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研究成果の概要（和文）：C3Hマウス雌(F0)の妊娠期に無機ヒ素を投与すると、F1雄を介してF2雄の成長後に肝
腫瘍が増加する。その原因として、ヒ素によるF1雄生殖系細胞のエピ変異がF2肝臓に伝えられ体細胞突然変異を
増加させて後発的に腫瘍を増加させるという仮説を設定し、エピ変異の解析を行った。対照群とヒ素群F2の正常
肝臓および腫瘍組織のゲノムワイドなDNAメチル化状態を次世代シークエンスを用いたRRBS法によって一塩基単
位で明らかにし、腫瘍増加に関与する領域やヒ素曝露特異的に変化する領域を同定した。またヒ素曝露特異的に
変化し腫瘍と関連するmicroRNAを同定した。

研究成果の概要（英文）：The F2 pups of C3H mice born to F1 males which are gestationally exposed to 
arsenic develop liver tumors at higher rates compared to the control mice. We hypothesized that 
arsenic exposure induces heritable epimutations in the F1 male germ cells and these epimutations 
cause somatic mutations and tumor increase in the F2 livers. Thus, we analyzed genome-wide DNA 
methylation status and microRNA composition of the normal and tumor tissues of control and 
gestationally arsenic-exposed F2 mice by a next generation sequencing-based method and by using 
microarrays, respectively. We clarified DNA methylation status of normal livers and tumor tissues of
 C3H mice and identified tumor-associate changes and arsenic exposure-specific changes which 
correspond to changes in gene expressions. We also identified arsenic exposure-specific expression 
changes of miRNA whose targets are involved in tumorigenesis. These results shortlisted the 
candidate genes involved in the F2 effects by arsenic exposure.

研究分野：分子毒性学
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、妊娠中の母親F0への環境因子の曝露
が多世代影響（子F1および孫F2への影響）や
継世代影響（F3以降への影響）を及ぼすとい
う実験的研究結果が報告され、懸念されてい
る(Guerrero-Bosagna & Skinner, 2012)。このよ
うな妊娠期曝露の世代を越えた影響の主要な
メカニズムとして、エピジェネティクスの関
与が考えられる(Perera & Herbstman, 2011)。F1
の胎児期の化学物質曝露は、胎児体内の生殖
細胞で起こるDNAメチル化などのエピジェネ
ティック修飾のリプログラミングを変化させ、
F2以降の世代に影響を及ぼすことが予想され
ている。 
現在世界各国で発癌をはじめとする深刻
な健康被害をもたらしている無機ヒ素（ヒ
素）は、変異原性の弱い発癌物質であり、そ
の発癌にエピジェネティクスの関与が考え
られている。ヒ素の妊娠期曝露の多世代影響
に関しては、雄が成長後に肝癌を発症しやす
い C3Hマウスで、母マウスの妊娠 8日(GD8)
からGD18までの10日間ヒ素を含む水を飲ま
せると、ヒ素は速やかに代謝・排出されてな
くなるにもかかわらず、その子(F1)が成長後
に肝腫瘍を高率に発症するという実験結果
が報告されている(Waalkes et al. 2003)。 
筆者野原らはこの実験系において、ヒ素群
で増加した肝腫瘍が、体細胞突然変異によっ
て活性化した癌遺伝子 Ha-ras を高率に含む
ことを観察した(Nohara et al., 2012)。さらに驚
くべきことに、胎児期ヒ素曝露を受けた子 F1
雌雄を交配して得られた孫 F2 においても、
成長後に肝腫瘍が増加することをみいだし
た（Nohara et al. 2016）。この実験系でヒ素曝
露を開始する GD8は F1胎児体内に生殖前駆
細胞である始原生殖細胞が出現する時期で
あり、その後この細胞から分化・成熟する生
殖細胞内では DNA メチル化のリプログラミ
ングがおこる。ヒ素はエピジェネティック修
飾を変化させることが報告されていること
から、GD8から GD18のヒ素曝露が F1生殖
細胞のエピジェネティック修飾のリプログ
ラミングに影響を及ぼし、その結果 F1 生殖
細胞のエピジェネティック変化が F2 に伝わ
り、それが F2 肝臓での体細胞突然変異を増
加させ肝腫瘍の発症率を高める、という可能
性が想定される。 
 
