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令和7年度 厚生労働科学研究費 補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

化学物質による体細胞ゲノム毒性の検出手法および in vitro リスク評価法開発のための研究 

分担研究項目: 転写に関連した突然変異生成の解析 
 

研究分担者 堀端 克良 国立医薬品食品衛生研究所 ゲノム安全科学部 
研究分担者 杉山 圭一 国立医薬品食品衛生研究所 ゲノム安全科学部  

A. 研究目的 
DNA 損傷が修復されないまま DNA 複

製が行われると、損傷部位に由来する塩基

置換、欠失、挿入などが固定され、突然変異

が誘発される。したがって、DNA 複製と突

然変異生成には密接な関連があり、活発に

細胞分裂する組織では突然変異が生じやす

い一方、神経系などの細胞分裂がほとんど

起きないサイレントな組織・細胞では、突然

変異は生じにくいと考えられてきた。しか

しながら、実際にはこのようなサイレント

な組織・細胞においても突然変異やがんが

生じることから、DNA 複製に依存しない、

あるいは DNA 複製以外の細胞内反応と関

連した突然変異生成機構の存在が示唆され

る。 
DNA 複製以外で DNA に直接関わる主

要な細胞内反応として、遺伝情報の発現過

程である転写が挙げられる。転写時には R
NA ポリメラーゼの進行、DNA の一過性の

一本鎖化、転写共役修復、R-loop 形成、DN
A トポロジー変化など、DNA 構造および 
DNA 上のタンパク質複合体の状態が大き

く変化する。これらの事象は、DNA 損傷の

修復、残存、あるいは突然変異としての固定

に影響を及ぼす可能性がある。このような

転写に関連して生じる突然変異生成は、転

写に関連した突然変異生成（Transcription-as
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本研究では、サイレントな組織・細胞における化学物質による突然変異誘発メカニズム

として、転写に関連した突然変異生成（Transcription-associated mutagenesis; TAM）

に着目し、これまでに樹立している CHO 系細胞をベースとした TAM 解析系（CHO/
TAM 解析系）を用いて、細胞分裂抑制条件下における TAM および化学物質の影響を

解析した。 
令和7年度は、前年度に明らかにした S 期進行阻害条件を TAM 解析に適用し、Rosc

ovitine（ROS）処理により S 期進行を抑制した条件下で、ドキシサイクリン（DOX）

添加による転写誘導およびアルキル化剤であるエチルニトロソウレア（ENU）処理が g
pt 遺伝子変異体頻度に及ぼす影響を検討した。その結果、ROS により S 期進行を抑制

した条件下においても、DOX 添加による転写誘導により gpt 変異体頻度が上昇するこ

とが示された。一方、ENU 処理条件下では、DOX 添加による転写誘導の有無によって

 gpt 変異体頻度に大きな差は認められなかった。以上より、CHO/TAM 解析系におい

て、S 期進行抑制下でも転写誘導に伴う突然変異生成が生じ得ることが示唆された一方、

今回の ENU 処理条件では、転写誘導が ENU による突然変異誘発性を明確に増強する

傾向は認められなかった。 
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sociated mutagenesis; TAM）として知られて

