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研究成果の概要（和文）：　変異原性化学物質をハイスループットに検出するバイオアッセイを、ニワトリDT40細胞由
来のゲノム編集細胞（DNA損傷修復遺伝子の欠損細胞）を使って創った。開発した試験の妥当性を、米国National Toxi
cology Program (NTP) の化学物質ライブラリー（約10,000種類）を解析した。感度および特異性ともに高いことが示
された。
　上記の変異原性試験は、ニワトリ細胞を使っていることを問題点として指摘された。そこでCRISPR/Cas9手法を使い
、OECD諸国政府が変異原性化学物質検出に使う標準ヒト細胞株（TK6）をゲノム編集し、DNA損傷修復遺伝子の欠損細胞
を創った。

研究成果の概要（英文）： Isogenic chicken DT40 B-lymphocyte cell lines deficient in DNA repair pathways 
can be used to identify genotoxic compounds. As part of the US Tox21 program, we optimised several 
different DT40 isogenic clones on a high-throughput screening platform and confirmed the utility of this 
approach for detecting genotoxicants by measuring differential cytotoxicity in wild-type and DNA 
repair-deficient clones following chemical exposure. We then screened the Tox21 10K golden-standard 
chemical compound library, and demonstrate the utility of this chemical-genetic approach for identifying 
and prioritising compounds that may damage DNA.
 To improve the bioassay of detecting genotoxicants, we established a method of disrupting genes in the 
human TK6 B cell line, a standard cell line for identifying genotoxicants by OECD countries. We have 
already generated ~20 TK6 mutants dedficient in various DNA-repair-genes.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 有害化学物質　化審法　遺伝毒物学　発がん物質　変異原　小核実験　ハイスループットスクリーニン
グ　レギュラトリーサイエンス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 有害化学物質の規制 
化審法で採用されている発がん性（変異原
性）化学物質の検出手法（バイオアッセイ）
は、偽陽性と偽陰性が多い。この問題に対応
するために、米国政府は、National 
Toxicology Program（NTP）が中心になって
Toxicology21 program を開始した。そして、
発がん性化学物質を含めて、様々な有害化学
物質を検出する新規のバイオアッセイを公
募した。我々が提案した複数種類のバイオア
ッセイは、NTP によって採用され、その妥当
性が、National Institutes of Health (NIH)
の付属機関、National Center for Advancing 
Translational Sciencesにおいて検証されて
いる。この検証にはゴールデンスタンダード
ケミカルライブラリーを必要とするが、その
ライブラリーは米国政府しか所有していな
い。ゆえに、有害化学物質を検出するバイオ
アッセイの開発には、米国政府は、（NTP）と
共同研究する必要がある。 

(2) 遺伝子破壊細胞を使った、化学物質の生
物効果の判定手法 

化審法で採用されているバイオアッセイは、
野生型（正常）細胞・動物を使って、有害化
学物質を同定する。バイオアッセイには、偽
陽性と偽陰性がある。臨床検査のように、多
くのユーザー（医師）がいる場合には、どの
ような時に偽陽性や偽陰性がおこるかを解
明できる。しかし、化審法で採用されている
バイオアッセイでは、偽陽性や偽陰性を検定
しようがない。では、バイオアッセイの感度
や特異性をどのように高めていけば良いだ
ろうか？ 
 我々の提案は、遺伝子破壊細胞（動物）を
使うことである。仮に、ある化学物質に細胞
を曝露したときに、DNA 損傷修復酵素の１つ
が欠損した細胞の方が親株（正常細胞）より
も細胞増殖速度が低下したとしよう。この実
験結果から化学物質の毒性にはDNA損傷修復
酵素の機能が関係していると結論でき、その
毒性は化学物質の DNA 毒性（変異原性）と推
定できる。 
 この遺伝学的解析手法は、野生型（正常）
細胞・動物のみを解析する従来の手法に比べ
て、以下のメリットをもっている。 
① DNA 損傷修復酵素欠損細胞の方が、正常細

胞よりも DNA 毒性をより高感度に検出で
きる（偽陰性が少ない）のは自明である。 

② DNA損傷修復酵素欠損細胞の実験データを
評価するときに、正常細胞を陰性対照に
使えるので、偽陽性を除外できる。 

細胞増殖速度を測定する等、ハイスループッ
ト解析に向く評価方法を使える。 
 
２．研究の目的 

(1) 遺伝子破壊株（ニワトリ DT40 細胞）を使
った変異原性検出試験の開発 
化学物質の発がん性（＝変異原性）をハイ

スループットに検出する手法を遺伝子破
壊株（ニワトリ DT40 細胞）を使って、化
学物質の発がん性（＝変異原性）をハイス
ループットに検出する手法を開発 

(2) 米国 NIH と共同研究して、(1)の手法の妥
当性を検証。 

(3) ヒト細胞を使い、化学物質の発がん性をハ
イスループットに検出する手法を開発 

(4) 新規の変異原性メカニズムを発見 
(5) 小胞体ストレス応答を起こす化学物質を

検出するバイオアッセイを構築。 
 
３．研究の方法 

(1) 化学物質に曝露した時の細胞増殖速度を
測定。DNA 損傷修復欠損細胞が野生型より
増殖が遅れれば、発がん性陽性と判定。こ
の手法は、増殖速度を調べるだけで発がん
性が検出できるので、ハイスループット検
出にも応用できる。 

