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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、これまでの検討にお
いて偽陽性検出の可能性が示唆された DNA 損傷を誘導
しない界面活性剤ならびに熱ストレスによるγ-H2AX
誘導機構について検討し、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）からヒストン
を抽出し、γ-H2AX とヒストン H3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
についての模索を継続検討した。 
 
Ｂ．研究方法 
B-1. 界面活性剤 NPEO によるγ-H2AX 誘導機構の検討 
 ヒト培養細胞株（MCF7 ヒト乳がん細胞）に界面活

性剤(nonylphenol polyethoxylate (NPEO))作用を行
い、一定時間で培養した後、Western blotting およ
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。 
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.) 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
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 

同班の鈴木博士より、methylnitrosourea (MNU), 
3,2'-dimethyl-4-amonobiphenyl (DMAB), 
dimethylnitrosoamine (DMN), dimethylhidradine 
(DMH)を 4 週間投与した F344 ラットから採取した肝
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検討が必要である。 
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臓を譲り受けた。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 NPEO によるγ-H2AX 誘導機構 
昨年度までに、陰イオン界面活性剤(linear 

alkylbenzene sulfonates ：LAS)作用により、濃度依
存的にγ-H2AX が誘導されることを明らかにし、その
機構について検討してきた。本年度は、非イオン界面
活性剤である NPEO によるγ-H2AX の誘導とその機構
について解析した。NPEO によりγ-H2AX が誘導され、
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 UVB や H2O2

によるγ-H2AX は ZnCl2や EGTA では抑制されなかっ
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、DNase I の挙動を免疫蛍光染
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、NPEO 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）。
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。 
また、熱ストレス作用後のγ-H2AX 誘導機構につい

ても検討を行った。データは示さないが、界面活性剤
作用による DNase I 遊離と同様のメカニズムで、熱ス
トレス作用後のγ-H2AX が誘導されることが明らか
になりつつある。 

 
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からヒスト
ンを抽出し、Western blotting により、γ-H2AX、ヒ
ストン H3アセチル化（global, K9, K14）の解析を行

った。 
一部の化学物質でγ-H2A が上昇する傾向が認め

られたが有意ではなかった。DMN, DMH 投与により、
ヒストン H3 アセチル化の変化が認められたが、化
学物質の肝発がん性や傷害性との相関は不明であ
った。この変化の意義についてはさらなる検討が必
要である。 

 
Ｄ．考察 
D-1. 界面活性剤 NPEO や熱ストレスによるγ-H2AX 誘

導機構と DNA 損傷性 
昨年度示した LAS と同様に NPEO 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、界面活性剤は、その種類には
依存せず、DNase I の遊離がγ-H2AX 誘導を引き起こ
すことが示された。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。同じように、
DNA 損傷性を有していない熱ストレスも同様の機構
でγ-H2AX 誘導を引き起こすことも予備的データで
はあるが示唆され、新しい DNA 損傷機構が明らかにな
りつつある。 

 
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、化学物質投与後にヒストン H3 アセ

チル化変化が観察された。特に、肝発がん物質である
DMN 作用後の高アセチル化は興味深いが、その理由づ
けにまでは至らなかった。さらに、γ-H2AX が誘導さ
れると考えた化学物質において、それが検出できない
など、不明な点が多く残されている。今回のヒストン
抽出方法では、肝臓の採取部分を限定していないため、
クリアなデータが得られなかったのではと考えられ
る。今後、さらに化学物質の種類を増やして解析して
いくことと、採取部位を制限することが必要と考えら
れた。 
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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、昨年度明らかにした細胞骨格の崩
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 が検出される系の存在を確定することがで
きた。本結果は、γ-H2AX 検出において、そのメカニズ
ムを考慮の上で in vivo, in vitro の両検討を行う必
要があることを示唆している。 
 in vivo の組織解析では、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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