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研究成果の概要（和文）：食物成分が遺伝子のエピジェネティックな変化を介して癌やアレルギーなど各種疾患
の病態改善に寄与できる例を示した。食要因でのDNA損傷やエピジェネティックな制御が報告されているが、こ
れら分子群遺伝子に着目し、DNA修復分子群の遺伝子発現の制御や変化がどのようなメカニズムで起こるのかを
エピジェネティックな解析を加え、食環境との関わりを明らかにした。メチル化の過剰もしくは過少はいずれも
発がんなどと関わることも明らかになっているが、特にがん抑制遺伝子（BRCA1・PTEN・p53など）もしくはその
プロモーターの過剰なメチル化は細胞の悪性化と関連があることを示した。

研究成果の概要（英文）：Because p53 plays an important role in the transcriptional regulation of 
genes encoding proteins involved in DNA repair and apoptosis, the modification of p53 may appear to 
be a pivotal determinant of cells fate. During carcinogenic progression, p53 is mutated or deleted 
in nearly half of all human cancers and fails to function normally. Both PTEN and BRCA1 also 
regulate the expression of several genes identified as key roles in affecting breast and ovarian 
cancer risk. They also participate in DNA repair and recombination processes related to maintenance 
of genomic integrity and control of cell proliferation. Genetic defects in DNA repair and DNA damage
 response genes often lead to an increase in cancer incidence. The role of defects is also 
associated with modulation of signaling pathways. Furthermore, mutations or epigenetic silencing in 
DNA repair genes have been associated with a phenotype of sensitivity of cancers to the therapy.

研究分野： 分子食医化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
紫外線や放射線あるいは発がん物質など

による DNA 損傷は、遺伝子変化や染色体異
常の引き金になる。これらの蓄積は老化や
発がんと関係していることが、DNA 修復分
子の機能解析によって明らかになっている。
通常は損傷した DNA は DNA 修復分子群によ
って補修されるが、そのメカニズムは複雑
でまだ完全には解明されていない。国内外
における研究成果から DNA 修復機構には
ATM,BRCA1,p53 などのような分子群が関与
している。また、食要因での DNA 損傷やエ
ピジェネティックな制御が報告されている。
本研究ではこれら分子群遺伝子に着目し、
DNA 修復分子群の遺伝子発現の制御や変化
がどのようなメカニズムで起こるのかをエ
ピジェネティックな解析を加えていくと共
に、環境要因とりわけ食環境との関わりを
解明して、食健康の増進に資することが目
的である。エピジェネティックな変異が
DNA 修復分子群（特に ATM・WRN・BRCA1・
Rad51・p53 など）に起こると、ゲノムの正
確性維持が損なわれることが多数報告され
ている。そして DNA メチル化は遺伝子発現
制御や DNA 修復系において重要な役割を果
たすため、これらの遺伝子を、本エピジェ
ネティック解析のコアに据えて研究を進め
る。メチル化の過剰もしくは過少はいずれ
も発がんと関わることも明らかになってい
るが、特にがん抑制遺伝子もしくはそのプ
ロモーターの過剰なメチル化は予後不良と
相関している。既に発がんに関わる 1000
近い遺伝子がエピジェネティックな制御を
受けていることが確認されており、エピジ
ェネティックな変異をもたらす機構の制御
は新たな発がん抑制法として注目されてい
る。RNA 干渉を用いた DNA 修復分子群のノ
ックダウンも DNA 修復機構の解明の有用な
解析手段と考えていた。 
 

２．研究の目的 
DNA 修復分子群の機能解析と遺伝子発現

をエピジェネティックな視点からアプロー
チする。遺伝子発現調節には食成分が細胞
内受容体を介して機能していることが判明
しているので、本研究では、各種標的細胞
からどのような遺伝子発現誘導を引き起こ
すのか、DNA 修復分子群の mRNA の発現を重
点的に調べる。また DNA 修復分子群の遺伝
子が関与するエピジェネティックな変化の
引き金となる要因を解明する。さらに、サ
イトカインやマイクロ RNA の誘導を解析し

