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研究成果の概要（和文）：新規化合物開発現場では、安全性評価のため遺伝毒性試験が重要であり、より信頼性の高い
試験法の開発が望まれている。本研究では、DNA損傷、突然変異、染色体異常をエンドポイントとする、メカニズム解
明型の新しい遺伝毒性試験を開発した。DNA損傷については、DNAアダクトーム法の大幅な時間短縮と高感度化を実現し
た。突然変異については、1分子リアルタイムDNAシーケンサーを用いて、任意の細胞、組織における突然変異を検出す
る方法、SMRT突然変異解析法を開発した。また、化学物質によるDNA損傷を介さない染色体異常の誘発に、DNA損傷応答
の阻害が重要であることを突き止め、この活性を評価する手法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Genotoxicity tests are essential for pre-marketing hazard assessment of 
newly-developed chemicals. Recent development of analytical equipment and cell biology allow us to make 
innovation in this area. In this study, we tried to develop innovative genotoxicity tests which focused 
on DNA damage, mutation and mechanism of chromosomal aberration. As for DNA damage, we modified the 
protocol of DNA adductome method to make it faster and more sensitive. We also developed a new mutation 
assay using a single molecule real time DNA sequencer, enabling direct monitoring of mutation frequency 
in DNA of any samples. We also developed methods to evaluate inhibition of DNA damage response which is 
the important mechanism for DNA damage independent chromosomal aberration.

研究分野： 環境変異原

キーワード： 突然変異　DNA損傷　染色体異常　遺伝毒性試験　1分子リアルタイムDNAシーケンサー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 新規化合物（医薬品、農薬、工業原料等）
開発現場では、比較的初期に遺伝毒性試験が
行われ、開発の続非について判断を行う。し
かし、小核試験や染色体異常試験など、現在
もよく用いられている遺伝毒性試験は、発が
ん性を予測するという意味においては疑陽
性が多いという欠点がある。そのため、より
信頼性の高い遺伝毒性試験の開発が求めら
れていた。一方で、質量分析計や次世代 DNA
シークエンサーなどの分析機器の飛躍的な
性能向上、染色体分配に関わる分子生物学的
知見の集積など、新しいメカニズム解明型の
遺伝毒性試験を開発するための準備は整っ
ていた。 
 
２．研究の目的 
 そこで、本研究では、新規化合物開発現場
において適用可能な「メカニズム解明型遺伝
毒性試験」を開発することを目的とした。特
に、①化学物質が引き起こす未知の DNA 付
加体を LC/MS/MS を使って直接検出する方
法（DNA アダクトーム法）、②任意の生物の
任意の遺伝子における点突然変異頻度を、1
分子リアルタイム DNA シーケンサーを使っ
て直接測定する方法（SMRT 法）、③染色体
異常を引き起こす化学物質の DNA 以外のタ
ーゲットを調べる方法、などについて研究を
行った。 
 
３．研究の方法 
(1) DNA アダクトーム法の実用化： 
 以前、我々が開発した DNA アダクトーム
法は、すでに製薬企業の安全性評価に利用さ
れているが、解析に多くの DNA 量と、長い
時間が必要であり、スループットの点で問題
があった。そこで、最新の UPLC/MS/MS を
導入して、プロトコールの見直しを行った。 
 
(2) SMRT 突然変異解析法の開発： 
 PacBio RSII DNA シーケンサーは、１分
子リアルタイム（Single molecule real time: 
SMRT）技術を実装した機種である。我々は、
この最新の SMRT シーケンサーを用いた変
異原性試験を開発した。この機種を用いると、
DNA１分子ごとに塩基配列情報が得られる
ので、もしもそれが極めて正確であれば、
DNA をただシーケンスするだけで、極低頻
度の変異を検出できることになる（図 1）。 

図１ SMRT 突然変異解析法の概要 
 
 

(3) DNA損傷を介さない染色体異常誘発物質
検索法の開発： 
 我々はまず、様々なタンパク質キナーゼの
阻害剤について小核試験を行い、DNA 損傷
応答の破たんが、DNA 損傷を介さない染色
体異常誘発メカニズムとして重要であるこ
とを突き止めた。そこで、DNA 損傷応答を
簡便に測定する技術を開発し、様々な染色体
異常誘発物質が、DNA 損傷応答に与える影
響を評価した。また、DNA 損傷応答に関す
るタンパク質複合体の解析をいくつか行い、
メカニズム研究を展開した。 
 
４．研究成果 
(1) DNA アダクトーム法の実用化： 
 最新の UPLC/MS/MS を導入して、DNA
アダクトーム法のプロトコールを見直し、大
幅な時間短縮と DNA 量の削減（高感度化）
を実現した。このことにより、同法の安全性
評価現場への適用をより容易にした。 
また、この技術を応用した基礎研究として、

飲酒による食道がんの発生において、代謝酵
素 ALDH2 が食道における DNA 損傷の防御
に重要であることを証明したり、日本人の胃
粘膜において、極めて高レベルの過酸化脂質
由来の DNA 付加体が生じていることを明ら
かにしたり、５メチルシトシンの極めて鋭敏
な測定法を開発し、受精卵発生過程における
エピジェネティクマーカーの消去と再生の
ダイナミクスを明らかにした。（発表論文④
⑤⑫） 
 
(2) SMRT 突然変異解析法の開発： 
 我々は、試験生物から抽出した DNA を、
SMRT シーケンサーを用いて、ただシーケン
スするだけで、極低頻度（107 塩基に１個程
度）の突然変異を検出できることを世界で初
めて実験的に示した。極めて正確なシーケン
スをするために、SMRTBell という技術を用
いて、1 分子の DNA テンプレートを何度も
繰り返しシーケンスし、バイオインフォマテ
ィクスを用いて、真の突然変異とミスマッチ、
DNA 損傷を区別して検出する方法を開発し
た（図 2）。この方法は、原理的には任意の細
胞、組織に適用できるので、将来的には実験
動物を用いた in vivo 変異原性試験への応用
が期待される。（発表論文⑧⑪） 

