
Ⅳ．平成２２年度終了特別研究 

２．エピジェネティクス作用を包括したトキシコゲノミクスによる環境化学物質

の影響評価法開発のための研究 

 

研究目的・目標の達成度 

［研究目的］ 

近年、各種の化学物質が遺伝子発現を変化させることにより生体に悪影響を及ぼすことが明らかにされ、

遺伝子発現の網羅的解析法であるトキシコゲノミクスが悪影響の検出に有効であることが示されてきた。従

来これらの研究は、遺伝子の機能はDNAの塩基配列に基づいて決定されるというジェネティクスの考え方を

基盤として進められてきた。しかし最近、塩基配列の変化によらず、DNA メチル化やヒストン修飾などの、

いわゆるエピジェネティックな修飾による遺伝子発現の調節機構であるエピジェネティクスの重要性が注目

されている。エピジェネティックな修飾は環境の影響を受けて変動しやすく、後発的な影響や経世代影響と

密接に関係することが報告され、環境化学物質の生体影響を考える上で極めて重要と考えられる。 

本研究では、現在世界各国で発癌などの健康被害をもたらしているヒ素を中心に、実験動物において高感

受性期や標的遺伝子、後発・経世代影響等に注目してそのエピジェネティック作用を検索し、生体影響との

関連や機序を明らかにすることを目的とする。また環境研で研究成果を蓄積してきたダイオキシンについて

もエピジェネティック作用に関して検討を加える。 

［研究内容］ 

サブテーマ１．環境化学物質のエピジェネティック作用における高感受性期、臓器特異性および後発・経世

代影響  

サブ1-1. 無機ヒ素のエピジェネティクス 

代表的なエピジェネティック作用の機序は、DNA メチル化修飾（5 メチルシトシン修飾）およびヒストン

のメチル化/アセチル化修飾変化による遺伝子発現調節である。複数のグループの先行研究で、マウスへのヒ

素の長期曝露または胎児期曝露による発癌増加とDNAメチル化変化の関連が報告されている。本研究ではこ

れらの実験系において、詳細なエピジェネティック作用の解析と生体影響との関連について検討した。 

 

1-1-1. ヒ素の胎児期曝露 

胎児期は一般的に化学物質に感受性が高い時期である。妊娠中にヒ素曝露を受けたC3Hマウスの仔(雄)が

74週（1年5カ月）令に達した時に肝癌を高率に発症することがWaalkesら（2004）によって報告され、エ

ストロゲン受容体α (ERα)プロモーター領域の DNA メチル化低下を介した ERαの発現上昇が原因であるこ

とが示唆されている。この実験系において、ヒ素の発癌への影響および各種後発影響とエピジェネティック

作用の関連を検討する研究を行った。 

方法：Waalkes らの実験にならって、妊娠したC3H マウスに妊娠8日から 18日の間のみ85 ppm 亜ヒ酸を含

む水を投与し、生まれた仔について約 74 週令まで経時的に検討を行った。遺伝子発現はリアルタイム PCR

で、DNA メチル化は Bisulfite シークエンス法で、ヒストン修飾変化はクロマチン免疫沈降(ChIP)法で、タ

ンパク発現はWestern blottingで検討した。血漿インスリン値はELISA法、血糖値はグルテストNeoスーパ

ーにより測定した。74週令雌雄の肝臓の腫瘍（腺腫・癌）の有無について、熊本大学・伊藤隆明教授の協力

を得て病理組織観察を行った。遺伝子発現の網羅的測定はGeneChip（Affymetrix社）を用いて行った。ゲノ

ムワイドな領域特異的DNAメチル化変化の測定は、国立がんセンター・牛島俊和博士、山下聡博士の協力を

得て、タイリングアレイの一種であるCpG islandアレイ（Agilent社）を用いたMeDIP -アレイ (Methylated 
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DNA-Immunoprecipitation -Array) 法で行った。 

