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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、化学発がん物質によるゲノム遺伝子の塩基損傷を立体的要因も考慮し、全
体像を把握することとした。まず初めに、タバコ煙中に含まれる発がん物質ベンゾ(a)ピレン（BaP）が生成する遺伝子
損傷産物（N2-(-)trans-BPDE-dG、またはN2-(+)trans-BPDE-dG）ならびに紫外線曝露により生成するシクロブタン型ピ
リミジンダイマー（CPD）の解析を進めた。また、今回の課題から派生して得られた成果として、遺伝子のエピジェネ
ティックな修飾であるシトシンメチル化に関する結果も得ることができた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to take a whole picture of DNA damage induced by 
chemical carcinogens. I investigated benzo(a)pyrene which is containing in tobacco smoke and known as a 
potent carcinogen, and cyclobutane-pyrimidine dimer which is formed by UV exposure. In addition, this 
project achieved a great success in epigenetic analysis of mouse preimplantation zygote, in which 
methylcytidine was measured using a high-performance liquid chromatograph-triple quadrupole mass 
spectrometer.

研究分野： 化学物質影響評価

キーワード： マウス胚性幹細胞　紫外線照射　ゲノム修飾　未分化マーカー　受精卵　脱メチル化　LC/MS/MS
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
日本人死因の 3 割を占める悪性新生物（が

ん）は、主に食事および生活環境から摂取さ
れる化学物質が原因とされている。化学発が
んには遺伝情報の変化（イニシエーション）
が必要とされ、その解析においてはゲノム全
体の立体的な要因は考慮されていない。通常、
ゲノム遺伝子はエピジェネティック変化に
依存して凝縮度（立体的要因）を調節してお
り、均一な状態では存在していない。したが
って、発がん物質による遺伝子損傷もまた、
ゲノム遺伝子の凝集度合いに依存して変化
することが予想される。 
２．研究の目的 
本研究の当初の目的は、化学発がん物質に

よるゲノム遺伝子の塩基損傷を立体的要因
も考慮し、全体像を把握することとした。ま
ず初めに、タバコ煙中に含まれる発がん物質
ベンゾ(a)ピレン（BaP）が生成する遺伝子損
傷 産 物 （ N2-(-)trans-BPDE-dG 、 ま た は
N2-(+)trans-BPDE-dG）ならびに紫外線曝露
により生成するシクロブタン型ピリミジン
ダイマー（CPD）の解析を進めた。また、今
回の課題から派生して得られた成果として、
遺伝子のエピジェネティックな修飾である
シトシンメチル化に関する結果についても
報告する。 
３．研究の方法 
(1) 実験材料 
ベンゾ(a)ピレンは和光純薬工業（大阪）、 
(2) マイクロ流体チップ電気泳動法 
超微量核酸サンプルの分析法として、マイ

クロ流体チップを用いた電気泳動法を実施
した。サンプルとしては、合成した 1本鎖オ
リゴ DNA（5’-GAGGTGCXTGTTTGT-3’、X = dG 
or N2-(-)trans-BPDE-dG 、
N2-(+)trans-BPDE-dG）を用いた。電気泳動
には、バイオアナライザー（2100、アジレン
トテクノロジーズ社、Santa Clara、CA、USA）
および 1 本鎖 RNA 分離キット（RNA6000 ピコ
キット、アジレントテクノロジーズ社）を用
いた。電気泳動像およびエレクトロフェログ
ラムの解析には、アジレント 2100 エキスパ
ートソフトウェアを使用した。 
(3) 特異抗体を用いた遺伝子損傷部位の認