 
２．研究の目的 
 

C3H マウス F0 雌の妊娠期ヒ素曝露によ
る F2 雄の肝腫瘍増加という現象の未知の
メカニズムに関して、分子レベルで解明す
るための手掛かりを得る。そのために、F0

妊娠期ヒ素曝露によって F2 の肝臓に伝わ
ったエピジェネティック変化（エピ変異）
が、Ha-ras 体細胞突然変異を増加させ腫瘍
を増加させるという仮説を設定し、以下の
検討を行う。 
１）DNAメチル化および miRNAに着目
し、ヒ素群 F2肝臓に特異的に伝わるエピ変
異を明らかにする。２）１）で同定された
エピ変異について、遺伝子発現との関係や
Ha-ras 突然変異との関係を検討し、腫瘍増
加につながる分子経路の手掛かりを示す。  

 
 
３．研究の方法 
 
１）正常肝臓および肝腫瘍組織の DNA およ
び RNA調製 

GD8 から GD18 にヒ素（亜ヒ酸ナトリウ
ム 85ppm）を含む水を自由摂取した C3Hマ
ウス雌 F0 または対照群雌 F0 から生まれた
F1雌雄をそれぞれ交配し、ヒ素群 F2または
対照群 F2を得た。約 75週令で解剖し、腫瘍
のない肝臓の正常組織および腫瘍のある肝
臓の腫瘍部を採取した。DNAはフェノール・
クロロホルム抽出により、RNAは Qiazolを
用いて調製した。 

 
２）Reduced representation bisulfite sequencing 

(RRBS) 解析 
ゲノムワイドな DNAメチル化は RRBS 法
によって解析した (Boyle et al., 2012)。DNA
を制限酵素で水解して断片化し、アダプター
付加、精製後 bisulfite 処理を行い、RRBS ラ
イブラリーを作製した。PCRによりテンプレ
ートライブラリーを増幅し、 Illumina 
HiSeq2500 で次世代シークエンス解析を行っ
た。 

 
３）Differentially methylated cytosine (DMC) お
よ び Differentially methylated region 
(DMR) の同定 

RRBS ライブラリーの次世代シークエンス
データを、マウスのリファレンス配列
(NCBI/mm10) に対してマッピングした。対照
群に対してヒ素群 F2肝臓でDNAメチル化が
増 加 ま た は 低 下 し た シ ト シ ン
(hyper-DMC/hypo-DMC)、および DMCを一つ
以上含み DNA メチル化の程度に有意差があ
ると判定される領域 (hyper-DMR/hypo-DMR)
を、統計ソフト R上で methylkitおよび edmr
を用いて検出した。さらに遺伝子発現の制御
に重要な転写開始点 ±2000 bp に位置する
DMR (promoter DMR) を bed toolsの closest
で検出した。 

 
 



４）Bisulfite sequencing 
 C3Hマウス肝臓組織と細胞株のDNAメチ
ル化変化を bisulfite sequencing法によって
検証した。 
 
５）miRNA発現解析 
 miRNA 発現の網羅的解析は SurePrint 
Mouse miRNA microarray (Agilent)を用い
てプロトコールに従って行った。個別の
miRNA発現量は TaqManプローブを用いた
qPCRによって測定した。 
 
６）遺伝子発現解析 
 グローバルな遺伝子発現解析は SurePrint 
G3 Mouse Gene Expression microarray (Agilent)
を用いて行った。個別の発現量は real-time 
PCRで測定した。 
 
７）細胞株での実験 
 マウス肝癌細胞 Hepa1c1c7 と Hepa1-6 を
DNA メチル化阻害剤である 5-aza-2’
-deoxycytidine (5-aza-dC) 存在下 72 時間培養
し、遺伝子発現変化を real-time PCRで、DNA
メチル化変化を bisulfite sequencing 法で調べ
た。遺伝子の過剰発現実験には、Mst1rと Slpi
の ORFクローン、およびエンプティベクター
を ORIGENE社から購入して使用した。 
 