 

1-1-2. 飲水中ヒ素の長期曝露 

Cui ら（2006）の先行研究で、A/J マウスにヒ素を長期投与すると肺癌が増加すること、その癌組織では

癌抑制遺伝子の DNA メチル化増加と発現抑制が起こることが報告され、DNA メチル化変化の発癌への寄与が

示唆されている。しかしこの報告では、癌抑制遺伝子の発現低下が癌の原因か結果かは不明である。そこで

癌を発症しにくいC57BL/6マウスにおいて、ヒ素曝露による癌抑制遺伝子の発現変化やDNAメチル化、ヒス

トン修飾変化を検索し、因果関係の検討を試みた。 

方法：雌雄 C57BL/6 マウスに 50 ppm 亜ヒ酸を 6 カ月飲水投与し、肝臓および肺における 癌関連遺伝子

（p16INK4a, Rassf1a, ERα, Cyclin D1) の発現をリアルタイムPCR法 で、プロモーター領域のDNAメチル

化をBisulfiteシークエンス法で、ヒストン修飾をChIP法で調べた。 

 

1-1-3. 低メチル食および飲水中ヒ素の長期曝露 

Okoji ら（2002）の先行研究で、C57BL/6 マウス（雄）を低メチル食、または低メチル食＋亜ヒ酸飲水投

与で飼育することによって、肝臓の5メチルシトシン量がそれぞれ約25％、または60-90％と大幅に低下す

ることが報告されている。本研究では 5 メチルシトシン量の精密分析法を確立し、Okoji らと同一の実験系

において5メチルシトシン量を測定し、ヒ素によるグローバルDNAメチル化変化量を明らかにした。 

方法：5-methyldeoxycytidine (5medC)のイオン化効率補正用安定同位体標識化合物を合成し、5メチルシト

シン量を5medCとして LC/ESI-MS法で精密測定する方法を確立した。雌雄C57BL/6マウスをOkojiらの実験

にならって普通食 (MSD)、低メチル食 (MDD) または低メチル食＋飲水中 50 ppm 亜ヒ酸投与 (MDD+As) で 5

ヶ月間飼育し、肝臓の5メチルシトシンを定量した。 

 

サブ1-2. ダイオキシンのエピジェネティクス 

 ダイオキシンは転写因子 AhR と結合し、AhR を活性化して遺伝子発現を誘導することによって毒性を発揮

する。ダイオキシンに対する感受性には臓器特異性があり、その感受性は活性化したAhRによって誘導され

る CYP1A1 などの遺伝子の発現の強さと相関すると考えられている。マウスの肝臓はダイオキシンによって

CYP1A1発現が強く誘導され、脾臓では弱い。このようなダイオキシン感受性の差にエピジェネティック作用

が関与するかどうかを検討した。 

方法：C57BL/6マウス雌にダイオキシンを投与し、肝臓と脾臓のCYP1A1の発現はリアルタイムPCRで、各種

ヒストン修飾はChIP法で調べた。 

 

サブテーマ２．環境化学物質のエピジェネティック作用のメカニズム 

2-1. ヒ素によるDNAメチル化変化とS-adenosylmethionine (SAM)、DNAメチル基転移酵素（DNMT)の関連の

検討 

DNAは SAMよりメチル基を供与され、DNMTの作用によってメチル化される。ヒ素も体内ではSAMからメチ

ル基を供与されてメチル化されることから、ヒ素によるSAMの消費を原因とするDNMTの発現抑制がグローバ

ルDNA低メチル化を誘導することが示唆されている。ヒ素によるグローバルDNAメチル化変化の機序を探る

ため、上記の1-3. 低メチル食および飲水中ヒ素の長期曝露の実験系において、SAMや DNMT発現量の関係を

検討した。 

方法： SAMと脱メチル化物であるSAHの量はHPLCで測定した。DNMT 3種類(DNMT1, DNMT3a, DNMT3b)の発

現量はリアルタイムPCRで測定した。 

 

