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研究成果の概要（和文）：紫外線ゲノム毒性に対する皮膚組織レベルの防衛応答である変異誘発抑制（MIS）応答の機
構についてアポトーシスに基づく組織交代修復モデルを立て、組織学的解析により証明した。また紫外線特異的DNA損
傷の生成作用スペクトルを解析し、MIS応答の作用スペクトルとの比較、およびMIS応答の波長間相互作用の解析により
6-4光産物とDewar異性体がMIS誘発に寄与していることを示した。更にDNA修復欠損マウスを用いた解析で、転写共役修
復系がMIS応答に関与することを示した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the mechanism of mutation induction suppression (MIS), which is a 
skin tissue-specific protective response to the genotoxicity of ultraviolet radiation (UV), by 
histological analyses and demonstrated that a tissue repair mechanism based on the apoptotic turnover of 
an epidermal layer was relevant. We further found that pyrimidine(6-4)pyrimidone photoproducts and their 
Dewar valence isomers mainly contributed to the induction of MIS response among UV-specific DNA 
photolesions, based on the comparative analysis between action spectra of photolesion production and MIS 
response and on the analysis of the interaction of MIS responses among wavelengths. We also suggested 
that the transcription-coupled repair pathway of nucleotide-excision DNA repair would be involved in the 
MIS response through genetic studies using DNA repair-deficient mice.

研究分野：紫外線生物影響
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１．研究開始当初の背景 
	
 強い変異原性があり発癌能もある紫外線
に対し、皮膚は DNA 損傷の修復・回避とい
った細胞レベルの反応だけでなく組織レベ
ルでもアポトーシスなどの防衛応答を示す
が、その統一的制御機構は解明されていない。
我々は突然変異検出用トランスジェニック
マウスを用いた研究で UVB、UVA、日光紫
外線が皮膚に突然変異をよく誘発すること
を実際に示してきたが（Ikehata et al., Environ. 
Mol. Mutagen. 41: 280–292, 2003; Ikehata et al., 
Mutagenesis 18: 511–519, 2003; Ikehata et al., 
Mutat. Res. 556: 11–24, 2004; Ikehata et al., J. 
Invest. Dermatol. 128: 2289–2296, 2008）、この
研究過程で「表皮では一定線量以上の紫外線
照射では突然変異の誘発が抑えられ、それ以
上変異頻度が上昇せず横ばいになる」という
現象を発見し（Ikehata & Ono, Mutat. Res. 508: 
41–47, 2002）、「変異誘発抑制（mutation 
induction suppression, MIS）」と名付けた（図 1）。
MIS は大量の DNA 損傷が生成した時に発動
されるゲノム防衛反応と推定され、DNA損傷
量の多い細胞を選択的に排除するアポトー
シス機構の関与が予想された。 
 

 
２．研究の目的 
	
 MIS応答の機構として「損傷を受けた表層
表皮層の集団アポトーシスと深層表皮の
hyperplasia の同時誘導」というアポトーシス
に基づく組織交代修復モデルを想定し、本研
究ではその証明を目指した。同時に、応答を
規定する原因 DNA 損傷及び応答発動に必要
なその損傷量を明らかにして MIS 発動機構
の解明にも取り組んだ。更に想定モデルに基
づき、遺伝的に DNA 修復等を欠損する紫外
線感受性疾患の皮膚病態が MIS 応答異常か
ら説明できか検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）実験動物：本研究では皮膚でアポトー

シス・細胞増殖・DNA損傷・突然変異を検出
する必要があるが、特に突然変異検出は通常
のマウスでは困難なため、突然変異研究用に
開発されたトランスジェニックマウスを利
用して、これらの全ての指標を解析した。こ
のマウスはトランスジーンとして再回収可
能なベクターに組み込まれた大腸菌 lacZ 遺
伝子を有し、これを突然変異検出用マーカ遺
伝子として利用する。我々はこれまでの研究
でこのマウスを用いて皮膚における紫外線
誘発突然変異と DNA 損傷の解析技術を確立
させ、既に多くの成果を上げている（上記引
用文献に加え、Ikehata et al., Environ. Mol. 
Mutagen. 48: 1–13, 2007; Ikehata et al., DNA 
Repair 6: 82–93, 2007; Ikehata et al., 
Mutagenesis 25: 397–405, 2010）。このトランス
ジェニックマウスと Xpa, Xpc, Xpv, Csbの各
遺伝子欠損マウスを交配・繁殖して使用した。
Xpa, Xpc, Xpv はヒト遺伝病の色素性乾皮症
xeroderma pigmentosum (XP)の、Csbはコケイ
ン症候群 Cockayne syndrome (CS)の原因遺伝
子のマウス相同遺伝子で、これらの遺伝子産
物は紫外線誘発DNA損傷の修復や回避DNA
合成に関わっている。 
 
（２）紫外線照射：UVB照射には研究室で所
有する広帯域 UVBランプ（FL20S.E、東芝）
を使用した。作用スペクトル解析に必要な単
波長紫外線の照射は、大型で動物照射も可能
な、愛知県岡崎市の自然科学研究機構・基礎
生物学研究所に設置されている全国共同利
用施設・大型スペクトログラフ装置を利用し
た。年１~２回の出張で予定の照射実験を行
った。 
 