８）Ha-ras変異解析 
 Ha-ras コドン 61 の突然変異率は、
Pyrosequence法で測定した(Nohara et al. 2016)。 
 
 
４．研究成果 
 
１）DNAメチル化解析 
 CpG richなプロモーター領域を中心にゲノ
ムワイドなシトシンのメチル化を 1塩基の解
像度で効率的に調べる方法であるRRBS法に
よって、対照群およびヒ素群 F2 のそれぞれ
肝腫瘍のない個体 3匹の正常肝組織、および
肝腫瘍のある個体 3匹の肝腫瘍組織を採取し、
①対照群の正常肝組織と対照群の肝腫瘍組
織間、②対照群の正常肝組織とヒ素群 F2 の
正常肝組織間、③対象群の肝腫瘍組織とヒ素
群 F2の肝腫瘍組織間のDNAメチル化解析を
行った。各サンプルについて約 2200 万から
5500 万リードを読み取り、そのうちの約
60-70％がマウスリファレンス配列にマッピ
ングされた。 
 
1-1) C3Hマウス肝腫瘍の DNAメチル化変化 

C3H マウスは雄が壮年期に肝腫瘍を発症
しやすい系統であり、自然発症した肝細胞癌
や diethylnitrosamine などの化学物質によ
って発症を促進した肝細胞癌の動物モデル
として多用されている。 
そこでまず、C3Hマウスの肝腫瘍に関与す

る DNA メチル化変化を明らかにするために、
対照群の正常肝組織と肝腫瘍組織の DNA メ
チル化状態を比較した。その結果、正常肝組
織に対して肝腫瘍組織で DNA メチル化が低
いhypo-DMCがhyper-DMCよりも高率に存
在することがわかった。 
さらに遺伝子発現の制御に重要と考えら
れる遺伝子の転写開始点 ±2000 bp に位置す
る promoter DMRについて、①正常肝組織と
肝腫瘍組織でメチル化の程度が 30％以上異
なる、②±2000 bpにある遺伝子が一定以上の
発現量を示し、正常肝組織に対して肝腫瘍組
織で 2 倍以上増加または減少している、③
promoter DNA メチル化量と遺伝子発現量が
負の相関を示すことからメチル化が遺伝子
発現の制御に関与する可能性が考えられる、
④PubMed で遺伝子と癌との関連が報告され
ている、の 4点を検討したところ、すべての
条件を満たすものが 28個みつかった。 
この中で特に遺伝子発現量の差が大きい
遺伝子としてMst1rと Slpiについて、マウス
肝癌細胞株 Hepa1c1c7および Hepa1-6細胞で
DNA メチル化と遺伝子発現変化との対応を
5-aza-dCを用いて調べた。細胞を 5-aza-dC存
在下で培養したところ promotor DMRのメチ
ル化低下と遺伝子発現の上昇が観察され、こ
れらの promoter DMRが遺伝子発現の制御に
関与していることが示唆された。また Mst1r
を Hepa1c1c7細胞に過剰発現させることによ
って発現が増加し、腫瘍形成への関与が報告
されている遺伝子を見いだした。それらは
C3H マウスの肝腫瘍でも発現が増加してお
り、Mst1r の下流で腫瘍増加に関与する可能
性が示された。 

 
1-2) 妊娠期ヒ素曝露群F2肝臓のDNAメチル
化変化 

 次に対照群とヒ素群 F2において、DNAメ
チル化程度が 20%以上異なる DMRを検出し
た。正常肝組織について、対照群とヒ素群 F2
を比較すると、promoter DMRが複数検出され
たが、いずれも遺伝子発現量は変化していな
かった。 
一方、対照群とヒ素群 F2 の肝腫瘍組織の
比較では、promoter DMRが 137個検出された。
このうち、メチル化の低下が観察され、かつ
ヒ素群において対照群と比較して 2倍以上発
現が増加した遺伝子、すなわち DNA メチル
化変化と遺伝子発現変化が負の相関関係に
ある遺伝子は 6 個検出された。6 遺伝子のう
ち、Tmem54 は正常肝組織と比較して肝腫瘍
組織で発現が増加し、さらにヒ素群において
対照群と比較して有意に発現が増加してい
た。また、Cd74はヒ素群の肝腫瘍組織におい
て対照群と比較して有意に発現が増加して
いた。 



 Tmem54, Cd74 は、 Hepa1c1c7 細胞を
5-aza-dC存在下培養したところ遺伝子発現の
増加が観察され、DNAメチル化が遺伝子発現
の制御に関与する可能性が示唆された。 
 