2-2.メチル欠乏食およびヒ素による酸化的DNA損傷とDNAメチル化変化の関連 
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ヒ素によるDNAメチル化変化の機序を探ることを目的として、ヒ素の酸化ストレスによるDNA損傷に着目

して DNA メチル化変化との関連を解析した。具体的には、DNA のメチル化に関与するメチオニン、コリンを

除去したmethionine choline deficient diet (MCD食) 及びDNAの低メチル化を引き起こすことが報告され

ているヒ素を投与することにより、酸化ストレスとDNAメチル化変化との関連について性差を含め検討を行

った。 

方法：雌雄 C57BL/6 マウスを普通食、MCD 食、普通食＋ヒ素（50 ppm 亜ヒ酸）飲水投与、MCD 食＋ヒ素飲水

投与で1または3週間飼育し、肝臓について、酸化的DNA損傷の一種である8-hydroxy-2’-deoxyguanisine 

(8-OHdG)を HPLC-ECD 法で測定し、DNA メチル化量は 5-medC を LC/ESI-MS 法により精密測定した。更に、酸

化ストレス関連遺伝子、及びDNAメチル基転移酵素 (DNMT)の発現をリアルタイムPCRにより解析した。 

 

研究予算 

（予算額、単位：千円） 

 H19 H20 H21 H22 累計 
サブテーマ１ 18,000 18,000 16,000 14,000 66,000 
サブテーマ２ 2,000 2,000 4,000 6,000 14,000 
合計 20,000 20,000 20,000 20,000 80,000 

 

研究成果の概要 

［本研究で得られた成果］ 

サブテーマ１．環境化学物質のエピジェネティック作用における高感受性期、臓器特異性および後発・経世

代影響  

サブ1-1. 無機ヒ素のエピジェネティクス 

代表的なエピジェネティック作用の機序は、DNA メチル化修飾（5 メチルシトシン修飾）およびヒストン

のメチル化/アセチル化修飾変化による遺伝子発現調節である。複数のグループの先行研究で、マウスへのヒ

素の長期曝露または胎児期曝露による発癌増加とDNAメチル化変化の関連が報告されている。本研究ではこ

れらの実験系において、詳細なエピジェネティック作用の解析と生体影響との関連について検討した。 

1-1-1. ヒ素の胎児期曝露 

胎児期は一般的に化学物質に感受性が高い時期である。妊娠中にヒ素曝露を受けたC3Hマウスの仔(雄)が

74週（1年5カ月）令に達した時に肝癌を高率に発症することがWaalkesら（2004）によって報告され、エ

ストロゲン受容体α (ERα)プロモーター領域の DNA メチル化低下を介した ERαの発現上昇が原因であるこ

とが示唆されている。この実験系において、ヒ素の発癌への影響および各種後発影響とエピジェネティック

作用の関連を検討する研究を行った。 

Waalkes らの実験にならって、妊娠したC3H マウスに妊娠 8日から 18日の間のみ85 ppm 亜ヒ酸を含む水

を投与し、生まれた仔について約74週令まで経時的に検討を行った。 

その結果、①ヒ素曝露したマウスより生まれた仔(ヒ素曝露群、F1)の雄でのみ肝臓で腫瘍の増加を確認し、

先行研究と同一の結果を得た。しかし、対照群（ヒ素非曝露群）とヒ素曝露群マウスのそれぞれ正常肝、腫

瘍肝正常部分および腫瘍部分の検討を行った結果、先行研究で報告されたヒ素曝露によるERαプロモーター

領域の DNA メチル化低下も ERαの発現上昇も認められなかった。すなわち、ヒ素による腫瘍の増加には ER

αのDNAメチル化変化と発現変化は必須でないことが示された。 

さらに本研究では新たな結果として、②胎児期のみのヒ素曝露によって、雄の仔の肝臓で6週令までは変

化がないが、49 週令以降または 74 週令で後発的に発現変化する遺伝子の存在をみいだした。これらの遺伝

子の中にはプロモーター領域のヒストン修飾が変化しているものが含まれ、ヒストン修飾が遺伝子発現変化

に関与することが示唆された。一方 DNA メチル化変化は検出されず、DNA メチル化の関与はないと考えられ
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た。また F1 雌雄の仔(F2)の肝臓では同様な遺伝子発現変化は観察されず、F2 への経世代影響は見られなか

