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研究成果の概要（和文）：多くの有害環境化学物質の毒性への関与が報告されている酸化ストレスに着目し、酸化スト
レスとDNAメチル化変化との関連について探索した。メチル欠乏食を投与したマウス肝臓では、酸化ストレス誘導性遺
伝子の発現や酸化的DNA損傷増加から酸化ストレス誘導が示され、また5meC量の低下が検出された。そのメチル化低下
の主要な機序として、最近明らかにされた能動的DNA脱メチル化経路で働く脱メチル化酵素や塩基除去修復酵素の誘導
による能動的脱メチル化経路の活性化という新規の機序が示唆された。またgpt deltaマウスを用いた研究で、無機ヒ
素が酸化的DNA損傷誘導性の変異を増加させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Oxidative stress is implicated in the toxic effects of various environmental chemi
cals. This study aimed to explore the linkage between oxidative stress and DNA methylation changes. Feedin
g a methyl-deficient diet induced oxidative stress-responsive genes and DNA damage in the mouse liver, ind
icating induction of oxidative stress. The methyl-deficient diet also reduced DNA methylation. As a promis
ing causation of the lowered DNA methylation, the results of this study indicated the induction of genes i
nvolved in the active DNA demethylation pathways, suggesting induction of the active DNA demethylation by 
oxidative stress. We also clarified in the gpt delta transgenic mice that arsenite induces G:C to T:A tran
sversions and the mutation is suggested to be caused through oxidative-stress-induced 8-OHdG formation. Th
is is the first report on in vivo mutagenecity of arsenic in vivo.
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１．研究開始当初の背景 
 
環境中に存在する化学物質の作用機序と

して、エピジェネティック作用が大きな関心
を集めている。近年では、各種化学物質がエ
ピジェネティック作用をもつことを示唆す
る報告が増加している。一方で、各種化学物
質のエピジェネティック作用に関しては、解
析法が不十分であったり、研究ごとに異なる
結果が得られるなど、統一的な結論に至って
いない例が多い。各種化学物質のエピジェネ
ティック作用を理解するためには、化学物質
がいかにエピジェネティック変化を誘導す
るかという具体的な機序を明らかにするこ
とが必要と考えられるが、現在十分な知見が
得られていない。 

 
２．研究の目的 
 
多くの有害環境化学物質の毒性発現にお

いて、酸化ストレスの関与が示唆されている。
酸化ストレスによって DNA 損傷がおこると
DNA 修復酵素群が損傷部位にリクルートさ
れる。また、酸化ストレスは各種の転写因
子・核内受容体を活性化する。 
本研究では、「化学物質による酸化ストレ

ス誘導を発端として、DNA 修復酵素群や転
写因子・核内受容体が DNA 周辺でエピジェ
ネティクス関連因子と相互作用し、エピジェ
ネティック変化を誘導する」という仮説を設
定し、分子機序を検討する。また、化学物質
が誘導する酸化ストレスや DNA 損傷、エピ
ジェネティック変化の性差に関しても検討
を行う。 

 
３．研究の方法 
 
１）マウスへの無機ヒ素またはメチル欠乏食
投与実験： 

C57BL/6 マウス肝臓に酸化ストレスを誘
導することが報告されている無機ヒ素（亜ヒ
酸ナトリウム 50 ppm）またはメチル欠乏食
を 1 または 3 週間投与し、肝臓の酸化ストレ
ス誘導性遺伝子発現、酸化的 DNA 損傷、グ
ローバル DNA メチル化変化  (5-methyl 
cytosine (5meC)量)、DNA メチル基転移酵素
(Dnmts)・脱メチル化酵素(Tet family)・DNA
損傷修復酵素などの遺伝子発現、転写因子
Nrf2 の関係を検討した。 
遺伝子発現は real-time PCR 法、酸化的

DNA 損傷である 8-OHdG は HPLC-ECD 法
で検討した。5meC 量は安定同位体ラベルし
たサロゲートを合成して内部標準とし、
LC/ESI-MS 法で精密測定した。Nrf2 の活性
化は肝臓組織より核画分と細胞質を分離し、
核への局在をWestern blotting法によって検
討した。 
 
２）gpt delta マウスを用いた突然変異とDNA
メチル化変化の関連解析： 

in vivo突然変異解析が容易に行えるgpt 
delta トランスジェニックマウスに無機ヒ素
を投与し、肝臓での点突然変異の頻度および
変異パターンの解析を行った。またgpt遺伝子
のCpGサイトのシトシンメチル化をBisulfite
シークエンス法によって測定した。 
 
４．研究成果 
 
１）酸化ストレスが DNA メチル化変化を誘
導する機序 
 
①マウス肝臓における酸化ストレス、酸化的
DNA 損傷、DNA メチル化の解析と、DNA
メチル化誘導の機序 
 
メチル欠乏食を投与した雄マウスの肝臓

では、酸化ストレス誘導性遺伝子の大きな誘
導と、酸化的 DNA 損傷である 8-OHdG の増
加が検出され、酸化ストレスが強く誘導され
ることが示された。一方、ヒ素ではこれらの
変化が検出されなかったことから、以降の実
験は主としてメチル欠乏食投与マウスで行
った。 