（３）DNA損傷量・突然変異パターン解析：
DNA損傷の検出・定量は、紫外線照射した皮
膚の表皮・真皮各々から抽出したゲノム DNA
について、シクロブタン型ピリミジンダイマ
ー（CPD）、6−4 型光産物（64PP）、Dewar 異
性体（Dewar）各々に対するモノクローナル
抗体を用いた免疫化学的方法（ELISA法）で
行う。CPD と 64PP の抗体は研究分担者の森
らが既に開発済みの高感度のものを利用す
る。Dewar抗体も以前に作成されているが感
度に問題があったので、森が新たに改良した
方法を用いた。突然変異パターン解析は、皮
膚ゲノム DNA から回収・検出した変異 lacZ
遺伝子の塩基配列変化を DNA シークエンサ
（ABI Prism3100）で解読して行った。 
 
（４）免疫組織学的解析：皮膚組織切片を作
成し、アポトーシスは抗活性化カスパーゼ 3
抗体を、細胞増殖は抗 Ki67 抗体を利用して
免疫組織学的に染色し、各々の紫外線照射後
の出現動態を顕微鏡で観察した。 
	
 
４．研究成果	
 
（１）MIS応答機構を説明する組織修復モデ
ルの証明：マウス皮膚にMIS誘発線量である

図１：突然変異誘発の線量効果曲線に現れる
MIS 応答．紫外線による皮膚表皮での突然変異
誘発動態を模式的に示す。突然変異頻度は紫外
線量 a までは線量に依存して直線的に増加す
るが、それを越えると一定値 bになり上昇しな
くなる。この突然変異誘発の抑制が MIS 応答で
ある。グラフに示された最小 MIS 誘発線量（a）
と横ばい変異頻度（b）は MIS 応答を特徴付け
る重要な指標になる。	
 



UVBを照射し、照射後のアポトーシスと細胞
増殖の誘発動態を、経時的に皮膚組織切片を
作成して免疫組織学的に画像解析した。その
結果、集団的アポトーシスと細胞増殖
（hyperplasia）が照射後 36時間前後で短時間
のうちにいっせいに起こることを認め、モデ
ルの証明に成功した。 
 
（２）MIS 応答を規定する原因 DNA 損傷の
同定と最小MIS発動損傷量の推定：基礎生物
学研究所の大型スペクトログラフを用い、
260, 280, 290, 295, 300, 307, 313, 319, 325, 330, 
334, 364 nm の各波長の紫外線をマウス皮膚
に照射し、生成する CPD や 64PP について
DNA損傷量の線量効果関係を解析した。CPD
は解析した全波長域で検出できたが、64PP
は 319 nm を越える長波長側では検出できな
かった。Dewarはこれら単波長紫外線で調べ
た範囲の線量では十分な生成を検出できな
かった。得られた結果に基づき、CPDと 64PP
のマウス皮膚表皮･真皮それぞれにおける生
成作用スペクトルを明らかにした（図２）。 

 
	
 得られた損傷生成作用スペクトルを我々
の以前の研究で明らかにしている突然変異
関連の作用スペクトル（Ikehata et al., J. Invest. 
Dermatol. 133: 1850–1856, 2013）と比較したと
ころ、変異原性作用スペクトルは CPD生成作
用スペクトルとよく一致し、MIS作用スペク
トルは 64PP 生成作用スペクトル（表皮）と
比較的よく一致した。これらの結果からMIS
応答を誘発する原因損傷として、少なくとも
短波長側では、64PPの寄与が大きいと推測し
た。 
	
 更に 64PPがUVBによりDewarに異性体変
化することを利用し、64PP の MIS 誘発損傷

としての特異性を検討した。マウス皮膚に
295 nmの短波長紫外線を照射し 64PPを誘発
したのち、313 nm以上の長波長紫外線により
Dewar 変換し、その効果を解析したが、MIS
応答に変化は認められなかった。この結果は
64PPだけでなく Dewarも同程度に MIS応答
誘発に寄与する DNA 損傷であることを示唆
している。 
	
 最少 MIS 誘発線量より、各波長での MIS
誘発に必要な最少 64PP量を推定したところ、
300 nm 付近まではほぼ一定の値を示した。
300 nmを越えると減少したが、この付近から
Dewar化に有効な波長域に入ることと前記の
結果を考え合わせると、300 nm以上では 64PP
とDewarの両損傷がMIS応答に寄与している
可能性が高い。 
 
（３）DNA 修復欠損による皮膚病態と MIS
応答異常との関連性の遺伝学的解析：Xpa, 
Xpc, Xpv, Csb の各遺伝子欠損マウスに UVB
を照射し、MIS 応答を解析した。Xpc と Xpv
の欠損マウスでは横ばい変異頻度の上昇は
認められたものの、MIS応答に野生型マウス
と大きな差違は認められなかった。一方、Xpa
とCsb欠損マウスでは最少MIS線量と横ばい
変異頻度の著しい低下が認められ、強いMIS
応答が起こることが明らかとなった。これら
の結果は XP-A群や CS患者で、XP-C群やバ
リアント患者に比べ著しく高い日光感受性
が認められる結果とよく一致し、これらの日
光感受性が MIS 応答の昂進によることを示
している。また XPAと CSBに共通する機構
である転写共役型ヌクレオチド除去修復系
が MIS 応答と密接に関係していることを示
唆するものである。 
	
 また一部の遺伝子欠損マウスで MIS 誘導
時のアポトーシス誘発を免疫組織学的に解
析し、アポトーシス感受性の増大がMIS応答
の昂進につながっていることが示唆された。 
	
 更に各欠損マウスの皮膚表皮に MIS 誘発
紫外線量で誘発される突然変異のスペクト
ルを解析したが、MIS応答の昂進による変動
は特に認められなかった。 
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