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研究成果の概要（和文）：ヒトにおける変異誘導調節メカニズムで、主として次の 2点を

明らかにした。(1)HSP27・アネキシン II複合体は核内で紫外線損傷 DNA修復過程への

関与で、HS27 は、紫外線照射後の分解からアネキシン II を保護している可能性、一

方、アネキシン IIが細胞外へも放出され、その放出分子が細胞内のシグナル伝達系を

介して紫外線抵抗性に関わることを明らかにした。(2)細胞増殖に関与することと変異

の発生にも関わる miRNAを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）:The following two points were mainly identified in mechanisms 

which regulate mutability in human. (1) When the HSP27 and annexin II complex is 

involved in DNA repair pathways for UVC-caused DNA damages, HSP27 may protect 

annexin II from the breakdown after UVC irradiation. Annexin II is released from cells and 

the released one may be involved in cellular UVC-resistance via signal transduction 

pathways. (2) The miRNAs, which may be involved in cell growth and mutation, were 

found. 
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１．研究開始当初の背景 

遺伝子（DNA）の塩基暗号は生命活動の根源
であるが、ヒト個体レベルでその暗号を安定
に保持する機構については不明の点が多い。
申請者らは、紫外線(UVC)や X線、あるいは、 
変異原性化学物質などにより遺伝子変異が
誘導される際、その誘導感受性を調節する生
理機能が存在することを見出している。即ち、

ヒト細胞における変異誘導の際、その誘導の
有無や変異頻度は、血液中のサイトカイン様
因子により変異原因子曝露前にあらかじめ
調節されている。例えば、サイトカインの一
種でありウイルス感染などで血液中の量が
増加するヒトインターフェロンは、変異誘導
を抑制する。反対に、膵癌などの癌の患者の
血液から採取した血清因子は誘導頻度を上
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昇させる。そのような変異誘導の抑制や増強
のレベルは、胸部 X 線診断の際の被曝直後に
も変動する。 

２．研究の目的 

本研究では、ヒトにおける変異誘導調節に関
する分子生理メカニズムの解明を目的とす
る。既に、その生理機構の骨格は明らかにし
てあり、ヒトのストレス状態 →(1)サイトカ
イン様血清因子の血液中でのクロストーク
的変動→(2)放射線照射直後のプロテアーゼ
の一過的活性化を伴うシャペロン分子など
の一過的発現誘導→(3)DNA 修復などの核酸
代謝の変動 →変異誘導の調節である。本研
究では(1)、(2)、(3)の過程の分子機構の解明
を中心に研究を進め、ヒト細胞の核外におけ
る変異誘導の抑制および増強の分子メカニ
ズムを解明する。特に、細胞内での初期過程
はプロテアーゼ反応と予測されることから、
そのプロテアーゼと基質タンパクの探索を
する。本研究では、マイクロ RNA(miRNA)に着
目した網羅的解析もする。miRNA は 20 ヌクレ
オチド前後の数の低分子 RNA 鎖として、標
的遺伝子の翻訳阻害や RNA の分解などに関
わると考えられている。遺伝子の発現を転写
後の段階で抑制するなどの生理的役割が既
に報告されているものは数十種類あり、制癌
用因子として期待されているものもあるが、
未知のものが 1 千以上の多数存在する。そこ
で、本研究では、上述の変異誘導調節生理過
程の(2)でのシャペロンあるいはその結合タ
ンパクの代謝に関わる miRNAを明らかにする。
miRNA の関わりで、UVC と X 線の応答の両過
程で違いがあるか否かも明らかにする。 

