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研究成果の概要： 
環境汚染物質と太陽光（紫外線）の複合作用後の皮膚培養細胞中のヒストン修飾変化について

検討した。その結果、環境汚染物質への光照射により、光酸化物質が産生し、それがヒストン

H2AX およびヒストン H3 のリン酸化を引き起こすことを明らかにした。また、光酸化物質が

アポトーシスを阻害し細胞をがん化させることを示した。ヒストン H3 のリン酸化は発がんに

関与していることが報告されていることから、本成果は環境汚染物質への太陽光照射が、ヒス

トンの修飾変化をもたらす発がん性物質を生成しうることを示唆したものである。 
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１．研究開始当初の背景 

近年、皮膚がんの増加が多数報告されてい

る。WHO(World Health Organization)によれ

ば、世界で年間 132000 人が悪性黒色腫を発

症し、66000人が皮膚がんでなくなっている。

悪性黒色腫はノルウェーやスウェーデンな

どの北欧において過去 45 年で 3 倍、米国に

おいて 30年で 2 倍の上昇が報告されている。

これら皮膚がんの増加は、寿命の延長や、近

年のライフスタイルの変化ならびに、オゾン

層破壊による有害紫外線量の増加の寄与す

るところが大きいと考えられている。一方、

これら皮膚がんの増加は、先進国、都市部で

多く見られるという報告がある。ライフスタ

イルの変化が原因と考えれば、先進国、都市

部で多く見られるのはもっともであるが、

我々は、その原因の一つには環境汚染が関与

していると考えている。特に、環境汚染物質

と太陽光の複合作用は、皮膚細胞の遺伝子損

傷などを引き起こす、つまり発がん要因であ
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るということが、ここ数年我々が見出した知

見により明らかになっている。 

エピジェネティック変化、中でも核内クロ

マチンの構造変化は特定の遺伝子群の誘導

もしくは抑制を引き起こし、細胞の増殖、分

化、死に関わっていることが最近になって明

らかになりその研究は世界的に加速してい

る。その代表的なものにヒストン修飾があり、

中でも遺伝子の転写、発現に関係しているヒ

ストンアセチル化が最もよく研究されてい

る。また、ヒストンのアセチル化はヒストン

のリン酸化と相互に作用していることも報

告されている。環境化学物質によるヒストン

修飾の変化についてはこれまで報告は少な

い。 

 

２．研究の目的 

本研究では、環境汚染物質と太陽光（紫外

線）の複合作用による発がん誘導の可能性の

有無を、培養皮膚細胞を用いてヒストン修飾

という観点から検討した。 

環境汚染物質と太陽光の複合作用は大き

く 2 種に分けられる。一つは太陽光により酸

化分解された化学物質の作用、もう一つは、

両者が同時に又はそれぞれ作用した場合の

作用である。我々は、両方に視点をおいて研

究を進めているが、本報告書では紙面の都合

上、前者の光分解物の影響に焦点を絞って報

告する。特に今回は代表的な発がん物質であ

る benzo[a]pyrene(BaP)の光酸化物とそれに

よるヒストン修飾、および発がんへの関与に

ついて報告する。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞培養 

 CHO-K1, A549細胞は理研細胞バンクより購

入した。10%FBS を含む F12 および DMEM 培地

で培養し、対数増殖期の細胞を実験に使用し

た。また、NIH3T3 細胞は 10%CS を含む DMEM

培地で培養した。 

 

(2) 光照射 BaP の調製 

BaP に擬似太陽光を照射した。使用した擬

似太陽光スペクトルを図 1に示す。アセトン

とメタノール混合溶液(8:3)に溶解した BaP

を石英管に入れ、25℃において擬似太陽光照

射後、エバポレートし、最終濃度 13.2mM に

なるように DMSO に溶解、一定濃度に希釈後

各細胞に作用させた。以後、擬似太陽光照射

した BaPを LBaP(light-irradiated BaP)と記

述する。 

 

(3) ヒストン H2AX のリン酸化の検出 

ヒストン H2AX のリン酸化は免疫染色法お

よびウエスタンブロティング法により行っ

た 。 検 出 一 次 抗 体 に は 、

anti-phospho-histone H2AX (ser139) 

