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研究概要

研究目的は放射線が多分化能を有する神経堤細胞を障害するか、あるいは左右非対称性発生にかか

わるホメオボックス遺伝子の発現に影響を与えるか否かを調べて、放射線の発生過程に与える影響の原

則的側面の見直しを検討することである。

解卵48時間あるいは72時間のホワイトレグホン腔にLinacを使用して6MeVの高エネルギーⅩ線を5Gy

から9Gy照射して、その影響を調べた。また、妊娠7.5日のマウスに252Cfあるいは3 MeVの中性子線を

0.5 Gy、 0.75 Gyおよび1.0 Gy照射して、同様に影響を調べた。中性子線照射により、左右軸の発生障

害が認められた。特に神経堤細胞に与える影響を調べるためにNTL3遺伝子の発現について調べた。ま

た、畢生における左右差に関連すると考えられているPitX2の発現にあたえる影響を調べた。

その結果、高エネルギーⅩ線により、 NTL3遺伝子の発現が極端に障害される例があることが判明した。

他の遺伝子群については、距によっては発現が低下していたが、低下していない腔もあり、全体的な傾

向としては発現に大きな変化はなかったPitx2遺伝子の発現も影響を受ける場合があることがわかった。

また、異常PitX2遺伝子の発現を強く示唆する例が認められた。結論として、放射線照射によりNTL3など

特にその発現に障害を受ける遺伝子がある可能性が示唆されると同時に、発生に関する特定の遺伝子

特にホメオボックス遺伝子の変異は生じないことがわかった。

その他、放射線に対する細胞防御に関連する遺伝子の発現について検討した。つまり、ニワトリ腰に高

エネルギーx線を照射して、 p53、 ATMおよびRAD51の発現に与える影響を検討した　5 Gyあるいは

8 Gyを照射後24時間のp53およびATM遺伝子の発現は対照群に比較して有意に低下していたp53

およびATMは放射線照射によるGl期停止や細胞死に関連する重要な遺伝子であり、放射線照射が細

胞の防御機構に影響を与えた可能性が示唆され、異常発生のメカニズムを解明する上で興味深い。ただ

し、タンパクレベルではp53の低下は顕著ではなかった。また、 RAD51遺伝刊ま放射線照射により最大2

倍程度発現の上昇が認められた。これは、今までの報告と異なる結果であり、放射線に照射により、 DNA

修復遺伝子の発現が増加する可能性がわかった。

以上の結果から、放射線照射により、発生に根本的に関わる遺伝子の発現t,こ影響が現れることがわか

った。しかし、特定の遺伝子に特異的な変異は起こらないこと、そして、細胞の修復システムに関しては新

たに検討する必要性が示唆された。
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研究目的

放射線に心臓に対する催奇形作用があることは周知の事実である。最近は低線量被爆による放射線の

影響に研究の主体が移行してきたが、最近、多量の放射線を妊婦が被爆しうる事故が起こる可能性を示

唆する出来事が生じたことは記憶に新しい。本研究の目的は、放射線による心・大血管異常形態形成の

メカニズムを遺伝子レベルで解明するための基礎的知見を得ることである。申請者は以前に放射線によ

る心臓奇形発現の研究をおこなっていたが、放射線が発生に関連するある特定の遺伝子発現に影響を

及ぼしていることを示す証拠はない。ところが、放射線照射の時期特異性による細胞障害が結果的に発

生のある特定の時期に発現する遺伝子産物を十分に機能させることができないために異常形態形成が

引き起こされることは十分考えられる。

心臓の形態形成には、神経堤細胞の心臓-の遊走およびそれら細胞の正常な発育と文化が必要であ

る。今までに、神経堤細胞の遊走障害による心臓の異常形態形成は数多く報告されているが、放射線に

