative DNA 
polymerase のいずれにおいても、PhIP-dG
の部位での強力な DNA 合成の停止が観察さ
れた （図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

図３ polδによる伸長反応 
lane 1 & 4: controls without proteins 
lane 2 & 5: + polδ 
lane 3 & 6: + polδ  +PCNA 
 
 
次に、26mer のプライマーを用いて、TLS 
polymeraseによる PhIP-dGの向かいへの塩
基挿入反応を調べた（図２参照）。4種の TLS 
polymeraseのうち、pol η 、pol κ、REV1の
3種は PhIP-dGの向かいへ dCを挿入できた。 
中でも、REV1が最も効率良く塩基挿入反応
を触媒した。27merのプライマーを用いて伸
長反応を行ない（図２参照）、pol κ及び pol η  
で dG 2塩基の挿入が観察された（図４）。即
ち、鋳型中の dG １塩基分のスリッページが
起こったことが示唆された。PhIP が付加し
た dG の部位を前後にずらした鋳型でも、同
様の結果が得られた。pol κ及び pol η による
伸長反応時のこの dG １塩基分のスリッペ
ージが、除去修復後に dG の１塩基欠失とし
て固定されると考えられる（図５）。 
 

 

図４ polκによる伸長反応 
A-p28, C-p28（図２参照）をTemplate-primer 
complexとして、レーン上に示した１種類の
dNTP存在下で、polκによる伸長反応を行っ
た。 
 
 

 

図５ PhIP による GGG→GG 変異導入のモ
デル 
 
 
各種 TLS polymeraseによる挿入・伸長反応
の定性的解析に引き続き、詳細な反応速度論
的解析を実施し、PhIP により誘発される特
徴的な変異である GGGから GGへの 1塩基
欠失導入の機序に関する上記モデルが支持
さ れ た 。 活 性 化 型 PhIP 誘 導 体
（hydroxylamino体）で培養細胞を処理した
ときのヒストン H2AX のリン酸化状態等の
チェックポイント応答を、特異的抗体を用い
たイムノブロットにより調べたが、溶媒処理
の細胞を用いた対照との差異が見いだせな
かった。PhIP 誘導体がうまく機能している
確証が得られなかったので、当初の予定を変
更し PhIP を胃内投与したラットの大腸粘膜
から蛋白質を抽出して同様の実験を行った。
その結果、PhIP 投与群では非投与対照群と
比較して有意に H2AX の発現量及び γH2AX 
(リン酸化活性化体) の量が上昇していた。
PhIP 付加体での複製フォーク伸長阻害に起
因する２重鎖切断により、S 期チェックポイ
ントの活性化が示唆されるので、現在
ATM/ATR、chk1/chk2 や p53 のリン酸化に
ついて調べている。 
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