(Upstate)を使用した。 

 

(4) ヒストン H3のリン酸化の検出 

ヒストン H3 のリン酸化はウエスタンブロ

ティング法により行った。検出一次抗体には、

anti-phospho-histone H3 (ser10) (Upstate)

を使用した。 

 

(5) LBaPによるアポトーシスの阻害および細

胞のがん化 

血清除去および付着除去によりアポトー

シスを誘導した NIH3T3細胞に LBaP を 2時間

作用させ、洗浄後 24 時間の生存率を測定し

た。生存率は、fluoresceine diacetate の

代謝を指標にフローサイトメーターにて測

定した。また、LBaP作用させ生存した NIH3T3

細胞を軟寒天培地中に撒き、足場非依存的増

殖を測定した。 

 

４．研究成果 

(1) LBaPによるヒストン H2AXのリン酸化 

 ヒストン H2AX のリン酸化は DNA 二本鎖切

断(DSBs)に伴い誘導されることが知られて

いる。また、DNA アダクトが存在する場合に

も、DNA の複製過程に生成することが報告さ

れている。48 時間擬似太陽光照射した LBaP

（̃200M）作用後のヒストン H2AX のリン酸

化の免疫染色像を図 2 に示す。LBaP作用によ

り、細胞核内にヒストン H2AX のリン酸化フ

ォーカスが認められた。フォーカスが認めら

れる細胞をヒストン H2AX リン酸化ポジティ

ブ細胞としてカウントすると、図 2下のグラ

フに示すように、非常に短時間に、濃度依存

的にリン酸化されることが明らかになった。

さらにウエスタンブロティングにおいても

同様の結果が得られた（データ示さず）。 
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図１ 擬 似太 陽光 の波 長 スペクトル



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LBaP 作用により DSBs が急速に生成すること

が示され、LBaP が直接的に DSBs を誘導する

ことが予想された。 

また、この H2AX リン酸化は、LBaP からの

活性酸素種の産生が原因であった。図３に示

すように、抗酸化剤である N-acetylcysteine 

(NAC)により、H2AX のリン酸化は有意に抑制

された。よって、LBaPからの活性酸素種の生

成が DSBs を引き起こしたと考えられた。し

かしながら、NAC 作用時に H2AXのリン酸化が

完全にはなくなっていないことから、一部は

LBaP が DNA にアダクトし、複製の際生成す

る DSBs である可能性が考えられた。DSBs は

遺伝子の不安定性を起こし、発がんに関連す

る DNA損傷である。BaPでは、ヒストン H2AX

の誘導は認められなかったことから、BaP は

光照射を受け、最も重篤な DNA損傷を誘発し

うる化学物質に変化していることが明らか

になり、化学物質への光照射を考慮する重要

性が示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) LBaPによるヒストン H3 のリン酸化 

ヒストン H3(ser10)のリン酸化はプロモー

ション活性を担う proto-oncogene である

c-fosや c-junの誘導に関連している。48時

間擬似太陽光照射した LBaP(200M)作用によ

るヒストン H3のリン酸化を検討した（図４）。

LBaP作用後、1.5̃2時間においてヒストン H3

のリン酸化が誘導された。また、このリン酸

化は、LBaP濃度依存的に上昇した（データ示

さず）。前述したヒストン H2AXのリン酸化は

LBaP からの活性酸素種の生成に起因してい

たが、ヒストン H3 のリン酸化については活

性酸素種の産生が起因ではないことが、NAC

を作用させてもその誘導に変化を与えない

ことから示された（データ示さず）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

一方、mitogen-activated protein kinases 

(MAPK)の阻害剤である、U0126(ERK 阻害剤)、

SB203580(p38 阻害剤)を作用させたところ、

U0126 により明らかな誘導の阻害が認められ

たことから、LBaP によるヒストン H3 リン酸

化は MAPK、なかでも ERK経路を経て誘導され

ることが示唆された（図 5）。 
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図２ LBaPによるヒストンH2AXのリン酸化
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図３ H2AXリン酸化における
活性酸素種の関与