て、細胞の健康増進（発がん抑制やアンチ
エイジング）にどのように働くのかを分子
生物学的に探究する。研究期間内に達成さ
せる具体的方向性として、 
a. リンパ球などの免疫培養細胞および肝
培養細胞や皮膚上皮培養細胞において
cDNA ライブラリーを構築し、環境要因によ
る発現調節が起こりうる遺伝子を DNA チッ
プやリアルタイム PCR 法によりスクリーニ
ングする。DNA 修復分子群の遺伝子の転写
調節機構を明らかにする。 
b. DNA 修復分子群が発現する細胞において、
それらを RNA 干渉誘導によりノックダウン
し、その際に生じる細胞機能の変化を明ら
かにし、細胞内情報伝達系から DNA 修復機
構に至る作用メカニズムを明らかにする。 
c. DNA 修復分子群の遺伝子が関与する DNA
メチル化やマイクロ RNA 発現そしてヒスト
ン修飾などのエピジェネティック制御機構
を明らかにする。 
d. 老化や発がんに関連する遺伝子産物の
DNA 修復系において果たす役割と意義を解
明する。 
e. 細胞老化のメカニズム解明のため、細胞
間相互作用に関わるタンパク質の役割と
DNA 修復分子群とがどのように関連して細
胞老化を制御するのかを明らかにする。 
エピジェネティックな変化は遺伝子変化

と異なり可逆的であるため、エピジェネテ
ィックな変化がもたらした病的な状態は回
復できる可能性がある。このため、DNA 修
復分子群の変化がもたらす老化や発がんの
リスクを低減するための有効かつ効果的な
方法が浮上してくる。既に脱メチル化剤は
抗がん剤として成功している。転写因子受
容体が刺激されると細胞核内の遺伝子発現
調節系が活動し、種々の遺伝子発現が調節
される。特定の食品成分刺激がもたらす遺
伝子発現解析することにより、新たな食品
の機能性が明らかになる。しかし、この研
究と応用を扱う上でネックになるのは、遺
伝子発現のタイムコースの複雑さと RNA・
タンパク質の脆弱性である。そこで本研究
では研究期間を 5年に設定しながらも、こ
れまでに明らかになった DNA 修復機構に関
連する遺伝子に標的を定め、それぞれの遺
伝子一つひとつについて綿密なスクリーニ
ングを行う。これらによって標的細胞での
作用点の明確化が期待できることが、一般
的な生化学研究と比し独創的な点である。
老化や発がんは、高齢化社会を迎えた現代
日本人すべての重大な関心事である。これ



らは互いに類似した病態機構を示しており、
免疫システムの関与も大きい。本研究の実
りある成果が、タンパク質機能の新たな理
解と疾病への対策を生み出す。 
自然界には紫外線や放射線など DNA 損傷の
原因が存在しており、生物は進化によって
それらから遺伝子を防御するために DNA 修
復機構も進化させてきた。世界中で経験的
に薬味や調味料として用いられてきたハー
ブ・香辛料・漢方薬などの大部分は安全な
食品であるが、健康増進効果の科学的なア
プローチは不十分であった。本研究ではこ
うした健康食品の作用メカニズムを DNA 修
復機構の点から分子生物学的に解析し、食
生活レベルでの新しい健康増進効果を切り
開く実用的な試みでもある。食成分がサイ
トカインやがん抑制遺伝子そして DNA 修復
分子群などの遺伝子発現を介して、免疫系
やがん抑制そして老化防止を機能的に調節
していることが明らかになってきている。
この目的で、ハーブ・香辛料・漢方薬によ
って起こるエピジェネティック修飾や遺伝
子発現解析そしてマイクロ RNA の解析は斬
新であり、細胞生物学的にも未知の知見を
もたらす可能性が高い。本研究によって食
品によるヒト健康に有意義な作用を論理的
かつ客観的に発見できると考えられる。日
本は現在、原発事故による広範囲での放射
線障害の危惧が為されているが、放射線に
よる身体的影響軽減の具体策は除染以外に
ほとんど見出されていない。本研究成果は、
DNA 修復機構を明らかにして、放射線・紫
外線など DNA 損傷による身体的影響を軽減
させる具体策に結びつく可能性も持つと考
えた。 
 
