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研究成果の概要（和文）：界面活性剤が、細胞骨格アクチンからDeoxyribonuclease I (DNase I)をリリース
し、核内に移行させ、DNAを切断することを見出し、この現象を化学物質曝露によるクロマチン構造変化の評価
へ応用することを試みた。最適な側鎖長を有する界面活性剤の使用により、効果的にアクチンからDNaseIを遊離
させ、弛緩したクロマチンDNAが切断された。厳密な濃度制御によりヒストンH2AXのリン酸化を指標にクロマチ
ン構造変化の評価ができる可能性が示された。また、熱も同様のメカニズムでDNAを切断する可能性が示され、
今後の検討により、界面活性剤よりも効果的な方法を構築できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We found that some kinds of surfactants like nonylphenol polyethoxylates and
 linear  alkylbenzene sulfonates induced phosphorylation of histone H2AX (γ-H2AX ) via release of 
free deoxyribonuclease I (DNase I) with filamentous actin disruption. DNase I was translocated from 
the cytosol to the nucleus of cells after treatment with surfactants, and generated DNA strand 
breaks. The surfactant-induced generation of γ-H2AX increased relative to the acetylation caused by
 the treatment with histone deacetylase inhibitor, suggesting that the change of chromatin structure
 induced by environmental chemicals might be detectable by surfactant-induced γ-H2AX. On the other 
hand, we also found that heat stress induced similar release of DNase I and generation of γ-H2AX. 
This might be useful to establish the evaluation method for chromatin structure.
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１．研究開始当初の背景 
環境中には膨大な数の化学物質が存在し、
我々は日常的にそれらの化学物質に曝露さ
れている。化学物質の曝露は多様なエピジェ
ネティックな変異を誘発し、遺伝子発現を攪
乱する可能性があるとされる。世代を超えて
継続する安定性と、環境に応じて変化しうる
可塑性の両方を兼ね備えたエピジェネティ
ック変異の性格は、化学物質の経世代影響、
低濃度長期間曝露影響において、新しい角度
からの重要なリスク評価対象となるが、これ
まで化学物質曝露によるエピジェネティッ
クな変異の解析はほとんどなされていない。
それというのも、化学物質毎に影響を与える
エピジェネティック変異が異なり、例えばヒ
ストン修飾においては、ヒストン修飾の種類、
修飾部位が多様であり、膨大な数が存在する
化学物質では解析が困難であるためである。
また、ジェネティックな異常を引き起こす化
学物質（ミュータジェン）と比較して、エピ
ジェネティックな異常を引き起こす化学物
質（エピミュータジェン）として知られてい
るものが圧倒的に少ないのも、効率の良い、
簡便な検出系がほとんどないためである。 

 
２．研究の目的 
 我々は、一定以上の長さのアルキル側鎖を
有する界面活性剤が、細胞骨格アクチンから
Deoxyribonuclease I (DNase I)をリリース
し、核内に移行させ、DNA を切断することを
見出したことから、この現象をクロマチン構
造変化のスクリーニングに応用することを
思いついた。DNase I は弛緩した DNA クロマ
チン部位を積極的に切断するため、濃度にも
よるがその切断量はクロマチン構造に依存
する。クロマチン構造は遺伝子の転写や DNA
損傷修復などを制御しており、化学物質曝露
はそれを変化させると考えられる。本研究で
は、界面活性剤を使って、生きた細胞核内へ
の DNase I の移行を制御し、DNAを切断させ、
その切断量から化学物質曝露によるクロマ
チン構造変化を評価する新しい系を構築す
ることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
ヒト培養細胞株（A549 肺上皮細胞、MCF7
ヒト乳がん細胞）に界面活性剤作用を行い、
一定時間で培養した後、Western blotting お
よび免疫染色法により、-H2AX 誘導変化を解
析した。また、DNase I の核移行、actin 変
化を免疫染色法、遠心法分画後の Western 
blotting により解析した。 
実験を進めるうちに、熱作用が界面活性剤
と同様に DNase I を遊離することが考えられ
た。熱作用後の DNA 損傷も-H2AX 誘導を指標
に検討した。熱は 40～52℃を 1時間以内で作
用した。 
 
Western blotting：-H2AX の解析は次の様に
行った。細胞を回収後、ヒストン（核画分）
を抽出、15% ゲルで SDS-PAGE を行い、PVDF
膜 に 転 写した。一次抗体は、 Rabbit 
anti-phospho-histone H2AX (Ser139) IgG 
(Merck Millipore Co.) を用いた。二次抗体
を反応後、ECL+ (Thermo Fisher Scientific, 
MA, USA)を用いて検出した。DNase I の核移
行は、高張液により核画分と細胞質画分を分
離後、DNase Iならびにアクチン抗体を使い、
Western blotting により解析した。 
 
