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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 が高感度な 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。γ-H2AX は DNA 損傷に対す
る細胞応答であるため、DNA 損傷を起因としない偽陽性
検出の可能性がある。本年度は、昨年度の検討におい
て偽陽性検出の可能性が示唆された DNA 損傷を誘導し
ない界面活性剤によるγ-H2AX 誘導メカニズムについ
て検討し、γ-H2AX の偽陽性出現の一機構について明ら
かにすることを目的とした。また、既にγ-H2AX の組織
免疫化学的解析が行われている各種化学物質を投与し
たラット組織（肝臓、肺）からヒストンを抽出し、γ
-H2AX とヒストンアセチル化を解析し、γ-H2AX の確認
と同時に解析可能な他のヒストン修飾について模索し
た。 

 
Ｂ．研究方法 
B-1. 界面活性剤によるγ-H2AX 誘導機構の検討 
 ヒト培養細胞株（A549 肺上皮細胞）に界面活性剤
(linear alkylbenzene sulfonates (LAS))作用を行い、
一定時間で培養した後、Western blotting 及び免疫
蛍光染色法により、γ-H2AX、deoxyribonuclease I 
(DNase I)、actin 変化を解析した。細胞分画は、
Sucrose による高張液処理と遠心により行った。 
Western blotting：細胞を回収後、ヒストン（核画

分）を抽出、15% ゲルで SDS-PAGE を行い、PVDF 膜に
転写した。一次抗体は、Rabbit anti-phospho-histone 
H2AX (Ser139) IgG (Merck Millipore Co.) 、Rabbit 
anti-DNase I polyclonal IgG (Thermo Scientific)、
Rabbit anti-actin polyclonal IgG (SantaCruz 
Biotech.)を用いた。二次抗体を反応後、ECL+ (Thermo 
Fisher Scientific, MA, USA )を用いて検出した。 
免疫蛍光染色法： 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。
一 次 抗 体 に  Mouse anti-phospho-histone H2AX 
(Ser139) IgG, (Merck Millipore Co.) 、 Rabbit 
anti-DNase I polyclonal IgG を使用した。アクチン
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は 、 Anti-stain TM555 fluoresceine phalloidin 
(Cytoskelton Inc.)で染色し、蛍光顕微鏡 (IX70, 
Olympus Co., Japan)で撮影を行った。 
 

B-2. 化学物質投与ラット組織におけるヒストン修飾
の解析法 

同班の小川博士、豊田博士より、2-acetyl 
aminofluorene(2-AAF), p-cresidine, dimethyl- 
arsenic acid(DMA), glycidol, N-nitroso- 
diethylamine(DEN), acrylamide(AA)を 4 週間投与し
た F344 ラットから採取した肝臓、肺を譲り受けた。
各組織 50-80mg からヒストンを抽出し、Western 
blotting により解析を行った。検出バンドの解析に
は Image J 1.46 (Broken Symmetry Software, USA) を
使用した。使用したヒストンアセチル化検出抗体は以
下のとおりである。 

Rabbit anti-acethyl-histone H3 (global) IgG  
Rabbit anti-acetyl-histone H3 (lys9) IgG  
Rabbit anti-acetyl-histone H3 (Lys14) IgG  
(いずれも Merck Millipore Co.) 

 
Ｃ．研究結果 
C-1. 界面活性剤によるγ-H2AX 誘導機構 
界面活性剤(LAS)作用により、濃度依存的にγ-H2AX

が誘導された。この誘導は、ZnCl2や EGTA の前作用に
より阻害された（図１）。一方、一般的な DNA 損傷剤
である H2O2 によるγ-H2AX は抑制しなかった。ZnCl2
や EGTA は、DNase I の阻害剤であることが知られて
いる。そこで、細胞を核と細胞質に分画して DNase I
の局在を調べたところ、界面活性剤作用後、DNase I が
核分画に検出された。さらに、DNase I の核移行を免
疫蛍光染色法により確認したところ、通常細胞質に存
在する DNase I が、界面活性剤作用と共に核に移行
すること、その際、γ-H2AX が誘導されることが示さ
れた（図２）。また、同時に、細胞骨格を構成し、DNase 

