
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５３０１

基盤研究(C)

2014～2011

近紫外光（ＵＶＡ）によるＤＮＡ傷害とそのシグナル伝達経路の解明

DNA damage induced by near ultraviolet (UVA) and signal transduction

８０１１６４９１研究者番号：

根岸　友恵（NEGISHI, Tomoe）

岡山大学・医歯（薬）学総合研究科・准教授

研究期間：

２３５１００６３

平成 年 月 日現在２７   ６ １７

円     4,300,000

研究成果の概要（和文）：　本研究は近紫外光（UVA）の生物影響を明らかにすることを目的に行った。LEDを利用した
高エネルギーの365 nm光（365 nm-LED）を用いて、どのようなDNA傷害が誘導されるか、それはどのような機構で認識
されアポトーシスや変異などの細胞毒性につながるのかを調べるために、モデル生物としてショウジョウバエを用いて
、365 nm-LED光の毒性や変異原性を、310 nm-UVB光と比較した。その結果、UVAによって、UVBとは異なる、尿酸で防御
されるような酸化傷害が関与するDNA二本鎖切断が誘導され、DNA傷害認識因子ATRによって認識されている可能性が示
された。

研究成果の概要（英文）：We have investigated the involvement of UVA in mutations and DNA damage in 
somatic cells using Drosophila melanogaster larvae. 365-nm-LED (a high-dose-rate UVA source) was 
mutagenic in mei-41 than in mei-9. The mei-41 gene was shown to be an orthologue of the human ATR gene, 
which is involved in the repair of DSBs through phosphorylation of histone H2Ax. LED-UVA was mutagenic in 
the urate-null strain at doses that were non-mutagenic in the urate-positive strain. We also observed 
that reactive oxygen species were produced in larvae by LED-UVA irradiation. At higher doses of LED-UVA, 
levels of phosphorylated H2AvD (γ-H2AvD) increased significantly in the urate-null strain but not in 
wild-type. It was reported that ATR functions on DSB repair in D. melanogaster. Taken together, we 
propose a possible pathway for UVA-induced mutation, whereby DNA double-strand breaks resulting from 
oxidative stress might be responsible for UVA-induced mutation in somatic cells of D. melanogaster 
larvae.

研究分野：生物化学
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1. 研究開始当初の背景 

 DNA 傷害の認識に関わるタンパク質やそ
の反応が明らかにされてきているが、その中
で ATM (Ataxia telangiectasia mutated)や ATR 
(ATM and Rad3-related) はDNA傷害を持つ細
胞の複製を止め、修復や細胞死へのシグナル
伝達で重要な位置を占めるリン酸化酵素で
ある。紫外線の傷害に対してもこれらは傷害
細胞の行く末を決める重要な働きをしてい
る。Zhang らはヒト培養細胞を使った実験に
おいて、UVA 傷害は活性酸素種を介して
ATMからのシグナル伝達が、UVC（254 nm）
は ATR からのシグナル伝達がアポトーシス
を誘導することを報告している (J Biol Chem, 
277, 3124-, 2002)。また Ünsal-Kaçmaz らは
ATRが UVC照射で誘導される (6-4)photo- 
productに結合することを示している (PNAS, 
14, 6673-, 2002)。一方、Girardらは UVAによ
り誘導される DNA 合成の抑制は、活性酸素
種がタンパク質に酸化的傷害をもたらし、
DNA に起きた酸化傷害の修復の進行を遅ら
せていることが要因であると提唱している 
(DNA repair, 7, 1500-, 2008)。東北大学の池畑
らはマウス皮膚に 364 nm-レーザー光を照射
した場合、DNA傷害として 8-oxodeoxy- 
guanosine (8-oxodG)と cyclobutane pyrimidine 
dimer (CPD)が検出されるが、突然変異は CPD
に由来するものであると報告している  (J 
Invest Dermatol, 128, 2289-, 2008)。我々も同じ
レーザー光照射をショウジョウバエに行い、
酸化傷害感受性株と野生株は同程度の感受
性と 8-oxodG生成量を示すことを明らかにし
ている（Negishi et al., Photochem Photobiol, 83, 
658, 2007）。このように知見が集積して来て
いるものの、UVAによる細胞傷害は未解明な
部分が多く残されている。 
 我々はショウジョウバエ ATR 欠損株を用
いた以前の研究において、長波長紫外線領域
において感受性が高くなることを示唆する
結果を得ている。 
 最近、強力な 365 nm-LED光が開発され、そ
れを用いて実験を行ったところ、除去修復欠
損株では感受性に変化は無いが、ATR欠損株
では線量依存的に致死感受性が上昇するこ
とを見いだした。この時、8-oxodG の含量に
顕著な変化は見られなかった。これらのこと
は 365 nm-LED光により DNA傷害が起こっ
ていること、それは DNA 塩基の酸化傷害で
はないであろうこと、ATRを介したシグナル
伝達が起こっていることを示している。UVA
によって誘導される傷害への対応が ATR を