３．研究の方法 
DNA 修復分子群の発現調節に関する基礎

研究として DNA 修復分子群の遺伝子を準備
する。ヒト培養細胞の cDNA ライブラリーか
ら ATM・WRN・Rad51 の遺伝子全長をクロー
ニングした後、GST や His タグなどとの融
合蛋白質を作製・精製する。また、これら
分子の細胞内シグナル伝達系にかかわると
考えられるアダプター蛋白質を同定して、
上皮細胞やリンパ球においてその機能を探
求する。これまでのマイクロ RNA や RNA 干
渉の研究成果を踏まえ、紫外線や活性酸素
刺激におけるマイクロ RNA の単離と塩基配
列決定のための予備実験を行う。次に
ATM・WRN・BRCA1・p53 などの遺伝子発現が
どのように変化するのかを、培養細胞系お

よびラットもしくはマウス組織において検
討する。構造化顕微鏡で、特異抗体による
蛍光細胞染色によって DNA 修復分子のミト
コンドリア内局在を確認すると共に、成長
因子やインスリンそしてカルシウム負荷に
おける挙動変化を、GFP 融合蛋白質を導入
したライブセルで調べる。誘導されるマイ
クロ RNA を解析して、DNA 修復分子発現と
の関わりを追及する。解析手法としてウエ
スタンブロッティングや蛍光組織染色そし
て in situ ハイブリダイズを用い、細胞内
分子のリン酸化・メチル化・アセチル化動
態を解析する。さらに遺伝子産物量の解析
や DNA 損傷時のアポトーシス状態の推移を
詳しく解析する。用いる細胞としては
Jurkat 細胞や HEK293 細胞の他、U937 や
MKN7など各種サイトカインやDNA修復分子
群の遺伝子発現が検出可能な細胞で予備実
験を行い、ラットもしくはマウスを用いて
in vivo での組織発現についても検討を加
える。 
DNA 修復分子群のエピジェネティック解

析として、DNA 修復分子群の遺伝子特異的
なメチル化を解析するために、メチル化特
異的 PCR（MSP）や亜硫酸ゲノムシーケンス
PCR などの方法で、ATM・WRN・BRCA1・p53・
Rad51 などの遺伝子変化を解析する。また、
未知のメチル化ホットスポットやメチル化
CpG アイランドを同定するために、制限酵
素ランドマークゲノムスキャン（RLGS）や
CpG アイランドマイクロアレイによる解析
も行う。また、クロマチン修飾を解析する
ために、クロマチン免疫沈降（ChIP）によ
って、生細胞の刺激からクロマチン修飾に
関与する遺伝子として、ATM・WRN・BRCA1・
p53 などの遺伝子を標的として ChIP－PCR
もしくはマイクロアレイで解析を進める。
生細胞の刺激には、紫外線・活性酸素の他、
種々の食成分による影響も検討する。この
場合、種々の細胞刺激によってゲノム全体
のメチル化状態（網羅的メチル化解析）も、
メチル基受容体アッセイやメチル化 DNA の
ELISA 法を用いて測定する。さらに、メチ
ル化以外の修飾（アセチル化やリン酸化）
の状態についても、特定の分子や遺伝子に
ついては解析する。修飾が確認された DNA
修復分子遺伝子はその塩基部位を決定して、
生理作用を明らかにする。ATM や Rad51 の
遺伝子発現が食成分刺激によって変化しう
ることを示す。ATM や Rad51 は DNA 修復に
関与するほか、発がんや転移などにも関係
している。この ATM のリン酸化や蛋白質発



現が脂溶性ビタミンやイソフラボンなど食
成分刺激によって変化しうることを示す。
分子間相互作用測定装置で関連する分子の
結合状況を調べる。この転写調節系がどの
ようなメカニズムによるものなのかを解析
する。特に PPAR の関与について、阻害剤な
どを用い、食物に含まれるポリフェノール
からアプローチする。WRN・BRCA1・p53 な
どの遺伝子発現においても同様に解析を進
めた。 
 