識性の確認 
遺伝子損傷の特異抗体として、BaPによる DNA
損傷の解析では抗ベンゾ(a)ピレン抗体
（BAP-13 クローン、sc-51508、サンタクルズ
バイオテクノロジー社、Dallas、TX、USA）
および抗 BPDE-DNA 抗体（6A486 クローン、
LS-C74786-100、ライフスパンバイオサイエ
ンス社、Seattle、WA、USA）、UV 照射による
CPD 解析では抗 CPD 抗体（TDM-2 クローン、
NM-DND-001、コスモバイオ株式会社、東京）
を用いた。 
(4) 細胞培養 
マウス胚性幹細胞は ESD3 細胞株を

American Type Culture Collection より購入
した。マウス胎児性繊維芽細胞（MEF）はマ

ウス14-15日胚からの初代培養細胞をオリエ
ンタル酵母工業株式会社（東京）より購入し、
継代数 3回以内に使用した。 
ESD3 の培養では、10%コラーゲン溶液（新

田ゼラチン、大阪）でコートした 35 mm ディ
ッシュ上に ESD3 細胞を播種した。維持培地
としては、15% ノックアウト代替血清（ライ
フテクノロジーズ社、Carlsbad、CA、USA）、
1% ペニシリン・ストレプトマイシン（PC/SM、
和光）、1% L-グルタミン（和光）、1% 非必須
アミノ酸（和光）、1%モノチオグリセロール
溶液（和光）およびヒト白血病阻止因子（和
光）を含むノックアウト DMEM（ライフテクノ
ロジーズ社）に、GSK3β阻害剤［(2'Z,3'E)-6-
ブロモインジルビン-3'-オキシム］を最終濃
度 5 µM になるように添加し、フィーダーフ
リーで 37℃/5% CO2条件下にて培養した。ESD3
細胞は 6日毎に継代した。継代時には培地を
取り除き、D-PBS(-)を添加して細胞層を洗浄
した。トリプシン処理を行い 3分間 37°C/5% 
CO2条件下でインキュベートした後、ディッシ
ュから細胞を回収した。回収した細胞懸濁液
は、1200 rpm で 3 分間、室温にて遠心分離し
た。上清を吸引した後に維持培地で再懸濁し、
維持培地で満たされたコラーゲンコートデ
ィッシュ上に播種した。 
MEF は MEF 培地（10% FBS および 1% PC/SM

を含む DMEM）で培養し、70％コンフルエント
状態に達した時点で継代した。培養液を取り
除き D-PBS(-)を添加して細胞層を洗浄した。
トリプシン（EDTA-4Na 含有）を添加（トリプ
シン処理）し、37℃/5% CO2条件下で 3分間加
温した後、MEF 培地を添加して回収した細胞
懸濁液を 1,200 rpm で 3分間、室温にて遠心
分離した。上清を吸引した後に MEF 用培地で
再懸濁してディッシュに播種し、37℃/5% CO2

条件下で培養した。 
(5) リアルタイム RT-PCR 解析 
細胞から回収したトータルRNAより合成し

た cDNA を 10 ng/µL に希釈し SYBR qPCR マス
ターミックス（東洋紡、大阪）を用いてリア
ルタイムRT-PCR法により未分化遺伝子（Sox2、
Nanog、Oct3/4、Dppa5）およびアポトーシス
関連遺伝子（p53、p21、Gadd45a、Mdm2、Puma、
Bax、Msh2）の発現量をΔΔCt 法に基づいて
相対定量した。測定機器は Light Cycler 
480II（ロシュ・ダイアグノスティックス社、
Indianapolis、IN、USA）を用いた。各遺伝
子の発現量は Gapdhを用いて補正した。プラ
イマー配列設計には、ロシュ・ダイアグノス
ティクス社のユニバーサルプローブライブ
ラ リ ー ア ッ セ イ デ ザ イ ン セ ン タ ー
（ http://www.roche-biochem.jp/sis/rtpcr
/universal-probelibrary-upl/）を利用した。 
(6) ドットブロット法による CPD の測定 
UV照射後の細胞から抽出した DNA溶液を 5 

mM TE 緩衝液中で 5 分間、95℃でインキュベ
ートして DNA を変性させた。PVDF 膜（アトー
社、東京）上に DNA 溶液を 200 pmol の DNA
量でブロットした。5%スキムミルク溶液に膜