介していることは培養細胞での報告とは違
う結果である。 
 
２．研究の目的 

 太陽光紫外線は地球に届いている放射線
の中で生物に対する影響が大きいものであ
る。地表に届いている紫外線の９割を占める
長波紫外線(UVA)の作用について、我々も含
めていくつかの報告があるが、発がん性があ
ると言われながら、そのエネルギーが弱いこ
ともあって細胞傷害性、とくに DNA 傷害性に
ついて、統一的な見解が得られていない。最
近、この領域の紫外線は皮膚病の治療に用い
られることが多く、医療分野での UVA 使用
の安全性を高めるためにも、可及的速やかに
その傷害性を明らかにする必要がある。本研
究では、LEDを利用した高エネルギーの 365 
nm光（365 nm-LED: LED-UVA）を用いてUVA
の生物影響を調べ、どのような DNA 傷害性
があるか、それはどのような機構で認識され
アポトーシスや変異などの細胞毒性につな
がるのか、モデル生物としてショウジョウバ
エを用いて明らかにすることを目的とした。
まず、LED-UVA 照射の傷害が除去修復され
る傷害か、DNA傷害の認識に関与する分子で
ある ATR 欠損で感受性が高くなる傷害かを
調べた。次に、ショウジョウバエの ATR は
DNA 二本鎖切断の修復に関わることが
LaRocque らにより報告されている(Genetics, 
175, 1023-, 2007)ので、UVAにより二本鎖切
断が起っているかどうか調べた。また、これ
らの DNA 傷害が光増感物質を励起すること
によって発生する活性酸素種によるものか
どうか検討した。 
 
３．研究の方法 
 
3-1 使用したショウジョウバエ 

① Oregon-R（野生株） 
②  y v ma-l（ma-l株と省略） 尿酸欠
損株：酸化傷害感受性 
③ y v ma-l; mwh （ma-l; mwh株と省略） 尿
酸欠損株：体細胞突然変異の検出に用い
る。 
④ sc z1w+(TE)mei-9a/C(1)DX, y f  (mei-9 と省
略)  ヌクレオチド除去修復欠損株：
Mei-9 タンパク質は XPF ホモログとして
同定されている。修復欠損は雄のみであ
る。 
⑤ sc z1w+(TE)mei-41D5/C(1)DX, y f  (mei-41と
省略)  複製後修復欠損株：Mei-41 タン
パク質は ATRオルソログとして同定され



ている。修復欠損は雄のみである。 
⑥ Muller-5  
 X 染色体の標識遺伝子（Bar: 棒眼）を
保有 
⑦ mwh j v; spapol  
 突然変異検出用の多翅毛（mwh）のマー
カーを第３染色体に保有 
  
3-2 紫外線の照射方法 
 0.25 M sucrose溶液を 1.5 mL入れたプラス
チックシャーレ（ PD-47 φ 50× 11 mm; 
ADVANTEC）に、ショウジョウバエ 3齢幼虫
を入れ、LED-UVA照射、310 nmの単色光照
射、X線照射を行った。プラスチックシャー
レのふたは 290 nm 以上の光を透過すること
を確認している。 
 UVA照射には 365 nmの LED光を光源と
して用いた（ZUV-C30H、オムロン）。シャー
レのカバーを通して平均 125 ± 3 W /m2 の
UVAを照射した。 
 UVB 照射には自然科学研究機構基礎生物
学研究所（岡崎市）の大型スペクトログラフ
（光源：300 kW キセノンランプ）を用いて
分光された 310 nm の単色光を用いた。バン
ドパスフィルター（UV 330 nm, HOYA）を通
して照射した。 
 
3-3 ショウジョウバエを用いた体細胞突然
変異の検出（翅毛スポットテスト） 

 
3-3-1 尿酸欠損株を用いた変異原性試験 

UVA 照射が誘導する突然変異に酸化傷害
が関わっているかどうかを推定するために、
ma-l; mwh 株を用いた翅毛スポットテストを
行った。雌の y v ma-l; mwhと雄の Oregon-R 、
あるいは y v ma-lの間の交配から得られた 3
齢幼虫を用いて翅毛スポットテストを行っ
た。性差を回避するために、スポットは尿酸
陰性（ma-l / ma-lのホモ接合体）と尿酸陽性
（ma-l /+ヘテロ接合体）の雌の翅のスポット
をカウントして変異頻度を比較した。 

 
3-3-2 DNA 傷害修復欠損株を用いた変異原
性試験 

 変異検出用遺伝子と DNA 修復欠損を持つ
幼虫を調製するために 2 回の交配を行った。
第1染色体上に修復欠損を持つmei株の雄と、
修復欠損を持たず棒眼の遺伝子(

