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Ａ．研究目的 
 本研究事業の中心課題である中・短期動物発がん実
験系において、化学物質を作用した動物の各組織でヒ
ストンH2AXのリン酸化（γ-H2AX）の検出が可能で
あることが示されている。γ-H2AX は高感度な DNA
損傷マーカーであることは in vitro の実験で証明され
ているが、in vivoにおいてγ-H2AXの検出を発がんリ
スクマーカーとして推し進めるためには、本来の化学
物質による DNA損傷を原因とするγ-H2AXの誘導と、
偽陽性を含めたそれ以外の原因による誘導を区別して
評価できるようにする必要がある。本年度は、DNA損
傷を原因としないγ-H2AXの誘導、並びに偽陽性検出
の可能性について検討し、γ-H2AXの発がんリスクマ
ーカーとしての評価とその注意事項について明らかに
することを目的とする。 
 
Ｂ．研究方法 
 ヒト培養細胞株（A549肺上皮細胞）に界面活性剤
作用、熱ショック処理、pH変化などを行い、一定時
間で培養した後、Western blotting及び免疫染色法に
より、γ-H2AX誘導変化を解析した。 

Western blotting：細胞を回収後、ヒストンを抽出、
12.5% ゲルで SDS-PAGEを行い、PVDF膜に転写し
た。1% skim milk/T-PBS溶液で 1/2800希釈した一
次抗体Rabbit anti-phospho-histone H2AX (Ser139) 
IgG antibody (Merck Millipore. Co., USA) 、二次抗
体 Rabbit anti-IgG-HPR (Jackson Immuno 
Research Lab., USA) を反応後、ECL+ (Thermo 
Fisher Scientific, MA, USA )を用いて検出した。 
免疫染色法：35mm ガラス底ディッシュに細胞を
播種し、培養後、各種化学物質等を作用した。6%ホ
ルマリンで固定、2% Triton X-100で透過処理した後、 

 
一 次 抗 体  Mouse anti-phospho-histone H2AX 
(Ser139) IgG, (Millipore. Co., USA)、二次抗体 FITC 
conjugated goat anti-mouse IgG (Jackson 
ImmunoResearch Lab. Inc., USA) をいずれも
1/200 希釈して使用した。蛍光顕微鏡  (IX70, 
Olympus Co., Japan)、Axio vision Ver.2.05 (Carl 
Zeiss Co. Ltd., Germany) で撮影を行った。画像解析
には Image J 1.46 (Broken Symmetry Software, 
USA) を使用した。 
 
Ｃ．研究結果 
過剰量の化学物質や熱など作用後、アポトーシスが
誘導されると、顕著なγ-H2AX の誘導が認められた。免
疫染色では、アポトーシスに移行すると考えられる細
胞は、DNA 損傷に基づくリン酸化パターンとは明らかな
違いを示した（Fig. 1）。 

 
 DNA 損傷能を有さないとされる化学物質作用におい
てもγ-H2AX の誘導が確認された。特に、界面活性剤に
よるリン酸化は顕著であった。Fig.2 に各種界面活性剤
によるγ-H2AX の誘導を示す。Tween 20、Triton X、NP-40
いずれの界面活性剤においても、顕著なγ-H2AX の誘導
が認められた。一方、同じ界面活性剤である SDS では、
同様のγ-H2AX の誘導は認められなかった。 

研究要旨 
 本研究ではヒストンの化学修飾に焦点をあてた新規 in vitro評価系を開発することを目的とし、最終的
に本研究事業の中心課題である中・短期動物発がん実験系との対比検討を行うことにより、その有用性を
確認することを目標としている。これまでに、中・短期動物発がん実験系において、各組織でヒストン
H2AXのリン酸化（γ-H2AX）の検出が可能であることが示されている。これを発がんリスク評価系と
してさらに推し進めるために、本年度は、γ-H2AX検出における偽陽性検出の可能性を評価した。 
ヒト培養細胞を、界面活性剤処理、pH変化、熱処理など、様々な条件で培養した。その結果、γ-H2AX
は、DNA損傷を誘導しない特定の界面活性剤で顕著に誘導されること、pHを酸性に傾けると誘導され
ることが判明した。また、細胞がアポトーシスを誘導した際も顕著なリン酸化が認められた。γ-H2AX
は、高感度な DNA損傷マーカーとして、化学物質による DNA損傷性評価に使用されるが、これら DNA
損傷以外のいくつかの要因においても誘導されることも認識してγ-H2AXの誘導を評価する必要がある
ことが示された。 
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 また、γ-H2AX の誘導は、低 pH 処理においても誘導
された。pH を 4-5 に調整すると、顕著なγ-H2AX が認
められたが、pH を高くした場合は誘導はわずかしか認
められなかった（Fig. 3）。 
 

 
 
Ｄ．考察 
 γ-H2AX の組織免疫染色の際、アポトーシスによるリ
ン酸化と、DNA 損傷やその他要因によるリン酸化を区別
する必要があると考えられた。今回示した培養細胞の
免疫染色のように、ヒストン染色パターンで区分がで
きるか否か、検討する必要がある。 
 また、DNA 損傷能を有さないと報告されている化学物
質においても顕著なγ-H2AX が認められる場合がある
ことが示された。界面活性剤は、遺伝毒性や発がんの
報告は少なく、各種産業などで使用されている。Tween 
20、Triton X、NP-40 において、濃度依存的にγ-H2AX
が誘導されたのにもかかわらず、同じ界面活性剤であ
る SDS において誘導されなかった理由については不明
であるが、誘導メカニズムの解明においてヒントを与
えるものとなると考えている。pH の変化によるγ-H2AX
誘導についても同様に、その誘導メカニズムは不明で
ある。 
 
Ｅ．結論 
 組織免疫染色におけるポジティブなγ-H2AX のデー
タは、DNA 損傷能を有する化学物質による作用以外に、
幾つかの要因による誘導の可能性がある。組織免疫染
色の際、それらを加味して、慎重に評価されるべきと
考えられた。界面活性剤や pH 変化によりγ-H2AX が誘
導された機構については不明であり、今後解析してい
く予定である。 
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