いる。 
本研究では、サイレントな組織・細胞にお

ける化学物質による突然変異誘発メカニズ

ムとして TAM に着目する。研究分担者が

これまでに樹立している CHO 系細胞をベ

ースとした TAM 解析系（CHO/TAM 解析

系）を用い、細胞分裂抑制条件下において、

転写誘導および遺伝毒性化学物質処理が突

然変異生成に与える影響を明らかにするこ

とを目的とした。 
令和7年度は、前年度に CHO/TAM 解析

系で明らかにした S 期進行阻害条件を実

際の TAM 解析へ適用し、S 期進行抑制条

件下において転写誘導が gpt 遺伝子変異体

頻度に及ぼす影響、ならびにアルキル化剤 
ENU による突然変異誘発性に転写誘導が

与える影響を検討した。 
 
B. 研究方法 
本研究では、これまでに研究分担者が樹

立しているCHO/TAM解析系で用いるCHO-
KTG5細胞株を用いた。本細胞株は、突然変

異解析の標的遺伝子である大腸菌 gpt 遺伝

子を含む gpt カセットを有するλファージ

DNAコンストラクトを、CHO Tet-On 3G細

胞に安定導入して作製したものである。本

解析系では、Tet応答性プロモーターの下流

に gpt カセットが配置されており、ドキシ

サイクリン（DOX）添加により gpt カセッ

ト上の転写を誘導することができる。転写

誘導後、細胞ゲノムDNA中に組み込まれたλ
ファージDNA領域を in vitro packaging に
よりファージとして回収し、cre組換え酵素

を発現する大腸菌に感染させることでプラ

スミド化し、gpt アッセイにより標的遺伝子

上に生じた突然変異を解析する。 
前年度においては、CHO/TAM解析系で接

触阻害や無血清培養では細胞分裂活性が十

分には抑制されない一方、ALLNまたはRosc
ovitine処理によりS期進行を抑制できる条件

を見出しており、本年度はその条件をTAM
解析へ適用した。 

図1に示した通り、具体的には、CHO-KT
G5細胞株に対してRoscovitine（ROS）を20 
µMの濃度で16時間事前処理し、S期進行を

抑制した。また、比較対照としてROSを事前

処理しない群も設定した。その後、ROS存在

下または非存在下で、遺伝毒性物質である

エチルニトロソウレア（ENU; Ethylnitrosour
ea）を12 µg/mLの濃度で4時間処理した。さ

らに、ENU処理後、ROS存在下または非存在

下でDOXを1 µg/mLの濃度で20時間処理し、

gpt カセット上の転写を誘導した。これによ

り、S期進行抑制の有無、アルキル化剤処理

の有無、および転写誘導の有無を組み合わ

せた処理群を設定し、各条件が gpt 遺伝子

変異体頻度に及ぼす影響を解析した。 
 
C. 研究結果 

CHO-KTG5 細胞株を用いた TAM 解析

において、各処理条件下で gpt 遺伝子変異

体頻度を解析した（図2）。その結果、細胞

周期阻害剤を処理せず、かつ ENU も処理

しない条件では、DOX 添加により gpt 変
異体頻度に弱い上昇が認められた。この結

果は、DOX による gpt カセット上の転写

誘導が、gpt 遺伝子上の突然変異生成を促進

し得ることを示唆する。 
ROS 単独処理群では、処理なし群と比較

して gpt 変異体頻度の上昇が認められた。

また、ROS 処理条件下においても、DOX 添
加により gpt 変異体頻度がさらに上昇した。

これは、ROS により S 期進行を抑制した

条件下においても、gpt カセット上の転写誘

導に伴い突然変異頻度が上昇し得ることを

示す結果であった。 
一方、ENU 処理群では、細胞周期阻害剤

を処理しない条件において、ENU 処理によ

り gpt 変異体頻度の明確な上昇が認められ

たが、DOX 添加によってさらに変異体頻度

が上昇する傾向は認められず、むしろわず

かな低下が見られた。 
ROS および ENU を併用した条件では、

ROS 単独処理群よりも高い gpt 変異体頻

度を示した。このことから、S 期進行抑制条
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件下においても、アルキル化剤である ENU
 による突然変異誘発性が認められること

