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　 DNA −damaging　 agents 　 from　 endogenous 　 and 　 environ −

mental 　 sources　 induce　 DNA −protein　 crosslinks （DPC ），
where 　proteins　are 　covalently 　trapped 　on 　DNA ，　For　the　elu −

cidation 　of 　the　biological　effect 　of 　DPCs ，　it　is　crucial 　to

monitor 　the　induction　and 　intracellular　dynamics　of 　DPCs ．
Alkaline　 elution ，　nitrocellulose 　filter　binding，　SDS −K 　pre−

cipitation ，　and 　comet 　assays 　have　been　used 　f（）r　the　deteひ
tion　of　DPCs ．　However ，　they 　are 　 all　indirect　detection
methods 　 of 　DPCs 　based　on 　the　 measurement 　of 　DNA 　 and

not 　 crosslinked 　proteins．　 In　 the　present　 study ，　 we 　 have
developed　 a　 novel 　direct　DPC 　detection　 method ，　 where

crosslinked 　proteins　 were 　 specifically 　labcled　 with 　FITC
and 　assayed 　fbr　fluorescence．　Cells　were 　treated　with 　vari −

ous 　aldehydes ，　typica】DPC −inducing　agents ，　and 　genomic
DNA 　was 　isolated，　The　induction　and 　removal 　of 　DPCs 　ill
cells 　as　well 　as 　their　in　vitro 　stability 　were 　monitored 　by　the
FITC −labeling　method ．　These　data　will 　be　presented　in血 e

meeting ，
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　内因性お よび環境中の DNA 損傷因子は，　DNA と タ ン パ

ク 質が 不 可 逆 的 に 結合 した DNA 一タ ン パ ク 質 ク ロ ス リ ン

ク （DPC ）損傷 を誘発す る 。 DPC の 生 物影響 を明 ら か に す

る た め に は．ゲノ ム に お ける DPC の 生 成量 と動態を明 ら

か に す る 必 要が あ る。DPC 定量 法 と し て は ，ア ル カ リ 溶

出 法，ニ トロ セ ル ロ
ー

ス 膜結合法，SDS −K 沈殿法 お よ

び コ メ ッ ト法 な どが用 い ら れ て い る が，こ れ らの 方法 は

い ず れ も，タ ン パ ク 質 と共 有 結 合 したDNA 量 に 基 づ き

DPC を間接 的 に 検 出す る もの で あ る 。本研究で は，ク ロ

ス リ ン ク タ ン パ ク質の 直接検 出 に基 づ く新規 な DPC 定量

法 を開 発 した。典 型 的 なDPC 誘 発 剤 で あ る 種 々 の ア ル デ

ヒ ド化合物 で MRC5 細胞 を処理 し，塩 化 セ シ ウ ム 密度勾

配超遠心 法で ゲ ノ ム DNA を精製 した 。 ク ロ ス リ ン ク タ ン

パ ク 質 をFITC で 標 識 し，蛍 光 測 定 に よ りDPC を定量 し

た。そ の 結果，生 理 的 に 意 味の あ る ア ル デ ヒ ド処理 濃度

（10％ 細胞生 存率）で 十分 な シ グナ ル が 得 られ る こ とが 分

か っ た。こ の 方 法 で 調 べ た DPC の 生 成 量，動 態，安 定 性

修復 の 影響 お よ び，FITC標 識 を用 い たDPC 検出 法の 高

感 度化 に つ い て 報 告 す る。
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　Nanomaterlals　 are 　 widely 　 utilized 　 fbr　 cosmetics 　 and

indus住ia旦products，　 and 　aro 　considered 　fbr　apPlications 　in

medicine ，　 whereas 　 the　 assessment 　 of 　genotoxicity 　and

safety 　of　nanomaterials 　is　of　concem 　to　human 　health．　We
found　induction　of 　DNA 　damage　and 　mutation 　in　lungs　of
mice 　exposed 　to　nanomaterials ，　including　magnetite （MGT ）
and 　multi −wall 　carbon 　nanotube （MWCNT ）．　However，　the
mechanisms 　involved　in　nanomateria1 −induced　genotoxicity
are 　not 　fully　understood ．　To　elucidate 　the　mechanis   s　of

genotoxicity 　caused 　by　nanomaterials ，　we 　carried 　out 　com −

prehensive　 DNA 　 adduct 　 analysis （DNA 　 adductome ） of

DNA 　samples 　derived　from　lungs　of　mice 　intratracheally
exposed 　to　nanomaterials ．　Based　on 　the　LC −MS ／MS 　data，
many 　spots 　suggesting 　DNA 　adducts 　were 　fbund，　and 　sev

−

eral　 spots　 were 　 commonly 　 observed 　 during　 MGT − and

MWCNT −treated　mice ，　but　not　detected　in　the　vehicle 　con −

trol．　Thus，　it　is　suggested 　that　these　spots　would 　be　charac −

teristic　 adducts 　fbr　nanoma 重erial 　exposure ．　The　 structural

detemlination　ofthese 　spots　is　now 　under 　investigation，

ナ ノ マ テ リア ル に よ りマ ウス 肺 に誘 発 され る

DNA 付加体 の 網羅 的解析

石 野 孔祐 且、加 藤 竜 也
1・2、松 田 知 成 3、

戸塚 ゆ加里 1、巾釜 斉
1

且
房 重が ん 研 究 セ ン タ

ー
励『究 原

2
鵬 励 冩立 犬嵯 房慰 環F，

3
翩 犬 学黻 圏 癒飜 塘質嬲 亡 ン ．タ ー

　 ナ ノ マ テ リア ル は化 粧 品 や工 業 製 品 に広 く利 用 され て

お り、医療 へ の 応 用 に つ い て も検討 され て い る 。

一
方 で、

ナ ノ マ テ リア ル の 安全 性 が 懸念 され て い る。こ れ ま で に 、
マ ウ ス にマ グ ネ タ イ ト（MGT ）や カ

ー
ボ ン ナ ノ チ ュ

ー
ブ

（MWCNT ）などの ナ ノ マ テ リ ア ル を経気道曝露す る と、
肺 で DNA 損傷 や 突然変異 が 誘発 され る こ とが 見出 され

て い る。しか しなが ら、そ の メ カ ニ ズ ム に つ い て は まだ

よ くわ か っ て い ない 。 本研究で は、ナ ノ マ テ リア ル に よ

る 遺伝毒性誘発 メ カ ニ ．ズ ム に つ い て 検討する た め 、ナ ノ

マ テ リ ア ル を経気道的曝露 した マ ウ ス 肺 の DNA 付加体

を網羅的に解析 した （DNA ア ダク ト
ー

ム 解析）。 曝露群 に

お い て 、DNA 付加体 とみ られ る 多数の ス ポ ッ トが 検出 さ

れ 、そ れ ら の ス ポ ッ ト は コ ン ト ロ
ー

ル 群 に は 見 ら れ な

かっ た 。 その うちの 複数 の ス ポ ッ トはM （ff及びMWCNT

投与群 に 共通 し て 観察 さ れ た こ とか ら、そ れ らの ス ポ ッ

トは ナ ノ マ テ リ ア ル 曝露 に よ っ て 肺 に 生 じ る 特徴 的 な

DNA 付加体 で あ る こ とが 推測され た 。 今後 は 、 こ れ ら

DNA 付加体 の 構造解析 に つ い て 検討 を 行う予定で あ る。
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