．
Bar)を持つ 

Mullar-5の雌を交配させた。生じる F1世代の
雌は第 1染色体上に修復欠損の遺伝子と棒眼
の遺伝子をそれぞれヘテロに持つ。この雌と
第 3 染色体上に mwh をホモにもつ mwh jv; 

spapolの雄を交配させた。この交配によって得
られた F2 の三齢幼虫を、照射に用いた。羽
化した F2 世代の成虫のうち、雄の丸眼が修
復欠損、棒眼は修復能力がある。丸眼の雄の
翅のスポットをカウントして修復欠損によ
る突然変異頻度を得た。 
 

3-3-3 有意差検定 

 検体がスポットを誘発するか否かの検定
は翅 1枚あたりのスポット数(Spots /wing)に
ついて行った。対照群と処理群で検出された
スポット数の合計が 100 以下の場合は
Kastenbaum and Bowmanの表を用い、100よ
り多い場合にはχ2 –検定法(Yates の補正式、
片側検定)を用いた。 
 

3-4 ヒストンリン酸化の検出 

 DNA二本鎖切断の検出方法として用いられ
ているヒストン H2AX のリン酸化を調べた。
ショウジョウバエはヒトH2AXのホモログと
して H2AvD を持っており、H2AX と同じ作
用を示すと報告されている。ショウジョウバ
エ-H2AvD 抗体を用いてウエスタンブロッ
ティングにより検出した。 
 照射後凍結保存した幼虫から粗核画分を
調製した後、塩酸抽出、アセトン沈殿により
ヒストン画分を得た。15% SDS-ポリアクリル
アミドゲル電気泳動で分離後、PVDF膜に移
し、一次抗体にショウジョウバエ-H2AvDポ
リクローナル抗体（IgG）、二次抗体にペルオ
キシダーゼ結合抗ウサギ IgG抗体を用いてウ
エスタンブロッティングを行った。発光によ
り検出した-H2AvDと染色したタンパク質
のバンドの濃さからNIHイメージ Jソフトを
用いて定量化した。 
 
3-5 生体内活性酸素種の検出 

 細胞浸透性蛍光試薬 2’,7’-dichlorodihydro- 
fluorescin diacetate (DCFH-DA) は、細胞内に
取り込まれ、活性酸素存在下、強い緑色蛍光
を発生する 2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescein 
(DCF)に変化する。そこで、UVA照射により
幼虫体内に活性酸素種が生成するかどうか、
DCFH-DA（0.01 M）を 1.5時間摂取させた後、
ショウジョウバエリンガー液（0.75％ NaCl, 
0.035% KCl）中で UVAを照射して、緑色蛍
光を実体蛍光顕微鏡（SZ61, LG-PS2, 
OLYMPUS)で観察した。 
 
４．研究成果 
 



4-1 LED-UVAの体細胞突然変異原性 

4-1-1 尿酸欠損株における変異原性 
 LED-UVA の変異原性に酸化傷害が関与し
ているかどうか調べるために、尿酸欠損株を
用いて翅毛スポットテストを行い、野生型と
比較した。結果は Table 1 に示した。野生型
雌（ma-l +/-）では最高用量（1000 kJ/m2）の
UVA 照射においても変異が観察されなかっ
た一方、ma-l型雌（ma-l -/-（ma-l/ma-lホモ接
合体））では、有意な突然変異が 600 kJ/m2以
上の UVA 線量で検出された。この結果から
365 nmの LED光の照射は、尿酸で防御され
るような酸化傷害を介して変異を誘導して
いることが示唆された。この時、ma-l型雌で
は尿酸はトレース量であり、前駆体であるキ
サンチン、ヒポキサンチンの量が野生型に比
べて増加していることを確認している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4-1-2 DNA傷害修復欠損株における変異原性 

 除去修復欠損株 mei-9 と複製後修復欠損株
mei-41 を用いて、UVA の変異原性を調べた。
Table 2にその結果を示した。いずれの株にお
いても線量依存的な変異上昇が見られたが、
mei-41株の方が高い変異原性を示した。 
Mei-41タンパク質はATRオルソログであり、
DNA二本鎖切断の修復の最初の過程に関与 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

