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研究成果の概要（和文）：各種化学物質を培養細胞に作用すると、ヒストンのアセチル化、リン酸化状態がダイナミッ
クに変化すること、そのパターンは化学物質の種類に応じて異なることを明らかにした。中でも17-β-Estradiol（E2
）は、ヒストンH3の高アセチル化、一時的なリン酸化を誘導した。また、ヒストン修飾が変化している状態では、紫外
線感受性が高くなること、その原因として、紫外線誘導DNA損傷であるCPDの修復が遅延することが考えられた。E2以外
にもヒストンのアセチル化を誘導する化学物質が存在することから、それら化学物質と紫外線の複合曝露時のDNA損傷
修復と発がんへの寄与の検証の必要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Histone modifications like acetylation and phosphorylation were detected after 
exposure to several chemicals. The pattern was different according to classes of chemicals. 
17-β-Estradiol (E2) induced remarkable acetylation of histone H3 (K9, K14 and global) and 
phosphorylation of histone H3 (S10). In the condition of the disruption of histone modifications, the 
sensitivity to ultraviolet (UV) increased. UVB-induced cell death was enhanced in E2-treated cells. This 
might be due to delay of DNA damage repair: the formation of cyclobutane pyrimidine dimers (CPD) did not 
change, whereas the repair of CPD was delayed in E2-treated cells. Furthermore, we could find some 
chemicals to induce similar histone acetylation and phosphorylation. These results suggested that the 
disruption of histone modifications by the chemicals might suppress the repair of DNA damage, indicating 
the contribution to cancer initiation and promotion in the case of coexposure to UV.

研究分野： 環境毒性学
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１．研究開始当初の背景 
世界保健機構（WHO）の報告によれば、

近年の皮膚がん（悪性黒色腫）の罹患率は
1980 年代に比べ、2～3 倍に増加している。
我々は、皮膚がんの増加の一原因に、紫外線
と環境化学物質との複合作用が関連してい
ると考えている。これまでに、種々の環境化
学物質が DNA そのものだけでなく、DNA を
とりまく環境を変化させること、すなわちエ
ピジェネティックな変化であるヒストン修
飾を引き起こすことを明らかにした。皮膚発
がん要因の一つは、紫外線により生成するピ
リミジンダイマーを始めとする DNA 損傷で
あるが、ヒストン修飾の変化はクロマチン構
造を変化させ、それら DNA 損傷の修復効率
に影響する可能性がある。また、クロマチン
構造の変化は、細胞増殖、細胞死等に関わる
遺伝子の発現制御を攪乱し、変異細胞の生存
を促す等、発がんに繋がる可能性がある。し
かしながら、ヒストン修飾の変化とクロマチ
ン構造、それによる DNA 損傷の修復変化に
ついては、ほとんど検討がなされていない。 

 
２．研究の目的 
本研究では、環境化学物質によるヒストン

修飾変化が、紫外線による DNA 損傷修復に
どのように影響するのかを明らかにし、近年
の皮膚がん増加の原因解明に貢献すること
を目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）化学物質の選定：化学物質としては、
実環境中で発がん物質と認定されているタ
バコ副流煙中に含まれるホルムアルデヒド、
4-(N-nitrosomethylamino)-1-(3-pyridyl)-
1-butanone (NNK)、ヒト女性ホルモンである
17--エストラジオール（E2）、また、DNA 損
傷化学物質として過酸化水素(H2O2)等を選択
した。 
 
（２）細胞培養：ヒト肺胞基底上皮腺がん細
胞 A549、ヒト乳腺がん細胞 MCF-7（JCR より
購入)、ヒト角化細胞HaCaT（Norbert Fusening
博 士 (German Cancer Research Center, 
Germany)より譲与）を使用した。10 % FBS 含
有 Dulbecco’s modified eagle medium 
(DMEM)で培養し、80 ％コンフルエント時に
0.5 % FBS 含有 DMEM に培地交換し、24 時間
培養した後、実験に使用した。これは、FBS
の濃度を下げることで血清飢餓状態にさせ、
細胞分裂に伴って誘導されるヒストンの化
学修飾を抑えコントロールのバックグラウ
ンドを低くするためである。 
 
（３）ヒストン修飾の検出法：ヒストン修飾
の検出は、western blot 法により行った。細
胞に化学物質を作用した後、セルスクレーパ
ーを用いて回収した。MS バッファー(210 mM 
Mannitol、70 mM Sucrose、5 mM Tris-HCl (pH 
7.5)、1 mM EDTA (pH 7.5))を用いて、核画

分を抽出した。タンパク定量は Bio-Rad DC 
protein assay kit を用いて行った。0.1~1 g
程度のサンプルを15 %ポリアクリルアミドゲ
ルで分離した。PVDF 膜 (Millipore)に蛋白質
を転写し、1 % スキムミルクで 1時間ブロッ
キングをした後、一次抗体を作用した
（1:1000）。二次抗体Horseradish peroxidase 
(HRP) conjugated goat anti-rabbit IgG を
作用後（1:1000）、目的タンパク質のバンド
を、化学発光検出キット ECL plus (Thermo)
を用いて検出した。本研究で使用したヒスト
ン修飾一次抗体は、H2AX(S139)リン酸化、
H3(S10)リン酸化、H3(global)アセチル化、
H3(K9)アセチル化、H3(K14)アセチル化、
H3(S10, K14)アセチルリン酸化抗体である。 
 
（４）紫外線照射：UV 照射前、培地を PBS(+)
に交換した。UVB 312 nm (HP-30LM, ATTO Co., 
Ltd. Japan) を照射し、照射後は 0.5 % FBS
含有 DMEM （E2 の実験では phenol red free 
DMEM 培地）に変え、37℃、5%CO2 の条件下で
一定時間培養した。下記、フィルターを用い
た局所照射法では、UVC 254 nm (ATTO Co., 
Ltd.) を照射した。 
 