よって神経堤細胞に障害が生じるという報告は見あたらない。

最近、神経成長因子グループの1つであるNeurotrophin-3 (NT-3)が神経堤細胞自身によって産生され、

神経堤細胞の生存因子となっていることが報告された。仮に、発生の適当な時期-の放射線照射が神経

堤細胞に障害を与えるならば、 NT」3遺伝子発現が影響を受けるはずであり、その発現低下は放射線に

よる神経堤細胞の障害を示す指標となりうる。そこで、本研究では、発生中の肱に放射線を照射し、 NT」3

遺伝子の発現状況を調べることにより、放射線が神経堤細胞の発育を障害しているか否か検討すると共

に、放射線による催奇形メカニズム解明の一助としたい0

-方で、最近、個体の左右差に関連すると思われる遺伝子が数多く同定されてきた。これらの遺伝子は、

腫内で左右非対称性に発現する。それらの遺伝子の中には、個体発生の根幹に関わると思われるホメオ

ボックス遺伝子も含まれている。

速中性子線を形態的に腔の左右差が現れてくるより前の妊娠ラットに照射すると、腔の発生中の心臓が

逆向にループすることがある。これは、放射線が個体の左右差を生じせしめる遺伝子発現に影響を与え

ている可能性を示唆している。また、放射線が発生の初期に発現するホメオボックス遺伝子を障害するな

らば、個体発生においてその影響は甚大である。そこで、今回は特に左右差に関連する遺伝子の中で

Pitx2について、放射線がその発現に影響を与えるか否か調べる。



高エネルギーⅩ線がChick腔の形態形成に与える影響

Chick胚に高エネルギーx線を照射して,その影響を調べた. 37度湿潤空気中で3日婚卵したホワイ

トレグホン腔にLinacを使用して6MeVの高エネルギーⅩ線を5Gyから9Gy照射した.対照には無照射

群を使用した.照射6日(醇卵9日)の生存率は, 5Gy照射群で約80%, 7Gy照射群で60%程度であっ

たが, 8Gy照射群では約25%に急激に低下し, 9Gy照射群では約10%であった(図1). 50%生存線量は

6, 5Gy程度と推定された(図1).照射腔には対照距に比較して発育遅延が認められ,体重には有意差

が認められた(図2).ただし、発育遅延の程度は線量依存的ではなかった。 5Gy照射群では3%に外表

奇形を認めたのみであるが, 6Gy照射群で約60%, 7Gyでは約75%に外表奇形が認められた(図3, 4).

micromeliaが外表奇形の主なものであったが(図3) , ectopia cordiaを合併している例もあった(図4).

8Gyおよび9Gy照射群では,主にmicrophthalmiaを中心とした顔面の奇形が認められた(図4).

04　　　　　　　　　　8　　　　10

Dose (Gy)

図1

生存率は線量依存性に低下した。 LD'5。は6.5 Gy程度であると推定される。
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図2

5Gyの照射では、発育遅延は認められないが、 、 6 Gy以上の高エネルギーⅩ線照射によ

り発育遅延が認められる。ただし、発育遅延は線量依存性ではなく、 9 Gy照射による発育

遅延の程度は、 6 Gy照射による発育遅延のそれと差は認められない。

図3

7 Gy照射群に認められた小肢症。 a:下肢の小肢。 b:上肢、下肢両方の小肢。
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図4

9 Gy照射群に認められた小眼球症を含む頭部顔面異常。 a:上肢の異常も認められる。喋

の異常も顕著であるbr aの例と同様小眼球症、喋の異常をはじめとする頭部顔面異常、

上肢の異常に加えて、胸腹裂による心臓逸所が認められる。
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252Cfがマウス腔の形態形成に与える影響