った。 

さらに後発影響として、③60 週令の雌雄の仔の脳の内側視索前野でそれぞれアンドロゲン受容体(ARα) 

と ERαのタンパク量が増加すること、これらの増加はリガンド非依存的であることが明らかとなった。 

④代謝機能への後発影響の総合的解析を行い、胎児期ヒ素曝露が60週令雄マウスにおいて、体重増加や血糖

値の上昇をはじめとする前糖尿病段階を導く可能性を明らかにした。これらの後発影響に対するエピジェネ

ティック作用の関与に関して今後検討が必要である。 

また、⑤集団型全自動行動学習装置IntelliCageを用いて、空間学習や高次認知機能を測定する簡便かつ

再現性の極めて高い試験法を確立し、ヒ素曝露による影響の検出を開始した。 

⑥ヒ素による肝癌に特有なDNAメチル化変化を検索するために、74週令雄の対照群の正常肝臓とヒ素曝露群

の肝癌組織について、最新の手法の一つであるMeDIP-アレイ法を用いてゲノムワイドな領域特異的DNAメチ

ル化状態の測定を行い、現在データ解析を行っている。今後ヒ素特有の肝癌増加に関するエピジェネティッ

クマーカー開発の可能性を検討する計画である。 

 

1-1-2. 飲水中ヒ素の長期曝露 

Cui ら（2006）の先行研究で、A/J マウスにヒ素を長期投与すると肺癌が増加すること、その癌組織では

癌抑制遺伝子の DNA メチル化増加と発現抑制が起こることが報告され、DNA メチル化変化の発癌への寄与が

示唆されている。しかしこの報告では、癌抑制遺伝子の発現低下が癌の原因か結果かは不明である。そこで

癌を発症しにくいC57BL/6マウスにおいて、ヒ素曝露による癌抑制遺伝子の発現変化やDNAメチル化、ヒス

トン修飾変化を検索し、因果関係の検討を試みた。 

雌雄C57BL/6マウスに50 ppm 亜ヒ酸を6カ月飲水投与し、肝臓および肺における 癌関連遺伝子（p16INK4a, 

Rassf1a, ERα, Cyclin D1) の発現や、プロモーター領域のDNAメチル化、ヒストン修飾を調べた。 

曝露後、対照群・ヒ素曝露群雌雄において肝臓と肺に腫瘍がないことを確認した。これらのマウスの肝臓と

肺について検討した結果、ヒ素曝露群の雄の肝臓でのみ、癌抑制遺伝子p16INK4aの発現が低下していること

が明らかとなった。p16INK4aプロモーター領域においてDNAメチル化変化は検出されなかったが、抑制型ヒ

ストンメチル化（H3K9me2）およびH3K9メチル化酵素G9aの増加が検出された。以上より、ヒ素によるp16INK4a

癌抑制遺伝子の発現低下にG9aのリクルートを介した抑制型ヒストン修飾の誘導が関与することが示唆され

た。同時にヒ素の作用に性差と臓器特異性があることが示された。 

 