が示唆された。しかしながら、ROS および

 ENU の併用条件下では、DOX 添加による

 gpt 変異体頻度の明確な変化は認められな

かった。 
以上の結果から、CHO/TAM 解析系にお

いて、S 期進行を抑制した条件下でも転写

誘導により gpt 変異体頻度が上昇すること

が示された。一方、今回の ENU 処理条件下

では、DOX 添加による転写誘導が ENU 誘
発突然変異を明確に増強する傾向は認めら

れなかった。 
 
D. 考察 
本研究では、CHO-KTG5 細胞株を用いた

 CHO/TAM 解析系において、S 期進行抑制

条件下での転写誘導および ENU 処理が g
pt 遺伝子変異体頻度に及ぼす影響を解析し

た。前年度までの検討により、CHO/TAM 解
析系では接触阻害や無血清培養では細胞分

裂活性が十分には抑制されない一方、CDK 
阻害剤等の処理により S 期進行を抑制で

きることが明らかになっていた。本年度は

この知見に基づき、ROS 処理による S 期
進行抑制条件を TAM 解析に適用した。 

DOX 添加のみで gpt 変異体頻度が上昇

する傾向は、これまでの先行的な検討でも

観察されていた。本年度の結果においても、

細胞周期阻害剤非処理かつ ENU 非処理条

件下で DOX 添加により弱い gpt 変異体

頻度の上昇が認められたことから、gpt カセ

ット上の転写誘導そのものが、標的遺伝子

上の突然変異生成に寄与する可能性が支持

された。 
また、ROS による S 期進行抑制条件下

でも DOX 添加により gpt 変異体頻度が

上昇した。このことは、DNA 複製の寄与を

相対的に低下させた条件下においても、転

写誘導に関連した突然変異生成が生じ得る

ことを示唆している。TAM は、細胞分裂が

乏しい組織・細胞において突然変異が生じ

る機構を理解するうえで重要な概念であり、

本結果は、CHO/TAM 解析系がその解析に

有用であることを示すものである。 
一方で、ROS 単独処理により gpt 変異体

頻度が処理なし群よりも上昇した点につい

ては、慎重な解釈が必要である。ROS は S
 期進行抑制を目的として使用しているが、

細胞周期制御以外の細胞内反応にも影響を

及ぼす可能性がある。したがって、ROS 処
理自体が DNA 損傷応答、修復、細胞生存性、

あるいは変異体選択に影響した可能性も考

慮する必要がある。今後は、ROS 以外の S
 期進行阻害条件との比較、処理濃度および

処理時間の最適化、細胞毒性および細胞周

期状態の詳細な確認を行うことで、S 期抑

制条件下での TAM の寄与をより明確に評

価する必要がある。 
ENU 処理条件では、ENU 単独処理によ

り gpt 変異体頻度が上昇したことから、CH
O/TAM 解析系において ENU のアルキル

化剤としての突然変異誘発性を検出できる

ことが確認された。また、ROS と ENU の
併用条件では、ROS 単独処理よりも高い g
pt 変異体頻度が認められたことから、S 期
進行抑制条件下でも ENU による突然変異

誘発性が見られることが示唆された。 
しかしながら、ENU 単独処理と ENU + 

DOX 処理を比較した場合、DOX 添加によ

る gpt 変異体頻度の明確な上昇は認められ

なかった。同様に、ROS による S 期進行抑

制条件下でも、ENU 処理と ENU + DOX 
処理の間で gpt 変異体頻度に大きな差は見

られなかった。したがって、今回の ENU 処
理条件では、DOX 添加による転写誘導が E
NU による突然変異誘発性を明確に増強す

るとは判断できなかった。 
この理由として、ENU による DNA アル

キル化損傷は、DNA 複製時のミスインコー

ポレーションにより突然変異として固定さ

れる寄与が大きく、今回の条件では転写誘

導に伴う変異生成の寄与が ENU による変

異誘発の背景に埋もれた可能性がある。ま

た、ENU 処理濃度、処理時間、DOX による

転写誘導タイミング、損傷修復の時間経過
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などが、TAM の検出感度に影響している可

能性も考えられる。 
以上より、本年度の結果は、S 期進行抑制

条件下でも転写誘導に伴う突然変異生成が

生じる可能性を示す一方で、アルキル化剤 
ENU による突然変異誘発性と TAM との

関係については、処理条件のさらなる最適

化が必要であることを示している。今後は、

ENU 以外の作用機序を有する遺伝毒性物

質、異なる DNA 損傷型、転写誘導のタイミ

ング、S 期抑制条件の違いを比較すること

で、化学物質誘発性 TAM の検出条件を明

確化する必要がある。 
 
E. 結論 
本分担研究では、サイレントな組織・細胞

における化学物質による突然変異誘発メカ

ニズムとして、転写に関連した突然変異生

成（TAM）に着目し、CHO-KTG5 細胞株を

用いた CHO/TAM 解析系により、S 期進行

抑制条件下での転写誘導および ENU 処理

が gpt 遺伝子変異体頻度に及ぼす影響を解

析した。 
その結果、ROS により S 期進行を抑制

した条件下においても、DOX 添加による転

写誘導により gpt 変異体頻度が上昇するこ

とを明らかにした。この結果は、DNA 複製

の寄与が低下した条件下でも、転写誘導に

関連した突然変異生成が生じ得ることを示

唆している。 
一方、アルキル化剤 ENU を処理した条

件では、ENU による gpt 変異体頻度の上昇

は認められたものの、DOX 添加による転写

誘導が ENU 誘発変異体頻度を明確に増強

する傾向は認められなかった。したがって、

今回の ENU 処理条件では、ENU 誘発突然

変異に対する転写誘導の寄与は限定的であ

る可能性が示された。 
以上より、CHO/TAM 解析系は、細胞分裂

抑制条件下における転写関連突然変異生成

を解析するための有用な実験系であると考

えられた。今後は、異なる遺伝毒性物質、処

理濃度、処理時間、転写誘導条件、ならびに

 S 期進行抑制条件を組み合わせて検討す

ることで、化学物質による TAM の検出条

件およびその機構をより詳細に明らかにす

る。 
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図１. TAM解析に適用したS期進行阻害剤等の処理条件 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２. TAM解析における各実験区でのgpt変異体頻度 
 

 

 