を浸して一晩 4℃でインキュベートしブロッ
キングした。PBS-T で洗浄後、Anti-CPD 抗体
溶液で膜を浸して2時間室温でインキュベー
トし、一次抗体を反応させた。PBS-T で洗浄
後、HRP 標識抗マウス IgG 抗体溶液で膜を浸
して 1時間室温でインキュベートし、二次抗
体を反応させた。PBS-T で洗浄後、ImageQuant 
LAS-4010（GEヘルスケア社、Little Chalfont、
UK）で CPD レベルを定量した。 
(7) 次世代シークエンサー用サンプルの調

製 
UV照射によりCPDが形成されたmES細胞由

来ゲノム DNA を用いて、抗 CPD 抗体（TDM-2
クローン、NM-DND-001、コスモバイオ株式会
社、東京）による免疫沈降反応を実施した。
抽出した DNA（およそ 30 μg）を 130 μLの
50 mM TE 緩衝液に溶解した。続いて、ゲノ
ムDNAをおよそ200 bpの断片にするために、
超音波破砕機（Covaris M220、Woburn、MA、
USA）に供した。断片化されたサイズの確認
は、バイオアナライザー（アジレントテクノ
ロジーズ社）を用いて実施した。得られた断
片サンプルの解析は、タカラバイオ社に依頼
した。 
 
４．研究成果 
(1) マイクロ流体チップ電気泳動法による

BPDE-DNA 付加体に対する抗体反応性の
検証 

ダメージを受けていないオリゴDNAおよび
BPDE-DNA付加体を含むオリゴDNAをマイクロ
流体チップ電気泳動に供した結果、DNA 付加
体を持つオリゴ DNAは正常オリゴ DNAと異な
る泳動度を示すことが明らかとなった（図 1）。 
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図 1．オリゴ DNA のマイクロ流体チップ電気
泳動パターン（上、ゲル泳動像；下、エレク
トロフェログラム） 

この実験系を用いて、DNA 損傷特異抗体によ
る EMSA 試験を実施した。しかしながら、今
回用いた2種類の抗体はいずれも損傷オリゴ
DNA の泳動パターンに影響することはなく、
DNA 損傷配列に結合して DNA を回収できるほ
どの特異性は得られないものと考えられる。 
(2) 培養細胞への UV 照射による CPD 生成の

検出 
mES細胞あるいはMEF細胞に対してUV照射

後 0.5、3、9、24、48 h における CPD の形成
をドットブロット法により検出した（未発表
につき、データは示していない）。UV 照射強
度 10 J/m2、100 J/m2 のどちらの照射強度で
も CPD は形成され、10 J/m2照射した mES 細胞
では照射後経時的に CPD 量が減少し、照射後
24 h では初期生成量の約 25％まで減少した。
一方、100 J/m2照射群では照射後 48 h におい
て約40％のCPDが残存していた。また、10 J/m2

照射した MEF 細胞では、CPD の減少はほとん
ど見られず 48 h においても約 80％の CPD が
残存していた。 
(3) UV 照射が及ぼす mES 細胞の未分化状態

に対する影響 
アルカリホスファターゼ染色法を用いて、

mES 細胞の未分化状態およびコロニー形状に
ついて観察した。UV 照射後 0.5、3、9、24、
48 hの mES細胞のコロニーの未分化状態およ
び細胞状態を観察した。また、UV 照射後の
MEF 細胞も同様のタイムポイントで観察した。
mES 細胞では、照射後 24 h にかけて細胞増殖
の低下が見られ、その後、48 h にかけて回復
する様子が見られた。MEF 細胞においては UV
照射後 24 h から細胞が剥がれてくる様子が
見られ、48 h にはほとんどの細胞が浮遊して
いた（未発表につき、データは示していない）。 
リアルタイム RT-PCR 法を用いて mES 細胞