1-1-3. 低メチル食および飲水中ヒ素の長期曝露 

Okoji ら（2002）の先行研究で、C57BL/6 マウス（雄）を低メチル食、または低メチル食＋亜ヒ酸飲水投

与で飼育することによって、肝臓の5メチルシトシン量がそれぞれ約25％、または60-90％と大幅に低下す

ることが報告されている。本研究では 5 メチルシトシン量の精密分析法を確立し、Okoji らと同一の実験系

において5メチルシトシン量を測定し、ヒ素によるグローバルDNAメチル化変化量を明らかにした。 

これまでの研究では、グローバルDNAメチル化変化すなわち5メチルシトシン量は、ラジオアイソトープ

ラベルしたメチル基を酵素存在下 DNA にとりこませる等の方法で行われていた。本研究では、

5-methyldeoxycytidine (5medC)のイオン化効率補正用安定同位体標識化合物を合成し、5メチルシトシン量

を5medCとして LC/ESI-MS法で精密測定する方法を確立した。雌雄C57BL/6マウスをOkojiらの実験になら

って普通食 (MSD)、低メチル食 (MDD) または低メチル食＋飲水中50 ppm亜ヒ酸投与 (MDD+As) で 5ヶ月間

飼育し、肝臓の5メチルシトシンを定量した。 

その結果、全シトシン中の5メチルシトシン量の割合は、雌雄あわせて4.8％－5.3％の間で変動するのみ

で、従来報告されているような大きな変動はないことが明らかとなった。さらに雄では5メチルシトシン量

は普通食 (MSD) >低メチル食 (MDD) >低メチル食＋ヒ素飲水投与 (MDD+As)の順に低下傾向を示し、雌では反
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対にMSD<MDD<MDD+Asの順に増加することが明らかとなり、ヒ素によるDNAメチル化変化に性差があることが

わかった。この性差がヒ素に対する感受性の性差に関与することが示唆された。 

 

サブ1-2. ダイオキシンのエピジェネティクス 

ダイオキシンは転写因子 AhR と結合し、AhR を活性化して遺伝子発現を誘導することによって毒性を発揮

する。ダイオキシンに対する感受性には臓器特異性があり、その感受性は活性化したAhRによって誘導され

る CYP1A1 などの遺伝子の発現の強さと相関すると考えられている。マウスの肝臓はダイオキシンによって

CYP1A1発現が強く誘導され、脾臓では弱い。このようなダイオキシン感受性の差にエピジェネティック作用

が関与するかどうかを検討した。 

C57BL/6マウス雌にダイオキシンを投与し、肝臓と脾臓のCYP1A1の発現、および各種ヒストン修飾はChIP

法で調べた。 

ダイオキシンによって誘導される CYP1A1 遺伝子のエンハンサー領域のヒストン修飾を肝臓と脾臓で比較

した結果、肝臓に比べて脾臓では、もともとの抑制型ヒストン修飾（H3K27me3）レベルが高く、活性化型ヒ

ストン修飾であるH3Ac、H4Acレベルが低いことが明らかとなった。また、ダイオキシン曝露によって肝臓で

はH3Ac、H4Acレベルが大きく減少し、脾臓ではH3K27me3レベルの増加傾向とヘテロクロマチンプロテイン

1 の有意な結合増加が明らかになり、エピジェネティック修飾がその後のダイオキシン反応性に関与するこ

とが示唆された 

 