252Cfからの放射線は、 †線と中性子線を1 : 2の割合で含んでおり、核反応による放射線を模倣するのに

有用である。そこで今回、 252Cf核反応炉の事故等により、発生に関連するある特異的な遺伝子に重要な

影響が引き起こされる可能性があるか否かマウスを使用して検討した。その腫仔が器官形成を始めるより

早期である妊娠7.5日に、総線量として0.50 Gy、 0.75 Gyおよび1.00 Gy照射した。線量率は比較的低く、

0.29 cGy/分である。妊娠17.5日に母体を屠殺し、胎仔を調べた。

その結果、 1.00 Gy,照射群に生存胚は認められなかった(図5)O　生存率は線量依存性に低下したが、

線形的な低下ではなかった(図5) 。 0.5 Gy照射群と0.75 Gy照射群の生存率はそれぞれ91%と69%であ

ったLD'5。は約0.8 Gyであった(図5)0

はそんどすべての生存腔に、発育遅延が認められた(図6, 7) ,ただし、発育遅延の程度は線量依存的

ではなかった(図6)。外表奇形はあまり認められなかった。外脳症とノ」、眼症が0.5 Gy照射群の9%に、

0.75 Gy照射群の4%に認められたのみであった(図7、 8)。これらの症例では、羊水は血性を呈していた。

外脳症の症例では、非定型的で不規則な神経組織が認められ、脈絡叢組織が脳室内と推定される部位

によく発達していた(図9)。眼球に関しては、水晶体の異常形成が認められ、正常な網膜構造は欠落し

ていた(図10)tこの結果から、神経管の閉鎖時期よりかなり早期の照射により神経管閉鎖の障害が引き

起こされることがわかったOまた、神経管閉鎖の障害は線量依存性ではなかった。つまり、 Cf2.52の照射に

ょる神経管閉鎖の障害は確率的影響であり、 252Cfの照射により、神経管の閉鎖に関連する遺伝子の障

害が引き起こされた可能性が示唆されたO

0.25　　　　　　0.5　　　　　　0.75

Gy

図5

252Cf照射群の生存率O生存率は線量依存性であるが、線形ではないLD50は約8.0 Gyと

推定される。
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蝣

Control　　　　　0.5 Gy 0.75 Gy

図6

252,Cf照射による発育遅延。胎仔の体重は非照射群に比較して優位に低下している。

ただし、発育遅延の程度に線量依存性は認められない。
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A B C D

図7

A:妊娠17.5日対照胎仔。 B:0.75 Gy照射群に認められた外脳。 C:妊娠17.5日対照胎仔

D : 0.75 Gy照射群の胎仔。対照胎仔に比較して発育遅延が認められる。

図8

0.75 Gy照射群に認められた外脳。小眼症を合併している。
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図9

外脳症の脳組織。神経細胞の配列はかなり不規則である。第4脳室に相当すると思わ

れる部位に脈絡叢様組織がよく発達している。

図10

a:対照胎仔の眼球。水晶体と網膜の構造が観察できる。 b: 0.75 Gy照射群に認められた眼

球の形成異常。水晶体の異常形態形成が認められ、網膜は欠落している。
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3MeV中性子がマウス腔の形態形成に与える影響