(2) 上記の手法でゴールデンスタンダードケ
ミカルライブラリー（10,000 種類、10K ラ
イブラリーと呼ぶ）を解析 

(3) OECD 政府が変異原性試験に使う標準細胞
株、ヒト TK6 B 細胞株において DNA 修復酵
素の遺伝子破壊を行う。その手法を開発。 

(4) (2)や文献データにおいて予想外の結果が
出たときに、その原因を追求する。 

(5) ストレス応答に関与する転写制御領域
（UPRE）をマーカー遺伝子（蛍光タンパク）
に連結し、細胞に導入。 

 
４．研究成果 

(1) 大学院生（山本）を 1 年間 NIH に派遣し、
ハイスループット検出の手法を最適化し
た（21.Yamamoto KN. Et al., 2011）。韓
国ソウル大学（Choi 教授）がニワトリ DT40 
細胞）を使った発がん性検出試験を使い、
環境中の物質の発がん性を実際に証明し
た（18.と 19.Ji K. et al., 2011 の 2 件
の論文）。 

(2) ハイスループット検出の手法を使い、10K
ライブラリーを実際に解析した。その結果、
これまで発がん性が知られていなかった
化 学 物 質 の 発 が ん 性 を 証 明 で き た
（3.Nishihara K. et al., 2016）。我々が
実施した 3種類の解析も含めて、全部で 72
種類の10Kライブラリー解析結果が論文発
表された（Nature Communications 2016, 
PMID: 26811972）。我々が提案した変異原性
検出試験は、再現性の高い優れたバイオア
ッセイと評価された。 
 米国NIHにおいて約2,000種類の化合物
をハイスループット検出した生データを
複数種類の統計学的手法を使って解析し
た。その結果、NIH が使う手法に加えて別
の統計手法をも使うことにより、変異原性
検出がより高感度にできることを示した
（13. Fujii, Y. et al., 2014）。 

(3) 2012 年 に 新 規 ゲ ノ ム 編 集 方 法
（CRISPR/Cas9）が開発され、それまで不



可能だったヒト細胞株でのゲノム編集（例、
条件変異、点変異ノックイン）が可能にな
った。そこで、ヒト TK6 細胞株を使い、上
記(1)の研究目的を達成すること、DT40 か
らTK6にモデル細胞株を変更することを決
定した。TK6 は、先進国（OECD 諸国政府）
が変異原性化学物質検出に使う標準ヒ
ト細胞株である。最終的にゲノム編集手
法を最適化した。既に 20 種類の DNA 損
傷修復酵素の遺伝子破壊 TK6 細胞を創っ
た。これらの細胞を使い研究室から論文発
表した（6.Keka IS. Et al., 2015; 1,7.Hoa 
NN. et al., 2015）。 

①Smarcal1 の機能解析 
6.の論文では、Smarcal1 と呼ばれる DNA
ヘ リ カ ー ゼ が ２ 重 鎖 切 断 修 復
（nonhomologous end-joining）を促進す
ることを証明した。この証明により、
Smarcal1 遺伝子が変異するとなぜ免疫不
全になるか（抗原受容体遺伝子の作成効率
が低下）が解明できた。 

②Mre11 の機能解析 
1., 7.の論文では、相同組換えによる２重
鎖切断修復を開始する機構を解明した。相
同組換えは、２重鎖切断端を DNA 切断酵素
で削り 3’1 重鎖 DNA を作ることによって
開始される。切断端に 3’1 重鎖 DNA を作
る既知DNA切断酵素の遺伝子破壊細胞を系
統的に作製した。その表現型を定量比較し
た結果、以下の 3点を解明した：(i) Mre11
と Exo1 DNA 切断酵素の役割は限定されて
いる、(ii) CtIP と DNA2 が決定的に重要、
(iii) CtIP はシャペロンとして機能し
DNA2 を２重鎖切断端にリクルートする。 