サブテーマ２．環境化学物質のエピジェネティック作用のメカニズム 

2-1. ヒ素によるDNAメチル化変化とS-adenosylmethionine (SAM)、DNAメチル基転移酵素（DNMT)の関連の

検討 

DNAは SAMよりメチル基を供与され、DNMTの作用によってメチル化される。ヒ素も体内ではSAMからメチ

ル基を供与されてメチル化されることから、ヒ素によるSAMの消費を原因とするDNMTの発現抑制がグローバ

ルDNA低メチル化を誘導することが示唆されている。ヒ素によるグローバルDNAメチル化変化の機序を探る

ため、上記の1-3. 低メチル食および飲水中ヒ素の長期曝露の実験系において、SAMや DNMT発現量の関係を

検討した。 

上記 1-1-3.で DNA メチル化を測定した実験系で、肝臓の SAM 量および DNMT 発現量を測定した。雄の SAM

の量は普通食 (MSD)、低メチル食 (MDD) 、低メチル食＋ヒ素飲水投与 (MDD+As)群で差がなかったが、雌で

はMDD群、MDD+As群でSAM量が有意に低下した。1-1-3.の結果と考え合わせると、ヒ素がSAMを低下させて

グローバルなDNA低メチル化を誘導するという仮説が成り立たないことが示され、グローバルDNAメチル化

変化を誘導する他の因子があることが示唆された。またDNMT1の発現量は雄ではMSD群に比較してMDD群、

MDD+As群で有意に低下し、低メチル食やヒ素が雄ではDNMT1の発現を抑制し、DNAメチル化を抑制した可能

性が示唆された。 

 

2-2.メチル欠乏食およびヒ素による酸化的DNA損傷とDNAメチル化変化の関連 

ヒ素によるDNAメチル化変化の機序を探ることを目的として、ヒ素の酸化ストレスによるDNA損傷に着目

して DNA メチル化変化との関連を解析した。具体的には、DNA のメチル化に関与するメチオニン、コリンを

除去したmethionine choline deficient diet (MCD食) 及びDNAの低メチル化を引き起こすことが報告され

ているヒ素を投与することにより、酸化ストレスとDNAメチル化変化との関連について性差を含め検討を行

った。 

雌雄 C57BL/6 マウスを普通食、MCD 食、普通食＋ヒ素（50 ppm 亜ヒ酸）飲水投与、MCD 食＋ヒ素飲水投与

で1または3週間飼育し、肝臓について検討を行った。 

メチオニン・コリン欠乏食(MCD 食)投与群では 1 週間後、雄で各種酸化ストレス関連遺伝子の発現が有意
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に増加し、3 週間で雄雌共に酸化的 DNA 損傷の一種である 8-hydroxy-2’-deoxyguanisine (8-OHdG)が有意に

増加した。また3週間で5メチルシトシンが有意に減少しており、8-OHdGと 5メチルシトシンが負の相関を

示すことが明らかになった。更に、1及び3週間でDNAメチル基転移酵素（DNMT)遺伝子の中に発現が有意に

増加するものがみつかった。以上の結果から、MCD 食投与により生じた酸化ストレスが酸化的 DNA 損傷の誘

発を介して、DNAの低メチル化及びそれに伴うDNMT遺伝子の発現誘導を引き起こしていることが示唆された。

一方、1～3週間の50 ppmヒ素投与では、雄で5メチルシトシンの有意な減少が観察されたがその程度はMCD

食による減少より少なく、酸化ストレス関連遺伝子の発現や 8-OHdG 生成、DNMT 発現には顕著な影響は確認

されず、50 ppm亜ヒ酸短期曝露の影響はメチル欠乏食の影響より弱いことが示された。 

 

［研究目的・目標の達成度（自己評価）］ 

本研究では、化学物質に対する感受性が高い胎児期における曝露や、また長期曝露の実験系において、性

差・臓器特異性や後発・経世代影響に注目してエピジェネティクス変化を明らかにし、生体影響との関連に

関しての考察を行った。その結果、従来の仮説と異なる結論に至るデータを含め、ヒ素のエピジェネティッ

ク作用の性質に関して当初の予想を上回る多くの知見を得ることができた。本研究で得られた成果は、化学

物質の生体影響評価に今後エピジェネティクスからの視点を加える上で重要な科学的知見を提供するものと

考える。5メチルシトシンの精密分析法を確立し、エピジェネティクス研究に技術的にも貢献した。その他、

化学物質のエピジェネティクスに関して、招待講演5件を含むシンポジウム講演や、世界最大の毒性学会で

ある米国毒性学会大会、および日本エピゲノミクス研究会定例会でシンポジウムセッションを企画・進行し、

新たな研究分野の重要性の普及に貢献した。 
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