I と共存しているアクチンの崩壊が観察された。 
 
C-2. 化学物質投与ラット組織におけるヒストン修飾 

化学物質投与ラットから採取した肝臓、肺からヒ
ストンを抽出し、Western blotting により、γ-H2AX、
ヒストンアセチル化（global, K9, K14）の解析を行
った。 

肝臓では、化学物質の種類によらず、H2AX がリン
酸化される傾向が認められた。特に、DEN, AA で有意
な上昇が認められた。また、ヒストンアセチル化
(global)は、2-AAF, glycidol, AA、アセチル化(K9)
は、DMA, glycidol, AA、アセチル化(K14)は、DMA, 
glycidol, DEN, AA で認められた。 
一方、肺では、肝臓で検出されたヒストン修飾の変

化はほとんど認められなかった。 
 
Ｄ．考察 
D-1. 界面活性剤によるγ-H2AX 誘導機構と DNA 損傷

性 
界面活性剤により、DNase Iがアクチンから遊離し、

核移行することが判明した。細胞核内に入った DNase 
I は、DNA を切断し、γ-H2AX を誘導すると考えられ
た。これまで、γ-H2AX 誘導は、放射線や化学物質等
により直接誘導される DNA 損傷に基づくとされてき
たが、本研究で明らかになったγ-H2AX 誘導は、化学
物質による直接的な DNA 損傷を反映していない。細胞
骨格の損傷による DNase I 遊離による DNA 損傷、そ
してγ-H2AX 誘導であり、これまで明らかになってい
なかった機構である。 

 
D-2. 化学物質投与ラット組織におけるヒストン修飾 
肝臓において、γ-H2AX、ヒストンアセチル化が観

察された。しかしながら、γ-H2AX は化学物質の種類
に依存せず、全体的に高く、肝遺伝毒性を反映した結
果とはならなかった。また、アセチル化においては、
修飾部位により、上昇をさせる化学物質が異なったの
で、今後、さらに化学物質の種類を増やして解析して
いくことが必要と考えられた。 
肺では化学物質投与後のヒストン修飾変化がほと

んど認められなかった。ヒストンアセチル化において

 
 
図２ LAS 作用後の DNase I の細胞内局在とγ-H2AX 
界面活性剤 LAS 作用後、細胞質に存在した DNase I は核に
移行し、γ-H2AX を誘導した。その際、LAS による Actin
の崩壊が確認された。 
 
 

 
 
図１ ZnCl2とEGTAによるLAS誘導γ-H2AXの抑制 
LAS 作用後に誘導されるγ-H2AX は ZnCl2と EGTA により
抑制されるが、H2O2により誘導されるγ-H2AX は抑制され
ない。 
 



は、肝臓における化学物質の代謝などが関係している
可能性がある。肺に標的のある化学物質を使用して検
討することにより、臓器によるこれら修飾の差異の理
由が明らかになる可能性がある。 

 
Ｅ．結論 
 本研究班では、中・短期動物発がん評価の標的とし
て、γ-H2AX の可能性を検討している。我々は、in vitro
の実験において、これまでγ-H2AX が DNA 損傷を起因と
しない別の要因により検出される可能性を示唆してき
た。本検討により、細胞骨格の崩壊により DNA を切断
する酵素が遊離し、DNA 切断がおこりγ-H2AX が検出さ
れる場合があることを示した。本結果は、γ-H2AX 検出
において、偽陽性を検出する可能性を示唆するもので
あり、それを考慮の上で in vivo, in vitro の両検討
を行う必要がある。 
 in vivoの組織解析により、化学物質投与後、γ-H2AX
だけでなく、ヒストンアセチル化も引き起こされるこ
とが示された。アセチル化は、遺伝子発現制御に重要
なヒストン修飾であり、今後、in vitro での実験を含
め、データを蓄積することにより、発がん評価の標的、
または、γ-H2AX を補う評価対象として検討できる可能
性を考えている。しかしながら、本年度の検討では、
発がんとの相関が認められるデータは得られていない
ため、今後の継続検討が必要である。 
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２． 実用新案登録 
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３． その他 
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