中性子線がマウス腔に与える影響をしらべた。照射線量は252,Cf同様0.5 Gy, 0.75 Gy, lGyであるO生存

率は照射線量に依存性に、かつ比較的線形に低下した(図11)。 LD50は約0.55 Gyと推定され、 252Cfよ

り低値であった。つまり、 252,Cf照射においても高LETである中性子線の致死効果が高いと考えられた(図

ll)。

しかし、 252,cf照射と異なり、 1.0 Gy照射群に生存歴が少数ながら認められた(図Il)。 0.75 Gy照射群の

発育遅延の程度は、等線量の252,Cf照射群のそれより重篤であった(図12) 。また、 252Cf照射と異なり、発

育遅延の程度は、線量依存的であった(図12 t

注目すべき点は、 1.0 Gy照射群の2例の生存胎仔中1例に認められた外表奇形であるo頭部顔面の異

形成症候群が認められた(図13).下顎は欠損しており、耳介低位および象鼻様吻が認められた(図13),

脳は全前脳胞を呈しており、耳頭症と診断された(図14)。象鼻様吻には、毛包と咲上皮が認められた

(図14), ′J、眼球症も合併していた。これは、中性子線によって引き起こされた奇形として報告された初め

ての例であると考えられる。さらに、このケースは胸部器官の左右逆転が認められた(図15),心尖部は右

方に位置し、かつ形態学的右心室から大動脈が起始しており、完全大血管転換と診断された(図15),

つまり、心ループ形成が完全に左右逆転していたことが示唆された。

さらに、 1.0 Gy照射群のもう1例の心臓にも、左右に関する位置異常が認められた。この症例では、心尖

部は左側に位置していたが、大動脈が肺動脈と共に形態学的右心室から起始していたため、両大血管

右室起始症と診断された(図15),この症例も、心ループの左右形成の異常が示唆された。

0　　　0.25　　0.5　　0.75　　, Gy

図11

中性子線によるマウス胎仔の生存率。生存率は照射線量に依存性に、かつ比較的

線形に低下している。 LD50は約0.55 Gyと推定される。

ll
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Contro1　　0.50 Gy 0.75 Gy 1.00 Gy

図12

中性子線照射によるマウス腫子の発育遅延。発育遅延の程度は線量依存性である。し

たがって、 0.75 Gy照射群の発遅延の程度は、等線量の252,cf照射のそれより重篤であ

る。
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図13

1.0 Gy照射群に認められた、頭部顔面形成異常。全前脳胞症で、耳頭症と診断できる。下

顎の欠損(b) 、耳介低位、眼球異常、象鼻様吻が認められる。

図14

耳頭症例の頭部組織標本。 a:大脳半球は左右に分離しておらず、全前脳胞症である。 b :象鼻

様吻には、毛包と喚上皮が認められる。
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図15

a: 1.0 Gy照射群に認められた完全大血管転換とb :両大血管右室起始症
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高エネルギーx線がニワトリ胆NT-3遺伝子の発現に与える影響

醇卵48時間腔に5 Gyあるいは8 Gyの高エネルギーⅩ線を照射して、 NT-3遺伝子発現に与える影響

を調べた。照射後24時間に照射腔からRNAを抽出して、 RT-PCRを行った。

その結果、 NTL3遺伝子は発現は照射胆によって異なり、ほとんどその発現に影響が認められない胆が

多かったが、非常に発現が低下している肱も認められた(図16),このことから、 x線照射がNT-3遺伝子

の発現影響することがあることがわかった。 Ⅹ腺によるこの遺伝子の発現障害はAll or Non的であり、照

射群として統計的に扱うと、照射群の標準偏差が非常に大きくなるため、その発現低下は対照に比較し

て有意ではなかった。また、発現低下の程度は線量依存的ではなかった。 NT」3遺伝子の発現が低下し

た歴は、神経堤細胞をはじめとし、神経系の異常を惹起するものと思われる。

図16

高エネルギーⅩ線がニワトリ歴のNTL3遺伝子発現に与える影響。照射に

より極度にNT-3遺伝子の発現が低下している胆が認められる(レーン3,

4, 9) tただし、 NTL3遺伝子の発現低下は線量に依存していない。

C:対照、レーン1-5:5 Gy照射群、レーン6-10:8Gy照射群
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高エネルギーⅩ線がニワトリ腫Pitx2とShh遺伝子の発現に与える影響

