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A. 研究目的

化学物質の生体曝露から遺伝毒性発現

（遺伝毒性 AOP）に至る流れを全体的に捉

えると、図 1 で示す経路で示すことができ

る。すなわち、化学物質に曝露後、場合に

よっては代謝を経たのちに DNA 上に付加

体や DNA 損傷が形成される。それに対し、

DNA修復や DNA複製などの損傷応答を経

由することで、最終的に突然変異、DNA 鎖

切断または染色体異常といったエンドポ

イントとしての遺伝毒性が発現する。した

がって、遺伝毒性の発現結果そのものを検

出する従来の一般的な遺伝毒性試験法で

は、結果を得るためにこれらの遺伝毒性発

現サイクルが完了するまでの時間を要す

る。言い換えれば、バクテリアを用いる試

験では遺伝毒性発現サイクルが短いため

に短期間で試験が終了するが、トランスジ

ェニック変異試験のような試験ではより

長い期間を要する。

その一方で、これらの遺伝毒性発現の基

本的な概念は、バクテリア、培養細胞、高

等生物で普遍的であり、また一般的に曝露

から損傷応答反応が生じる期間は遺伝毒

性発現期間と比べて非常に短時間である。

すなわち、この流れをタイミングよく効率

的に捉えることで化学物質の遺伝毒性を

短期間で検出することができる。そのため

には特に、DNA 付加体や DNA 損傷そのも

のはそれ自体が最終的に遺伝毒性に結び

つかないことがあるため、遺伝毒性に直接

結びつく細胞内の応答反応を直接捉える
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必要がある。以上を踏まえ、本研究では、

発がん性の AOP への組み込みを想定し、

遺伝毒性初期応答反応の早期検出システ

ムを構築することを研究目的とする。 
 
B. 研究方法 

遺伝毒性初期応答反応の早期検出シス

テムを構築するため、クロマチン免疫沈降

法（Chromatin immunoprecipitation; ChIP）お

よび定量的 PCR を用いた DNA 損傷応答の

分子生物学的解析を実施した。なお、一般

的なコーディング DNA 領域と比べて、リ

ボソーム DNA（ribosomal DNA; rDNA）は

１細胞あたりヒトでは数百コピーから成

るクラスターを形成しており、また、DNA
代謝反応である転写のメカニズムについ

ての知見も豊富であることから、rDNA を

ChIP および定量的 PCR を利用した DNA
損傷応答解析の標的領域としている。 

DNA 損傷の定量化が可能な紫外線

DNA損傷を誘導した Flp-In 293細胞を用い

て、DNA 二本鎖切断修復の非相同末端結合

経路中において二本鎖切断を結合するATP
依存性 DNA リガーゼとして知られる

LIG4 を標的としたポリクローナル抗体を

用いた ChIP を実施し、LIG4 が局在する

DNA 画分を調製した。加えて、ポリクロー

ナル抗体は市販の在庫量に限りがあるた

め、将来にわたる利用可能性を見据え、モ

ノクローナル抗体を用いた ChIP の適用性

を検証した。モノクローナル抗体は、昨年

ポリクローナル抗体で標的とした RPA194、
γH2AX を認識するモノクローナル抗体に

加えて、DNA 損傷応答や DNA 修復に関わ

ることが知られる REV1、CSB 、XPA、

MSH2 および LIG4 を標的とするモノクロ

ーナル抗体をそれぞれ使用した。 
これらの抗体を用いて ChIP により得ら

れた DNA 画分を鋳型 DNA とし、rDNA unit

を転写領域および非転写領域を含む領域

に分けてそれらを標的とした 9 つのプライ

マーセット（H1〜H42.9、図 2A）を用いた

定量的 PCR により、DNA 損傷誘導時にお

ける各標的タンパク質の rDNA 上での位置

的相対量変化を解析することで、DNA 上で

直接的に生じている DNA 損傷応答の定

量・定性的検出を実施した。 
 
（倫理面への配慮） 
該当なし 
 
C. 研究結果 

遺伝毒性初期応答反応の早期検出シス

テム構築に用いた rDNA unit 上のプライマ

ーセット H1〜H42.9 の内、H1〜H13 は転写

領域、H18〜H42.9 は非転写領域を検出する

ことができる。DNA 損傷を誘発しない条件

において、ポリクローナル LIG4 抗体の共

沈 DNA 中には rDNA unit 全領域の H1〜
H42.9 が均一に存在しているが、紫外線

DNA 損傷誘発時におけるポリクローナル

LIG4 抗体の LIG4 共沈 DNA 中には H1〜
H42 がさらに多く存在し、その中でも特に

H18 および H27 の DNA 領域が多く存在す

ることが示された（図 2B）。 
 モノクローナル抗体（RPA194、γH2AX、

REV1、CSB 、XPA、MSH2 および LIG4）
を用いた ChIP については、全ての抗体共

沈物中から DNA を検出することができず、

また、定量的 PCR においても全く DNA が

検出されなかった。 
 
D. 考察 

ポリクローナル LIG4 抗体を用いた

ChIP および rDNA unit 領域の定量的 PCR
の結果から、LIG4 は通常時には rDNA 領

域に満遍なく存在している一方で、DNA 損

傷誘導時には rDNA の非転写領域の上流
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H18 および H27 に偏って局在することが

示された。昨年度に実施した γH2AX およ

び Ku80 の ChIP 解析結果から、γH2AX お

よび Ku80 は通常時には rDNA 領域にはわ

ずかにしか存在せず、DNA 損傷誘導時に強

く rDNA 領域に局在すること、特に、これ

らの局在は rDNA の非転写領域の上流 H18
および H27 に偏っており、この DNA 領域

において γH2AX および Ku80 が修復に関

わるような DNA 損傷である DNA 鎖切断

が生じていることを示唆する結果を得て

いる（図 2C と D）。LIG4 は DNA 二本鎖切

断を結合することが知られており、今回の

結果との高い相関性が明らかになった。

モノクローナル抗体を用いた ChIP では

共沈 DNA そのものが得られなかった。こ

れらの結果は、これらのモノクローナル抗

体が ChIP に全く不適であることを示して

いる。これらの抗体は全て特定の企業が販

売しているものであり、ポリクローナル抗

体の在庫量に限りがある問題を踏まえる

と、ChIP に最適なモノクローナル抗体を得

るため、他社のモノクローナル抗体を用い

た再解析が必要であると考える。

E. 結論

発がん性の AOP への組み込みを想定し

た遺伝毒性初期応答反応の早期検出シス

テム構築の研究では、RPA194、γH2AX、

Ku80 および LIG4 を標的とした ChIP およ

び rDNA 領域の定量的 PCR を利用した

DNA 損傷応答の解析結果から、本手法が

DNA上で直接的に生じている DNA 損傷応

答を定量・定性的かつ早期に検出できるこ

とが示された。また、ChIP に用いる抗体を

アレンジすることで解析の標的タンパク

質を自在に設定することができるため、汎

用性が高く、この試験法の発がん性・遺伝

毒性 AOP 開発に対する高い有効性を示す

ことができると考えられる一方で、ポリク

ローナル抗体の在庫量に限りがある問題

を踏まえると、ChIP に最適なモノクローナ

ル抗体を探索して見つけ出すのは必須で

ある。
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なし

3. その他

なし

179



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. 化学物質の曝露から遺伝毒性発現まで 
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図2.クロマチン免疫沈降法および定量的PCRを用いたDNA損傷応答解析 
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