３．研究の方法 

（１）用いる突然変異検出システム：○A培養
細胞：超高頻度の変異誘導が可能な培養ヒト
細胞 RS系や癌組織由来細胞株と、次の樹立
済の派生株；低頻度変異誘導株、プロテアー
ゼ誘発有無の株、インターフェロンレセプ
ター数に差のある株、センス DNA、アンチセ
ンス DNA あるいは siRNA を導入し、目的タン
パクの量やその遺伝子の発現レベルを増減
させた株。○B変異測定法： 遺伝子レベルは、
細胞内 DNAについて、PCR-based 
differential dot-blot hybridization や 
Peptide Nucleic Acid（PNA）を用いた高感
度な検出法を確立してある(Mutat. Res., 
490, 199-207, 2001,など)。検討遺伝子とし
ては、癌関連遺伝子および HGPRT 遺伝子など
とする。また、超高頻度変異の場合、Direct 
sequencing 法などの通常の低感度な方法も
併用する。ミスマッチ変異の誘導は、各染色
体上の遺伝子について既存のプローブを用
い逐次検索する。対 X線応答については、低
線量域や分割照射条件下での変異検出（欠失
など）を重点的に解明する。 
（２）変異誘導調節分子類（HSP27・アネキ

シンⅡ・プロテアーゼ複合体など）の解析：
細胞溶解液サンプルと HSP27の固定化後アネ
キシンⅡや PAを結合させる親和性カラムを
利用し、試験管内核反応系を確立する。反応
基質 DNAは核 DNAや既に利用しているプラス
ミド(Exp. Cell Res., 305, 244-252, 2005)
１を使う。その反応系を活用し、プロテアー
ゼ反応の標的因子を決定する。様々な合成基
質を用いて基質特異性を調べ、他方、電気泳
動法などを用いて分解断片を MALDI/TOF/MS
や LC/MS/MS 装置類を活用の上解析する。な
お、アネキシンⅡには 2種のアイソフォーム
が存在するので、それぞれの分子の関与のメ
カニズムを比較し解明する。 
（３）シャペロン・プロテアーゼ・変異誘導
調節システムを誘導するサイトカイン様因
子とマイクロ RNA(miRNA)の同定：血清因子の
同定は、2次元電気泳動などによるタンパク
の differential displayプロテオーム解析
法と LC/MS/MSあるいは MALDI/TOF/MSを使う。
目的因子は、癌細胞由来培養細胞のコンディ
ションメジウム中にも見出される 
(Pancreas, 36, e7-14, 2008) ことから、そ
のメジウムからも抽出する。同定の際、シャ
ペロン遺伝子の発現レベルとタンパク量の
低下が変異誘導増強と連動することから、
シャペロン発現量の増減を指標とする。
miRNA については、既に、既存解析受託シス
テムを用いて、高頻度変異を示す細胞株から
4 種以上の miRNA の発現レベルが高いものを
見出している。そこで、それら miRNA 遺伝子
の導入での変異誘導レベルとシャペロン分
子類の発現レベルを検討することにより、
miRNA を介した変異誘導調節のメカニズムを
解明する。 
４．研究成果 
(1); HSP27・アネキシン II 複合体は核内で
紫外線損傷 DNA 修復過程に関わること、およ
び、アネキシン II は紫外線照射後プロテ
アーゼにより分解されるが、HSP27 はその分
解からアネキシン II を保護していることが
示唆された。一方、アネキシン II が細胞外
へも放出され、シグナル伝達系を介して紫外
線抵抗性に関わることも明らかになった。
(2); 放射線による変異誘導頻度の異なる培
養ヒト細胞間で、3 種の miRNA において、発
現量の相異が確認された。それらの miRNAは、
細胞増殖に関与する遺伝子を Target 遺伝子
としており、それら遺伝子の発現を抑制させ、
細胞増殖に関与することを RT-PCR 法、
Western blotting 法で確認した。また検討し
た miRNA は、変異誘導頻度の高い培養ヒト細
胞株で優位に発現上昇していたことより、変
異の発生にも関わることの示唆も得た。
(3);X 線誘導 DNA 合成を発見しているが、そ
の合成に関わる NM23-H1 の siRNA 等を用い、
PCNA と SUMO が関わることを見出した。以上



 

 

の研究成果は、未だ分子機構が判然としない
clastogenic factorやバイスタンダードの効
果をも包容した変異誘導調節というヒトの
新しいホメオスターシスのメカニズムの一
端を解明し、将来、そのホメオスターシスの
調節方法が開発され、放射線被曝対処法や制
癌などの研究で新たな手法を提供すること
も期待される。 
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