免疫蛍光染色法： 35mm ガラス底ディッシュ
に細胞を播種し、培養後、各種界面活性剤、
化学物質等を作用した。6%ホルマリンで固定、
2% Triton X-100 で透過処理した。一次抗体
に  Mouse anti-phospho-histone H2AX 
(Ser139) IgG, (Merck Millipore Co.) 、
Rabbit anti-DNase I polyclonal IgG を使用
した。アクチンは、 Anti-stain TM555 
fluoresceine phalloidin (Cytoskelton 
Inc.)で染色し、蛍光顕微鏡 (IX70, Olympus 
Co., Japan)で撮影を行った。 
 
４．研究成果 
（１）界面活性剤による-H2AX 誘導とクロマ
チン構造評価への応用 
各種界面活性剤によるDNA損傷を-H2AX誘



導を指標に検討した。非イオン界面活性剤で
ある Nonylphenol polyethoxylate、Tween 20, 
Triton X-100, Nonidet P-40、陰イオン界面
活 性 剤 で あ る Linear alkylbenzene 
sulfonate (LAS)により、-H2AX が検出され
た。本報告書では、LAS の結果を中心に説明
する。Fig. 1 に側鎖長の異なる LAS を作用後
の-H2AX の誘導パターンを示す。側鎖 13 以
上のLASで有意な-H2AXの誘導が認められた。
この-H2AX の誘導は、DNA 二本鎖切断が起因
になっていることがパルスフィールドゲル
電気泳動法により確認された（データ示さ

ず）。 
一方、LAS を作用した際、LAS の側鎖依存
的にアクチンが崩壊し、核画分に DNase I が
移行していた（Fig. 2）。また、LAS 作用時に、
DNase I の阻害剤である EGTA や ZnCl2を作用
させると-H2AX の誘導が阻害された（データ
示さず）。よって、LAS 作用時、アクチンと結
合している DNase I が遊離し、DNA を切断し
ている可能性が考えられた。実際に免疫染色
法で LAS 作用時の DNase I の挙動を確認した
場合にも、DNase I の核移行、-H2AX の誘導、
アクチンの崩壊が観察された（Fig. 3）。以
上の結果から、界面活性剤を使用することに
より、アクチンから DNaseI を遊離させ、弛
緩したクロマチンを切断することが可能で
あることが考えられクロマチン構造変化の
評価に使用できる可能性が示された。 
そこで、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤
を用いて、クロマチン構造を弛緩させた状態
にし、その際、界面活性剤を作用させ、通常
状態との-H2AX 誘導の差を検討した（Fig. 4）。
その結果、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤
である sodium butyrate を作用させると、LAS
による-H2AX 誘導が亢進することが示され
た。 
また、今回は LAS の結果を示したが、側鎖
長の異なる NPEO でも同様の結果が確認され
た。NPEO では側鎖長が 10～15 において作用
後-H2AX の誘導が効果的に認められ、アクチ
ンの崩壊、DNase I の遊離が確認された。 
以上の結果より、界面活性剤によるDNase I
遊離によるDNA切断の検出という新しい考え
方により、クロマチン構造の状態を評価でき
る可能性が考えられた。一方、様々な界面活
性剤を使用して検討するうちに、界面活性剤
作用濃度が厳密でなければならず、作業者に
より-H2AX 誘導に差ができることが明らか
になった。本法をクロマチン構造の状態を評
価する方法として用いる場合、誰が作業して
も同じ結果が得られなければ評価系として
は適さない。そこで、同様の原理でアクチン



から DNase I を遊離できる方法を模索した結
果、熱作用がアクチンから DNase I を遊離さ
せるのではないかと考えた。 
 
(2) 熱ストレスによる-H2AX 誘導 
培養細胞に熱ストレス（40, 42, 45, 48、
52℃）を 1時間かけ、さらに 1時間培養後に
おける-H2AX 誘導パターンを Figure 5 に示
す。2 種の細胞どちらにおいても、45～48℃
において、顕著な-H2AX 誘導が認められた。
その誘導は 5 mM の H2O2作用時と同程度であ
った。また、データは示さないが、この-H2AX
誘導は、界面活性剤と同様に、DNase I の阻
害剤であるEGTAやZnCl2により阻害されたこ
とから、界面活性剤と同じように、熱により
アクチンからの遊離が引き起こされ、核移行
して DNA 損傷を引き起こし、-H2AX が誘導さ

れたことが予想された。熱ストレスの曝露は、
界面活性剤のような精密な濃度制御、時間な
どが要求されないため、誰が行っても同じ損
傷を誘導できる評価系構築の方法として適
していると考えられる。よって、今後、熱ス
トレスを利用して、クロマチン構造の評価に
利用できないかどうかを検討していく予定
である。 
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