5meC 量の LC/ESI-MS 法による精密測定
の結果、メチル欠乏食によって程度は大きく
はないものの 5meC の低下が検出された。
DNA メチル化を担当する Dnmt 酵素につい
ては、メチル欠乏食によって Dnmt1 と
Dnmt3a の発現はむしろ増加していたが、最
近能動的 DNA 脱メチル化経路で働くことが
明らかにされたTet2, Tet3の発現増加が検出
された。また酸化的 DNA 損傷の修復に関与
し、やはり能動的 DNA 脱メチル化に関与す
ることが明らかにされた塩基除去修復酵素
Tdg, Ape1 が有意に増加することをみいだし
た。 
以上の結果から、メチル欠乏食が酸化スト

レスの誘導を介して、能動的脱メチル化経路
を活性化して DNA メチル化を低下させると
いう新規の機序が示唆された。 
 
②酸化的損傷塩基の DNA 低メチル化への関
与の検討 
 
 CG 配列の G の酸化的損傷により生成した
8OHdG が、Dnmt3a の結合を阻害し隣接す
る C のメチル化を阻害することが in vitro の
研究で報告されている。そこでマウス肝臓の
5meC と 8OHdG 含量の精密分析の結果を解
析した。 
その結果、メチル欠乏食群では対照群と比

較して 8OHdG がグアニン 107塩基あたり 2
塩基多いのに対して5meCの低下はシトシン
103 塩基あたり 2 塩基で、5meC の変化量は
8OHdG の変化量の約１万倍であった。 
この結果から、5meC の減少に対する

8OHdG の生成を介した Dnmt3a の結合阻害
の寄与は大きくないことが示唆された。 

 



③メチル欠乏食による DNA メチル化変化の
性差 

 
メチル欠乏食を投与した雌マウスの肝臓

では、グローバル DNA メチル化低下と DNA
損傷修復酵素の誘導の程度が雄と比較して
弱いことが観察された。このことから、雌で
は能動的脱メチル化経路の活性化が弱いこ
とが雌の DNA メチル化低下耐性に関与する
可能性が考えられた。 

 
④メチル欠乏食による Nrf2 の活性化 

 
Nrf2 は酸化ストレスに反応して活性化し、

核移行して各種遺伝子の転写を誘導する転
写因子である。メチル欠乏食を投与した雄の
肝臓では、Nrf2 の核での増加が認められ、メ
チル欠乏食投与による酸化ストレスが Nrf2
を活性化すると考えられた。 
メチル欠乏食で発現増加した Tet3 のプロ

モーター領域には Nrf2 結合配列が存在し、
Nrf2 による Tet の直接的な制御の可能性も
示唆された。 

 
２）gpt delta マウスを用いた突然変異と DNA
メチル化変化の関連解析 
 
①突然変異の検出 
 

gpt delta マウスを用いて無機ヒ素の突然
変異誘導能を検討した結果、全変異について
の誘導頻度は高くないものの、酸化的 DNA
損 傷 に 伴 っ て 現 れ る 変 異 (GC to TA 
transversion)が対照群の肝臓と比較して 10
倍以上増加することが明らかとなった（表
１）。 
この実験系によってヒ素による酸化的

DNA 損傷を高感度に検出できることが示唆
された。また、ヒ素は発癌性を示すが、変異
原性についてはこれまで細菌や哺乳類細胞
での in vitro 試験が行われているのみで、変
異原性はない、またはごく弱いと考えられて
いた。本研究の結果から、ヒ素による酸化的
DNA 損傷を介した突然変異の増加が発癌に
関与する可能性が明らかとなった。 

 
②gpt 遺伝子のメチル化解析 
 
上述のようにgpt遺伝子内に無機ヒ素投与

で突然変異が誘導される配列がみつかった
が、gpt 遺伝子内の CpG はほぼメチル化さ
れていた。このため変異と DNA メチル化
の間に関係はみいだせなかった。 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
以上の結果から、酸化ストレスが Tet およ

び Tdg を含む能動的脱メチル化経路を活性
化し、DNA メチル化低下を誘導するという
新規の機序が示唆された。多くの化学物質の
毒性発現に酸化ストレスが関与することが
示唆されており、本研究でみいだされた酸化
ストレスと能動的脱メチル化の関連は、多く
の化学物質のエピジェネティック作用の機
序となることが示唆された。 
また無機ヒ素の作用として、酸化的 DNA

損傷を介した突然変異を誘導することを in 
vivo 実験系で明らかにするという成果が得
られた。 
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塩基置換       

Transition       

G:C→A:T  12 67   5 18  
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Transversion       
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G:C→C:G  2 11   0 0  

A:T→T:A  0 0   1 4  

A:T→C:G  0 0   2 7  
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