図４ LBaP作用後のヒストンH3(Ser10)
のリン酸化

図5 MAPKを介したLBaPによる
ヒストンH3(Ser10)のリン酸化
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ヒストン H3(ser10)のリン酸化は、ヒスト

ン H3(Lys9)、 ヒストン H3(Lys14)のアセチ

ル化と相互に作用していることが報告され

ているので、現在、ヒストン H3(ser10)のリ

ン酸に伴うアセチル化についても検討中で

ある。 

 

(3)  LBaPによるアポトーシス阻害とがん化 

LBaP が DSBs を誘導すること、細胞増殖、

がん化に関連する遺伝子の発現に関与して

いるヒストン H3(ser10)をリン酸化すること

を明らかにし、光照射された BaP の発がんへ

の関与が推察された。そこで、LBaPが本当に

発がん性を有しているのかを検討した。その

結果、ヒストン修飾変化との相関は明らかで

はないが、LBaPがアポトーシス誘導を阻害し、

細胞をがん化させることを見出した。 

図 6 に示すように、LBaPは血清除去、付着

除去によるアポトーシスを濃度依存的に阻

害した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

アポトーシスは変異した細胞を除去するた

めの重要な機構である。抗アポトーシス分子

である Bcl-2 の高発現等によるアポトーシス

の阻害は、発がんに繋がることが数多く報告

されている。LBaP作用によりアポトーシスを

逃れた細胞と正常の NIH3T3 細胞を軟寒天培

地中に撒いたところ、アポトーシスを逃れた

細胞において高いコロニー形成率が認めら

れた（図 7）。この結果は、LBaP によるアポ

トーシスの阻害が、正常の細胞を足場非依存

的な増殖を起こすことができる細胞（がん化

した細胞）に変異させる可能性を示唆してい

た。 

さらにデータは示さないが、低血清培地中

での増殖率の亢進が認められ、ヌードマウス

への移植実験においても高い腫瘍形成能を

示したことから、LBaP作用により細胞ががん

化することが確認された。前述したように

LBaP は DNA損傷を誘導するので、アポトーシ

ス阻害効果は DNA損傷を有した細胞を生存さ

せることになり、細胞ががん化し易くなると

考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4) まとめ 

これまで、BaP 等の多環芳香族炭化水素は

代表的な発がん性物質とされ、その発がんメ

カニズムは代謝体による DNA付加体形成と考

えられてきた。本研究結果は、太陽光は BaP

を修飾、酸化することにより、より高い毒性、

発がん性を有する化合物に変化させること、

ヒストンの修飾変化、アポトーシスの阻害な

ど、DNA 付加体形成とは別のがん化を亢進す

る機構があることを示した。 

 

(5) その他の研究成果 

本報告書では、BaPの光照射物である LBaPの

発がん性やヒストン修飾変化について検討

した結果を記載した。本研究では、BaP 以外

にも幾つかの環境汚染物質を使用して、太陽

光照射によるヒストン修飾変化を検討した。

幾つかの化学物質が光を照射することによ

り、前述したヒストン H2AX や H3 のリン酸化

を誘導する化学物質に変化していることが

明らかになった。また、今回は示すことがで

きなかったが、光と化学物質を同時に作用さ

せた場合にも同様のヒストン修飾変化が認

図6 LBaPによるアポトーシスの阻害
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図7 LBaP作用により生存した

細胞の足場非依存的増殖
a: 通常のNIH3T3細胞
b: 25M LBaPによりアポトーシスを逃れた細胞
c: 40M LBaPによりアポトーシスを逃れた細胞



 

 

められた。 

 

以上本研究において、光の存在下、環境汚

染物質は酸化分解され DSBs のような重篤な

DNA 損傷を誘導しうる化学物質に変化する場

合があることを明らかにした。また、発がん

に関連しているヒストンの修飾を誘導する

ことを明らかにした。今後、様々な化学物質

の複合作用や、様々なヒストン修飾変化を検

証し、光と汚染物質の複合作用と発がんの関

連を明らかにするとともに、光および汚染物

質作用後 in vivoにおけるヒストン修飾変化

を検討予定である。 
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