（５）生存率の測定：trypan blue にて染色
後、細胞生存数を顕微鏡下でカウントした。 
 
（６）紫外線誘導 DNA 損傷の測定：
cyclobutane pyrimidine dimers(CPD) 量を
ELISA 法、免疫染色法、フィルターを用いた
局所照射フォーカスカウント法により求め
た。 
局所照射法では、まず始めに micro cover 

glass 上に培養した細胞上にポリカーボネー
トフィルター(Isopore Membrane Filters, 
Millipore Co.)をかぶせ、UVC を照射するこ
とで局所的に損傷を生成し、免疫染色後、フ
ォーカス残存数の数値化を試みた。 
 
（７）損傷修復に伴う DNA 二本鎖切断（DSBs）
の検出：DSBs の検出は、バイアス正弦電場ゲ
ル電気泳動法 (BSFGE) 、ならびにヒストン
H2AX のリン酸化(-H2AX)の検出により行っ
た。 
BSFGE は、細胞を低融点アガロースに包埋

し、ゲルスタックごと proteinase K と RNase
で処理後、アガロースゲルにロードし、泳動
装置(GENOFIELD, ATTO Co.)で 1920 分バイ
アス正弦電場ゲル電気泳動した。 
-H2AX は、免疫染色法、western blot 法に

より検出した。 
 
４．研究成果 
（１）化学物質によるヒストン修飾変化 
各化学物質を作用後、様々なヒストン修飾

パターンが示された。例えば、H2O2は DNA 損
傷を示す H2AX のリン酸化は誘導するがそれ
以外のヒストン修飾を誘導しなかった（デー
タ示さず）。NNK は強いヒストン H3(S10)リン



酸化、H3(K9, 14, global)アセチル化、-H2AX
を示した（データ示さず）。化学物質の系統
ごとにヒストン修飾を系統化するにはまだ
検討化学物質が少ないが、化学物質により特
徴的な修飾パターンを示すことが明らかに
なったので、以後も修飾パターンの解析を継
続していく予定である。 
ここには、E2作用後のヒストン修飾変化を

掲載する（図１）。一時的なヒストン H3(S10)
リン酸化、顕著な H3(K9, 14, global)アセチ
ル化が認められた。 

 
以後、E2 作用と紫外線誘導 DNA 損傷生成修

復に関するデータを、成果の代表例として示
していく。 
 

 
（２）E2 作用後の紫外線感受性変化 
E2 作用後、顕著なヒストンアセチル化が認

められた時間帯に UVB を照射し、24 時間後の
生存率を測定した（図２）。E2 作用により、
紫外線による細胞死が亢進した。 

 
（３）E2 作用後の CPD 生成率変化 
 紫外線照射による細胞死の主原因は、紫外
線照射により生成する DNA 損傷である。紫外
線照射により生成する DNA 損傷には、CPD と
6－4光産物があるが、本研究では、CPD に焦
点をあて検討を行った。まず始めに、紫外線
照射直後の CPD 生成率を、E2 作用の有無につ

いて比較検討した。紫外線照射は、ヒストン
アセチル化が顕著に起こっていた時間帯に
行った。その結果、E2 作用の有無にかかわら
ず、CPD の生成量に変化は認められなかった
（図３A）。また、生成量が同じことは、免疫
染色法においても確認された（図３B）。 
 

 
（４）E2 作用後の CPD 修復率変化。 
CPDは6－4光産物に比べ、修復速度が遅く、

6－4光産物が生成後、約 4時間以内で修復さ



れるのに対して、24 時間においても 50％程
度の修復率であることが報告されている。 
E2 作用、紫外線照射後の CPD の修復率を、

フィルターを用いた局所照射法で検討した。
図 3B に示すような核全体を染める免疫染色
法では、修復が定量不可能であったため、局
所照射法を採用した。図 4に結果を示す。照
射直後に示された緑のフォーカスは、UVC が
照射された部分を示す。CPD を有する細胞の
数、ならびに一細胞あたりのフォーカスの数
を、照射後直後の数を 100％として表した。
E2 作用しない場合は、照射後 24 時間後には
40％以下に CPD フォーカス数は減少したが、
E2 を作用することにより、CPD の修復は有意
に抑えられた。 
さらに、E2 による CPD 修復の抑制を確認す

るために、CPD が修復される際に生成する
DSBs を測定した。BSFGE 法により、DSBs を直
接測定した結果、E2作用により明らかなDSBs
の生成抑制が認められた（図５）。また、デ
ータは示さないが、-H2AX の誘導も抑制され
た。 
 

（５）まとめ 
 各種化学物質を培養細胞に作用すると、ヒ
ストンのリン酸化、アセチル化状態がダイナ
ミックに変化すること、そのパターンは化学
物質の種類に応じて異なることを明らかに
した。中でも E2 は、ヒストンの高アセチル
化、一時的なリン酸化を誘導した。また、ヒ
ストンがアセチル化している状態では、紫外
線感受性が亢進すること、その原因として、
紫外線誘導 DNA損傷である CPDの修復が遅延
することが考えられた。今回は E2 について
データを示したが、E2 以外にもヒストンのア
セチル化を誘導する化学物質、例えば NNK な
どが存在することが明らかになっているこ
とから、それら化学物質と紫外線の複合曝露
時のDNA損傷修復と発がんへの寄与の検証の
必要性が示唆された。また、今回は具体的な
データを示していないが、組織免疫染色や組
織からのヒストン抽出により、ヒストン修飾

変化が検討できることが示された。今後、in 
vitro, in vivo両方において化学物質と紫外
線の複合暴露影響を評価していくことが望
まれる。 
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