鮮卵48時間降に5 GyあるいはS Gyの高エネルギーⅩ線を照射して、 Pitx2遺伝子発現に与える影

響を調べた。照射後2時間および24時間に照射陣からRNAを抽出して、 RT-PCRを行ったpitx2と

Sbhは発生の左右差に関わる遺伝子であると考えられている。

結果として、 NT-3遺伝子発現同様Pitx2遺伝子発現はⅩ線照射により影響を受けることがわかった(図

17) b胚によってはその発現に変化が認められないが、極度にPitx2遺伝子発現が低下している1匹が認

められた(図17) 。周様に、 Shh遺伝子の発現が極度に低下している陣が認められた(図18)(また、 NT-3

遺伝子発現-の影響とは異なり、 Pitx2遺伝子発現-のⅩ線照射の影響は線量依存性が認められた(図

17) 。 Pitx2遺伝子の発現が低下した歴は照射後24時間でもその発現程度が回復していないことがわか

った(図17)。 Shh遺伝子の発現についても同様であった(図18)e

このことから、 Ⅹ線照射により発生の左右差に関連する遺伝子の発現低下が起こりうることがわかった。

照射後2時間

C1 2　3　4　5　6　7　　C　8　91011121314

照射後24時間

Cl　2　3　4　5　6　7　　C　8　91011121314

P itx2

β -actin

図17

高エネルギ」x線がニワトリ1匹のPitx2遺伝子発現に与える影響NT-3遺

伝子の発現同様、照射により極度にPitx2遺伝子の発現が低下している胚

が認められる(照射後二時間:レーン9, 12, 13, 14、照射後24時間:レー

ン2, 9, 14).ォまた、 Pitx2遺伝子の発現低下は線量に依存しているように見

受けられる。

C:対照、レーン1-7:5Gy照射群、レーン8-14:8Gy照射群
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照射後2時間

C1 2　3　4　5　6　7　　C　8　91011121314

照射後24時間

Cl　2　3　4　5　6　7　　C　8　91011121314

図18

高エネルギーx線がニワトリ経のShh遺伝子発現に与える影響Pitx2遺伝子の

発覚同様、照射により極度にShh遺伝子の発現が低下している胚が認められる

(照射後二時間:レーン2, 4, ll, 13、照射後24時間:レーン2, ll)。 C:対照、

レーン1-7:5 Gy照射群、レーン8-14:8 Gy照射群
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高エネルギ-Ⅹ線がニワトリ腫BMP2およびTbx3遺伝子の発現に与える影響

解卵48時間胆に5 Gyあるいは8 Gyの高エネルギーⅩ線を照射した場合、高率に四肢の異常が発生

してくることが判明したので_,骨形成に関連するホメオボックス遺伝子であるBMP2遺伝子の発現に与え

る影響を諏べた。また、周様にホメオボックス遺伝子の1つであるTbx3遺伝子の発現に与える影響も嗣べ

たo ・照射後2時間および四時間で照射伍からRNAを抽出して、 RT-PCRを行った.

NT-3遺伝子、 Pitx2遺伝子やshh遺伝子の発現と異なり、放射線によってBMP2の発現が極度に低

下した伍は認められなかった(図18) ,このことからⅩ線による四肢の発生異常はBMP2の特異的に発現

低下によるものではないことがわかった。ただし、照射群の照射後2時間のBMP2の発現程度は、対照に

比較すると低下していた(図20) c照射群のBMP2の発現は、照射後24時間には対照のそれと同レベル

にまで回復していた(図蝣20) ,

Tbx3は照射群として遺伝子の発現低下が著しかった遺伝子である。特に5 qト照射群の照射後2時間

で発現低下が著しかった(図1-9) i発現低下は線量依存性ではないが、さらなる検討が必要と思われる0

Tbx3遺伝子の発現低下も、照射後24時間で対照群の発現レベルにまで回復していたが、 8 Gy照射群

については照射後24時間で対照レベルに比較して発現過剰が認められた(図20) <これはリバウンドに

よるものかも知れないが、これについてもさらなる検討が必要と思われる。

照射後2時間

CT　2　3　4　5　6　7　　C　8　9壬0壬1121314

照射後24時間

C1 2　3　4　5　6・　　C　8　9101112壬3I4

L当118

高エネルギーⅩ歳がニワトリ胚のBh伊2遺伝子発現に与える影響wT-3、 Pitx2遺伝子

やsbh遺伝子の発現とは異なり、照射により極度にBMP2遺伝子の賓現が低下してい

る距は認められない。 C:対照、レーン1-7:5 Gy照射群、レーン8-14:8 Gy照射群
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照射後2時間