の多能性マーカー遺伝子（oct3/4、Nanog、
Sox2、Dppa5）および p53、その下流因子（p21、
Gadd45a、Bax、Mdm2、Puma、Msh2）の変動を
評価した（未発表につき、データは示してい
ない）。10 J/m2のUVを照射したmES細胞では、
Dppa5 発現はどのタイムポイントにおいても
変動しなかったが、Oct3/4および Nanog、Sox2
では照射後 3-9 h にかけて低下し、その後、
照射後 24 h では回復に転じた。次に、UV 照
射により誘導された CPD の修復、コロニーサ
イズの回復といった細胞応答がどのような
機序により引き起こされているのかを検討
するために、p53 とその下流因子の発現を評
価した。p53 発現の顕著な変動は見られず、
その下流因子である Gadd45a および Puma、
Mdm2は照射後 3-9 hにかけて増加したが、p21
および Bax、Msh2は顕著な変動が見られなか
った。 
(4) UV 曝露に起因する mES 細胞の未分化状

変化に対する p53 の関与 
UV 照射単独時と同様に、mES 細胞の多能性

マーカー（Oct3/4、Nanog、Sox2、Dppa5）お
よび p53とその下流因子（p21、Gadd45a、Bax、
Mdm2、Puma、Msh2）の発現を評価した（未発



表につき、データは示していない）。Dppa5発
現はUV照射単独時と同様に変動しなかった。
p53 阻害剤である cPFT-αを処理した場合で
も、p53および p21、Bax、Msh2発現に変化は
なく、Oct3/4 および Nanog、Sox2 の低下、
Gadd45a および Mdm2、Puma の増加も UV 照射
単独時と同様であった。 
(5) UV照射が及ぼすMEFのp53およびその関

連因子の発現変動 
リアルタイム RT-PCR 法を用いて MEF 細胞

の p53 およびその下流因子（p21、Gadd45a、
Bax、Mdm2、Puma、Msh2）の変動を評価した
（未発表につき、データは示していない）。
UV 10 J/m2を照射した MEF 細胞では p53 およ
び Mdm2において UV 照射後 9 h にかけて減少
したが、その後、照射後 24 h では増加した。
一方、Gadd45aおよび Bax、Puma、Msh2、p21
発現にばらつきはあるが、顕著な増加を示す
ことはなかった。 
(6) 次世代シークエンサーサンプルのクオ

リティーチェック 
超音波破砕機にて断片化したDNAのサイズを
確認するために、断片化サンプルをバイオア
ナライザーに供した。その結果、およそ200 bp
あたりに切断サンプルが生成していること
が明らかとなった。このサンプルについて、
抗CPD抗体を用いた免疫沈降反応を実施した
後、タカラバイオ社に解析を依頼した。その
結果、次世代シークエンサーの解析に足る十
分な DNA 量ではないことが判明したため、今
回は解析を断念した。 
(7) 着床前マウス受精卵のシトシンメチル

化ダイナミクス 
本課題が目的とするゲノム修飾の全体像

を解析するという取り組みから、エピジェネ
ティックなゲノム修飾の測定を実施し、ユニ
ークな結果が得られた。これまでに受精卵中
の父親および母親ゲノムに描かれているエ
ピジェネティックな模様は、それぞれ異なる
メカニズムで消去されていくことが報告さ
れていた。今回、実際にゲノム中のメチルシ
トシンおよびヒドロキシメチルシトシン量
の変化を、高速液体クロマトグラフ-トリプ
ル四重極型質量分析計を用いて数値化する
ことに成功した。本成果は、プレスリリース
され、日刊工業新聞（2016 年 1月 12 日付け）
および京都新聞（2016 年 1 月 13 日付け）に
掲載されるとともに、新聞掲載がきっかけで
化学同人が毎月出版している月刊「化学」に
解説記事を掲載することとなった。 
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