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１．研究計画の概要 
（１）研究の目的：ＤＮＡ二重鎖切断はかっ
て電離放射線照射により誘発される特殊な
DNA 損傷と思われていた。しかし、
ATM/ATRキナーゼによるリン酸化を受ける
ヒストン H2AX のリン酸化抗体を用いた最
新技術では、従来の生化学的方法の数百倍—
数千倍の感度増加により、細胞内に発生した
わずかな DNA 二重鎖切断も検出可能になっ
た。この結果、紫外線や DNA 鎖架橋剤など
の環境変異原も DNA 二重鎖切断を誘発する
ことが我々や他の研究者により次第に明ら
かとなった。そこで、本研究は各種の環境変
異原による DNA 二重鎖切断発生の検証と防
御機構の破綻によるゲノム不安定性、その解
析結果を変異原性の検出と予防に資するこ
とを目的とする。 
 
（２）研究の方法：①生理学的濃度の電離放
射線、紫外線(UVC, UVA)、多環芳香族化合
物（１－ニトロピレン、１．８－ジニトロピレ
ン、ベンゾ「ａ」ピレン、３－ニトロベンズ
アントロン、４－アミノビフェニル）トポイ
ソメレース阻害剤（ゲニステン、エトポシド）、
DNA 架橋剤（ソラーレン、マイトマイシン
Ｃ）、アスベスト（クリソタイル）等で処理
後、細胞周期依存性を確認するために H2AX
リン酸化抗体を用いて免疫染色を行った。ま
た、BrdU との二重染色を行う。②環境変異
原処理後の損傷乗り越え合成を酵素 Pol eta
のフォーカス形成能および本研究で開発さ
れた損傷乗り越え合成アッセイ系を用いて
測定する。また、ゲノム DNA シークエンス
による遺伝子突然変異の性質を検討する。③

環境変異原処理後の SMC1 経由チェックポ
イントを検討する。④ヒストンH2AXやH2B
の化学的修飾と相同組み換え能との関係を
検討する。 
 
２．研究の進捗状況 
（１）我々が調べた（紫外線 UVA を除く）
全ての環境変異原で H2AX リン酸化が起こ
り、しかも DNA 複製期に特異的に発生した。
また、DNA 二重鎖切断の蛋白 NBS1 と共局在
した。この結果から環境変異原の指標とし
ての H2AX リン酸化の有効性が示された。 
（２）ソラーレンの DNA への結合は UVA 照
射により促進されるので、複合的汚染によ
る DNA 損傷の増加の可能性が示された。 
（３）紫外線に加えて DNA 鎖架橋剤や多環
芳香族化合物も損傷乗り越え DNA 合成を誘
導すること、その結果としてトランスバー
ジョン変異を高率に誘導する事が明らかと
なった。 
（４）環境変異原処理によるゲノム不安定
性の誘導機構には損傷乗り越え DNA 合成、
チェックポイント制御や細胞核外で起こる
中心体数の異常などの複数経路が原因とな
ることがわかった。また、これらにはいず
れも、DNA 二重鎖切断蛋白 NBS1 が関与して
おり、NBS1 欠失が細胞に高感受性をもたら
すことが判明した。 
（５）DNA 複製時に重要とされる相同組み
換え修復にヒストン H2B の化学修飾が必須
であること、そして H2AX のリン酸化が相同
組み換え蛋白の損傷部位への集結を促進す
る事が示された。 
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３．現在までの達成度 
当初の目的に向けて順調に研究が進展して
おり、予定どおりの成果が見込まれる。 
（理由） 
 本研究で対象とした顕著な変異原性が
報告されている全ての物質・放射線でヒ
ストン H2AXのリン酸化が観測され、環
境変異原性の新たな生物学的指標の確立
が期待される。また、これらの処理に対
する高感受性細胞株の樹立にも成功して、
高感度検出系開発への道筋が開けた。そ
の一方で、ゲノム不安定化の誘導経路が
予想以上に複雑であることが判明した。
しかし、その結果、現在まで不明であっ
た相同組換えに於ける高等真核生物のク
ロマチン・リモデリングに必要な H2Bユ
ビキチン化や損傷乗り越え合成開始とな
る PCNA ユビキチン化の制御機構など
の革新的な学術的知見が得られており、
当初目的を予定通り完了出来る見通しで
ある。 
 
４．今後の研究の推進方策 
環境変異原により H2AX が網羅的にリン
酸化受けることが示されたので、変異原検
出への有用性を検討する予定である。下図
に示したように環境変異原によるゲノム不
安定化は予想以上に複雑な経路で起こるこ
とが分かったので、それぞれについて解析
を進める。特に H2AXリン酸化の生物学的
な意義や損傷乗り越え合成と相同組換えの
関係を明らかにする予定である。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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