２）miRNA解析 
 対照群とヒ素群 F2 の正常肝組織および肝
腫瘍組織の miRNA 発現量をマイクロアレイ
によって解析した。その結果、正常肝組織に
対して肝腫瘍組織で発現が大きく増加する
miRNAが多数存在した。また対照群とヒ素群
で差があるものについて TaqMan qPCR で確
認をおこなったところ、対照群正常肝組織と
比較してヒ素群 F2 正常肝組織で let-7b, 
miR-29a, miR-122の増加が確認された。 

miR-29aの標的をmicroRNA.orgで検索した
結果、ヒトとマウスで G6pc が予想された。
G6pc の減少が肝がん発症に関与することが
報告されていることから、Control miRNAと
miR-29aをA549細胞に導入しG6pcの発現を
qPCRで定量した。その結果、miR-29aの導入
により有意な G6pc の発現の低下を認め、
G6pcは miR-29aの標的となると結論された。 
 
３）Ha-ras突然変異 
 対照群とヒ素群 F2 の肝腫瘍組織の Ha-ras
コドン 61 の突然変異率を Pyrosequence 法で
測定した。その結果、対照群肝腫瘍組織では
野生型(CAA) 31%、変異型（AAA/CTA/CGA）
69%に対してヒ素群 F2 肝腫瘍組織では野生
型 39％、変異型 61％で、ヒ素群での変異の
増加は認められなかった。 
 
４）まとめ 
 以上の研究によって、肝細胞癌の動物モデ
ルとして多用されている C3H マウスの肝腫
瘍に特異的な DMR を明らかにし、さらに腫
瘍の増加に関与する遺伝子の発現を DNA メ
チル化によって制御すると考えられる
promoter DMRを明らかにすることができた。 
さらに対照群の肝腫瘍組織と比較して、妊
娠期ヒ素曝露を受けた F0の孫世代である F2
の肝腫瘍組織で DNA メチル化の程度が異な
り、遺伝子発現の制御に関与する可能性のあ
る promoter DMRを同定した。正常肝組織に
対する肝腫瘍組織の promoter DMRと、対照
群腫瘍組織に対するヒ素群 F2 肝腫瘍組織の
promoter DMRの中で、それぞれ遺伝子発現制
御に関与する可能性のあるものを選抜して
比較すると共通するものは見つからず、それ
ぞれ別の経路で DNA メチル化変化が誘導さ
れると考えられた。 
 肝臓のmiRNAについては C3Hマウスの肝
腫瘍で大きく発現が増加する miRNA を多数
見いだした。またヒ素群 F2 の正常肝組織で
肝腫瘍組織との関連が報告されている代謝

系の遺伝子を標的とするmiRNAを同定した。
さらに代謝変化等を検討することによって
発癌への寄与を明らかにしたい。 
 筆者らの先の研究では、ヒ素群 F1 肝腫瘍
組織において対照群腫瘍組織と比較して
Ha-ras 体細胞突然変異の増加を認めたが
(Nohara et al. 2012)、ヒ素群 F2肝腫瘍組織で
は Ha-ras 突然変異の増加は認められなかっ
た。したがって上述のヒ素群 F2 肝腫瘍組織
での DNAメチル化変化や miRNAの変化は、
Ha-ras の体細胞突然変異増加ではではなく、
他の経路を介して肝腫瘍増加に結び付くと
考えられた。 
 以上の研究から、妊娠期ヒ素曝露による F2
肝腫瘍増加に関与するエピ変異に関して、分
子レベルでのメカニズム解明の一端となる
手がかりを得た。また本実験系では、F1雄を
介して F2 に肝腫瘍増加という影響を伝わる
と考えられることから、F1が獲得した形質を
精子が F2に伝えるという経路が予想される。
その伝達を可能とするメカニズムとして、精
子の DNA メチル化変化やヒストン修飾、お
よびmiRNAをはじめとする小分子RNAの寄
与が報告されている。今回明らかにした F2
肝臓でのDNAメチル化変化やmiRNAの変化
は、F1精子でのエピジェネティクス修飾との
関連についても分子レベルで検討する手掛
かりとなる。 
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