４．研究成果 
これまでに紫外線や活性酸素刺激のほか

特定の食物成分によって、特に発がんと関
連する mRNA がどのように変化するのかを
網羅的に検討した。さらにリアルタイム
PCR を用いて検討し、誘導される RNA を解
析して DNA 修復機構との関わりを検証した。
その結果、これまでに検討してきた Rad51
などに加え、NOS1 や NOS2、NANOS や Asporin
が食成分刺激によって遺伝子発現が変化し
うることを示した。例えば、K562 細胞、
Daudi 細胞において、D-セリン刺激による
タンパク質レベルでの Asporin 発現量の変
動を確認した。K562 細胞においては 48 時
間後に、Daudi 細胞においては刺激後 47 時
間後に最も Asporin 発現量が上昇していた。
一方、Asporin のｍRNA 発現量は刺激後 24
時間においては、K562 細胞、Daudi 細胞と
もに減少が認められた。また、K562 細胞に
おいてはカルシウムイオン添加時に
Asporin の発現量の増加が顕著であった。
このほか PAI-1、t-PA、Smad2、Smad3 も D-
セリン刺激のカルシウム添加によるエピジ
ェネティックな機序により発現が変動して
いた。これらの結果より、D-セリンおよび
カルシウムはがん抑制に関与するシグナル
伝達系分子の増減を介してがん細胞の増殖
に影響を与える可能性が示唆された。一方
タンパク質レベルでの Tob1 発現量は、K562
細胞においてはカルシウムイオン非添加時
に上昇した。反対に Daudi 細胞においては
カルシウムイオン添加時に上昇した。Tob1 
のｍRNA 発現量は K562 細胞、Daudi 細胞と
もにカルシウムイオン添加時に大幅に上昇
した。その他にも、Ｌ型アミノ酸やハーブ
などの食物成分がエピジェネティックな変
化を介して発がんなど各種疾患の病態に寄
与することについてマイクロアレイを用い
て検討し、種々の分子リン酸化や蛋白質発
現が、アミノ酸のほか脂溶性ビタミンやイ
ソフラボンなど食成分刺激によって変化し

うることを明らかにした。特に DNA 修復系
分子の mRNA がどのように変化するのかを
網羅的に検討した。さらにリアルタイム
PCR を用いて検討し、誘導される RNA を解
析して DNA 修復機構との関わりを検証した。
その結果、これまでに検討してきた ATM や
Rad51 の遺伝子発現に加え、NOS1 や NOS2
が食成分刺激によって変化しうることを示
した。食物に含まれるＬ型アミノ酸やポリ
フェノールからもアプローチして、Tob や
ｐ38MAPK などの遺伝子発現においても同
様に解析を進めた。Ｌ型アミノ酸やハーブ
などの食物成分が遺伝子のエピジェネティ
ックな変化を介して癌やアレルギーなど各
種疾患の病態改善に寄与できることについ
てマイクロアレイを用いて検討し、種々の
分子リン酸化や蛋白質発現がＬ型アミノ酸
や脂溶性ビタミンやイソフラボンなど食成
分刺激によって変化しうることを明らかに
した。これらのシグナル伝達における PPAR
の関与についても検討した。また、これら
分子の細胞内シグナル伝達系にかかわると
考えられるアダプター蛋白質NESHやNesca
に着目して、上皮細胞やリンパ球において
その機能を探求した。これまでのマイクロ 
RNA や RNA 干渉の研究成果を踏まえ、紫外
線や活性酸素刺激におけるマイクロ RNA の
単離を行った。次に ATM・WRN・BRCA1・p53
などの遺伝子発現がどのように変化するの
かを、培養細胞系およびラットもしくはマ
ウス組織においてマイクロアレイを用いて
検討した。成長因子やインスリンそしてカ
ルシウム負荷におけるアダプター分子の挙
動変化を、GFP 融合蛋白質を導入したライ
ブセルで調べた。ハーブなどの食物成分が
遺伝子のエピジェネティックな変化を介し
て癌やアレルギーなど各種疾患の病態改善
に寄与できる可能性をまとめた。 
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