(4) 新規の変異原性メカニズムを発見 
①抗がん治療薬、PARP 酵素阻害剤は、細胞に

強い毒性を示すにもかかわらず、PARP 酵
素遺伝子を欠失した細胞は正常に増殖で
きる。すなわち PARP 酵素阻害剤の細胞毒
性は、PARP 酵素の阻害だけでは説明しき
れなかった。この原因追及を米国 NIH の研
究者に提案し PARP 酵素遺伝子欠失細胞を
米国に提供した。その結果、PARP 酵素阻
害剤の新規作用機序を解明できた
（16.Murai, J. et al., 2012）。具体的に
は、抗がん治療効果の高い PARP 酵素阻害
剤は、PARP 酵素を損傷部位からはずれな
くすることによって、他の DNA 損傷修復酵
素が損傷部位に近づけなくするのである。 
 我々は、XRCC1 が PARP 酵素を損傷部位
からはずす作用があることを見出した。現
在、論文投稿を準備している。 

②ヒトにおける鋳型鎖スイッチの証明 
複製ポリメラーゼは、塩基損傷した鋳型鎖
を使って DNA 合成ができない。そのため、
複製ポリメラーゼは損傷塩基部位で複製
を停止する（図 1）。複製停止は、2種類の
機序で解除されることが酵母の実験系で
解明されている。１つめは、鋳型鎖スイッ
チである（図１,左下）。２つめは、代わり

の DNA ポリメラーゼ（損傷乗越え DNA ポリ
メラーゼ）が損傷部位を鋳型に DNA 合成す
る経路である（図１,右下）。この損傷乗越
えが点変異の最も重要なメカニズムであ
る。 

図１ 損傷塩基の部分で停止した DNA 複
製を再度、DNA 合成再開する経路：鋳型鎖
スイッチと損傷乗越え 
 
 我々は、PIAS1,PIAS4 と呼ばれるスモ化
酵素が PCNA（複製ポリメラーゼが DNA か
ら外れないようにする留め金タンパク）を
スモ化することによって鋳型鎖スイッチ
を促進することを見出し、論文投稿を準備
している。表１のイタリック部分が我々の
新知見である。 
 
表１ PCNA 修飾の機能の比較 
PCNA 修飾 出芽酵母 脊椎動物 
モノユビキ
チン化 

損傷乗越え
促進 

損傷乗越え
促進 

ポリユビキ
チン化 

鋳型鎖スイ
ッチ促進 

損傷乗越え
促進 

スモ化 DNA 組換え
抑制 

鋳型鎖スイ
ッチ促進 

 
③DNA 複製中の変異導入メカニズム 

我々は、複製ポリメラーゼδそのものが損
傷乗越えしうることを発見した（8.Hirota, 
K. et al., 2015; 2016 年に Nucleic Acid 
Res.に続報）。この発見は従来の学説を覆
すものである。複製ポリメラーゼδは、損
傷乗越えすることによって、不正確な損傷
乗越え DNA ポリメラーゼの利用を最小限
に停め、DNA 複製中の変異導入を防止して
いると推定している。複製ポリメラーゼδ
が複製停止後にリン酸化などによって損
傷乗越え能を獲得する可能性を、現在解析
中である。 

④損傷乗越えの制御メカニズム 
制御メカニズムは、遺伝学的解析が容易な
真核細胞、出芽酵母で研究が進んだ。出芽
酵母では、Rad18 ユビキチン化酵素が
PCNA をユビキチン化することによって開
始される。我々は、Rad18 以外に、Ubc13

 



（表 1、PCNA ポリユビキチン化酵素）、RNF8、
HERC2 と呼ばれるユビキチン化酵素も損
傷乗越えを促進することを解明した（2. 
Mohiuddin et al.,2016）。RNF8、HERC2 の
基質は、PCNA 以外ということしか解明で
きなかった。 

⑤ユビキチン化酵素による２重鎖切断修復制
御機構 
ユビキチン化酵素、Rad18 と RNF8 は、損
傷乗越えのみならず２重鎖切断修復を促
進する。先行論文によれば、両者は、ユビ
キチン化酵素として２重鎖切断修復を促
進するだけでなく、酵素触媒活性以外の機
能でも促進する。我々は、酵素触媒活性以
外の機能を検証するために、Rad18 と RNF8
の活性中心に点変異を入れ、触媒活性が無
いRad18とRNF8を発現した細胞を創った。
その結果、酵素触媒活性以外の機能でも、
Rad18 と RNF8 は２重鎖切断修復を促進す
ることを明らかにした。 

(5) 米国 NIH にて、小胞体ストレスを検出する
感度を解析した。In vitrogen（企業）が
開発したバイオアッセイと比べて感度が
同程度（化学物質の種類によってはより高
感度に検出可）であることが判った。米国
NIH から論文投稿中である（共著者：武田、
森、岡田）。 
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