すると考えられている。この結果から UVA
の変異誘発には DNA 二本鎖切断が関与して
いる可能性が示唆された。 

 
4-2 ヒストンリン酸化の検出 

 UVA照射による DNA傷害として鎖切断の
有無を検討するために二本鎖切断の指標と
されているヒストン H2AvD のリン酸化を調
べた。尿酸欠損株および野生株に対して 1000 
kJ/m2の LED-UVAを照射し、照射直後のリン
酸化 H2AvD (-H2AvD)の発現量、およびその
後の時間経過に伴う発現量の変化を調べた。
得られた、３回の実験結果をまとめたのが図
１である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 その結果-H2AvDは野生株、ma-l株いずれ
においてもUVA照射直後から検出されたが、
野生株に比べて ma-l 株では高いレベルを示
した。したがって、ma-l株では、-H2AvDが
野生株に比べて大きく増加すること、すなわ
ち DNA 二本鎖切断がより多く起きているこ
とが推測された。 
 尿酸欠損株における-H2AvD の発現量に
線量依存性があるか調べたところ、図２に示
すように、ある線量（800 kJ/m2）以上から発
現が検出された。したがって DNA 二本鎖切
断の誘導には傷害がある一定量以上になる
ことが必要であると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ UVA照射によるヒストンリン酸化 

図２ 尿酸欠損株におけるヒストンリン酸化の 
   UVA線量依存性    



 
ヒストンH2AvDのリン酸化はATRの存在
が必要されている。ATR 欠損変異株である、
mei-41 株では DNA 二本鎖切断が起きてもリ
ン酸化が検出されないと予測された。そこで、
mei-41株と、対照として除去修復欠損株mei-9
に UVA 1000 kJ/m2照射して -H2AvDの変化
を調べた。図３に示すように、mei-9 株では
UVA 照射により顕著なヒストンリン酸化が
検出されたが、mei-41株ではリン酸化ヒスト
ンの増加は観察されなかった。したがって
UVA 照射によって観察された-H2AvD の発
現には ATRが関与していると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 主な傷害がピリミジン二量体と考えられ
ている UVB 照射によるヒストンリン酸化の
変化を調べたところ、UVAと異なり、照射直
後よりも１、２時間経過したときの方が
-H2AvD の発現量が増加した。このことは、
UVA は UVB とは異なる過程で DNA 二本鎖
切断が誘導されていることが示唆された。 
 
4-3 UVA照射により発生する生体内活性 
    酸素種の検出 

 UVA が誘導する細胞毒性及び遺伝毒性に
は、光増感反応によって生じる活性酸素種が
深く関与していると考えられる。そこで、細
胞内活性酸素検出試薬である 2’ 7’- 
dichlorodihydrofluorescin diacetate (DCFH-DA)
を用いて、UVA照射後に細胞内活性酸素種量
がどのように変化するか検討したところ、い
ずれの株においても照射時間に依存して活
性酸素の増加が示されたが、野生株と比べて、
ma-l 株における活性酸素種の産出が定性的
に高いことが認められた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5 まとめと考察 

 本研究でモデル生物として用いたショウ
ジョウバエの幼虫は体が半透明であり、体内
まで光が透過すると考えられるので、紫外線
のような光の変異原性を検出するのに有用
である。本研究では、LED-UVA を用いて突
然変異の要因となる DNA 傷害を明らかにす
ることを試みた。 
野生株では検出されなかった体細胞突然
変異が尿酸欠損株で観察されたことから、 
LED-UVA によって尿酸で防御されるような
酸化傷害が変異の要因と考えられた。実際に
UVA 照射により幼虫体内で活性酸素が発生
することが認められた。また ATR欠損株の方
が除去修復欠損株より LED-UVA 照射に対し
て感受性が高かったことから、ATR 経路によ
り修復される DNA 傷害が変異の要因となる
可能性が示された。そこで DNA 二本鎖切断
（DSB）の生成について調べた。DSBの指標
とされているヒストンのリン酸化を、ショウ
ジョウバエ特異抗体を用いたウエスタンブ
ロッティングで検出したところ、尿酸欠損株
において強いリン酸化が観察された。したが
って LED-UVA の照射は体内で活性酸素種を
発生させ、DSB を介して変異を誘発している
と考えられた。一方対照実験として行った
UVB照射では、同じくヒストンリン酸化が見
られたが、照射を中止した後、時間経過に伴
ってリン酸化が誘導されてくることから、
UVB では照射による傷害の修復過程で鎖切
断が起こるが、UVAでは、酸化傷害により誘
発される DNA 一本鎖切断が蓄積して、DSB
を形成するため、照射直後に-H2AvD発現量
が最大となると考えられる。誘導された DSB
により染色体組換えなどの体細胞突然変異

図３ DNA 傷害修復欠損株におけるヒストン 
   リン酸化    

図５ UVA照射によって幼虫体内で発生した 
     活性酸素種由来の蛍光(150 kJ/m2で 15分 
     照射, nonは非照射群) 



が誘起されると考える。 
本研究の結果、UVAによる体細胞突然変異
の要因となる傷害は ATR によって認識され、
DSBが誘導される経路が示唆されたが、ATR
から DSB までの経路にどのようなシグナル
伝達が関わっているかを明らかにすること
が今後の課題である。 
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