図 2 単一分子の繰り返しシーケンスによる真
の突然変異とミスマッチ、DNA 損傷の区別 
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(3) DNA損傷を介さない染色体異常誘発物質
検索法の開発： 
 様々なキナーゼの特異的阻害剤について
小核試験を行った結果、DNA 損傷を介さな
い染色体異常誘発メカニズムとして、DNA
損傷応答の阻害が重要であることが明らか
となった。そこで、DNA 損傷応答の簡便な
スクリーニング法をいくつか開発した。一つ
は、DNA 損傷に反応して、核内でフォーカ
スを形成する MDC１というタンパク質に着
目し、この遺伝子に GFP をつないだ細胞株
を作成した。これを用いれば、試験物質を曝
露して、蛍光顕微鏡で観察するだけで DNA
損傷応答を評価することができる（図 3）。も
う一つは、ヒストン H2AX のリン酸化を、
LC/MS/MS を用いて直接定量する方法を開
発した。（発表論文⑦⑨） 

DNA 損傷応答を阻害して染色体異常を引
き起こす物質としてカフェインが知られて
いる。カフェインは摂取量が多くなると危険
だが、多くの食品や医薬品に含まれており、
取り過ぎなければ安全であると考えられて
いる。今回我々が開発した実験系を使えば、
カフェインと同じように、染色体異常を引き
起こすが、低濃度では安全である物質をスク
リーングすることができる。 
そこで、染色体異常を引き起こすが、発が

ん性のないいくつかの物質についてスクリ
ーニングを行った結果、プロピルガレットと
9-アミノアクリジンが DNA 損傷応答を阻害
することで小核を引き起すことを明らかに
なった。この研究は、小核試験の疑陽性のメ
カニズムを解明するための手順を示したも
のであり、レギュラトリーサイエンスとして
の意義は大きい。（発表論文③） 

 
図３ MDC1 アッセイによる DNA 損傷応答阻害物

質のスクリーニング：DNA 損傷性物質のカンプト
テシン（CPT）で細胞を処理すると、核の中に MDC
１のフォーカスが形成されるが、DNA 損傷応答阻
害物質であるカフェインを同時に処理しておくと
形成されない。 
 
(4)タンパク質複合体解析による基礎研究： 
 本研究では、染色体異常の仕組みをより深
く理解するために、主に、DNA 損傷応答に関
するタンパク質複合体解析を行った。興味の
あるタンパク質に Flag－HA タグをつけたも
のを HeLa 細胞に発現させ、複合体を精製し
て、TOF-MS を用いて複合体中のタンパク質を
同定した。そして、これらのデータをもとに、
分子生物学的な基礎研究を展開し、一部成果
がまとまった。 

 癌細胞ではピルビン酸キナーゼ M2（PKM2）
が高発現しており、核内で転写の補助因子と
なっていることが知られていたがその詳細
なメカニズムはよくわかっていなかった。
我々は、転写因子 AhR の複合体中に PKM2 と
ピルビン酸デヒドロゲナーゼが存在するこ
とを見出し、様々な生化学的検討を行った結
果、以下のモデルを構築するに至った（図４）。
すなわち、PKM2 とピルビン酸デヒドロゲナー
ゼは転写因子AhRと転写の局所において複合
体を作り、そこで局所的にアセチル補酵素 A
を合成し、ヒストンアセチル化を容易にする
ことで転写を活性化するというものである。
本研究の成果は、染色体代謝における PKM2
の重要性を明らかにし、癌細胞における PKM2
の役割について重要な知見を与えるもので
ある。（発表論文②） 

図４ PKM2が転写の補助因子として働くメカニズ
ム：PKM2 は転写の局所でピルビン酸を合成し、ピ
ルビン酸デヒドロゲナーゼ（PDC）はピルビン酸か
らアセチル補酵素 A を合成する。アセチル補酵素
Aはアセチル化酵素 p300 により、ヒストンをアセ
チルするために使用される。ヒストンがアセチル
化されるとクロマチンが開き、転写装置のアクセ
スが容易になり転写が活性化する。 
 
 また、分担者の井倉が中心となって、DNA
損傷応答に関与する、ヒストン H2AX、TIP60、
NBS1、PARP1 などのタンパク質複合体解析を
行い、DNA 損傷領域におけるヒストン H2AX の
ダイナミックなターンオーバーにこれらの
因子が重要であることを明らかにした。これ
らの知見は、今後の新しい遺伝毒性試験の開
発に役立つものである。（発表論文①⑥） 
 
 また、分担者の足立は高度なプロテオーム
技術の開発をすすめ、クロマチンタンパク質
の一斉分析法や、効率的なリン酸化プロテオ
ーム解析方法などを開発した。（発表論文⑩） 
 
(5)まとめ 
 以上の研究成果をまとめると、当初の目的
のうち、DNA アダクトームの改良と、SMRT 突
然変異検出法の開発については達成した。ま
た、染色体異常を引き起こす化学物質のDNA
以外のターゲットを調べる方法については、
DNA 損傷応答の評価系を作ることで一部達
成した。また、タンパク質複合体解析や新し
いプロテオーム技術を用いて、染色体代謝に
関する重要な基礎的知見を得ることもでき
た。しかし、染色体異常の重要なターゲット
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は DNA 損傷応答以外にもあり、今後、さら
に研究を進める必要がある。 
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