C1 2　3　4　5j6　7′ 、C　8-9101112ユ314

図19

高エネルギーⅩ線がニワトリ随のTbx3遺伝子発現に与える影響。 5 Gy照射群の

随は照射により極度にTbx3遺伝子の発現が低下していた。 C:対照、レーン1-

7:5 Gy照射群、レーンS-14:SGy照射群

5Gy

0　8Gy
ロ　5Gy
8Gy

図20

高エネルギーⅩ線がニワトリ随のBMP2遺伝子とTbx3発現に与える影響o照射後2時間の

照射群の腫臥BMP2遺伝子の発現が低下しているTbx3遺伝子については、 5 Gy照射

群の照射後2時間の歴の発現低下が著しい。どちらの遺伝子についても、照射後24時間

で、その発現は対照レベルに回復しているTbx3遺伝子については対照に比較して発現

過剰が諦められる。

C:対照、レーンl-7:5<3y照射群、レーン8-14:8 Gy照射群
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Cf252がマウス随のNT-3、 Pitx2およびEts-2遺伝子発現に与える影響

妊娠7.5日にCP52を0.75 Gy照射した距につき、妊娠10.5日随のNT-3, Pitx2およびEts-2遺伝子の

発現を調べた。照射群の姪からRNAを抽出し、 RT-PCRを行ったNT-3は神経堤細胞の生存因子として

考えられているOまた、 Pitx2は左右非対称性発生に関連する因子と考えられている。さらに、 Ets-2は心

臓の発生にも密接に関連すると考えられている。

結果として、これらの遺伝子の発現状況は、随により異なっており、全体として升照と比較して、特にそ

の発現が低下している結果は得られなかったが、これらの遺伝子の発現が極端に低下している歴が認め

られた(-図21、 22)c特に五tsT2遺伝子の発現が極端に低下していた(図21, 22)。また、発現そのものは

低下していなくても、 pitx2の突然変異が疑われる歴も静められた-(一図21) ,ただし、変異が疑われる例は

1例のみで、他の遺伝子群についても、遺伝子変異が疑われる例は認められなかった。

C　1　2

nt-:

Etfr-2

β -Aotm

C: Control

1: e血b

2: emb

図21

cf252照射によるNT-3、 Pitx2およびEts-2遺伝子の発現の変化Embryolでは発現そのものは

低下していないが、 pitx2は2つのバンドが認められ、この遺伝子が突然変異を起こした可能性

が示唆されるEmbry02では、これらの遺伝子の発現が低下している。特に、 Ets-2遺伝子の発

現は極端に低下しているQ
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ロ　NT-3
PitX2

S Ets2

60

1

」
embryoi embry02

図22

EmbryolではNT-3、 Pitx2およびEts-2遺伝子の発現そのものは低下していない。

Embry02では、これらの遺伝子の発現は1/2以下に低下しているO特に、 Ets-2遺伝子

の発現は極端に低下しているO

-I'lIullli

異常の結果から、放射線照射により、 NTL3遺伝子の発現が障害を受ける可能性が示唆された。放射

線照射による神経系異常はNTL3遺伝子の発現異常のみが原因とは考えられないが、その発現異常が

大きく関与している可能性が示唆された。

中性子線の照射により、左右軸の障害が引き起こされることがわかった。また、左右差の決定に関連す

る遺伝子の発現にも影響が現れる例も判明した。しかし、一般的には放射線照射により、種々の遺伝子

発現に影響が認められるものの、特定の遺伝子に変異が起こることはないことがわかった。
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高エネルギーx線によるp53, ATMおよびRAD51遺伝子の発現誘導について

要旨

電離放射線照射によるDNA損傷に対して、細胞は種々の修復行動を行う。本研究では、電離放射線

がDNA修復システムに関連する遺伝子の発現にあたえる影響を調べたp53は放射線照射に対して細

胞分裂をGl期で停止させるか、あるいはアポトーシスに導くATMはp53の活性化と安定化に寄与する。

RAD51はDNAを相同組換えによって修復する。そこで、高エネルギーx線5 Gyおよび8 Gyをニワトリ

腫に照射して、 p53、 ATMおよびRAD51遺伝子の発現がどのように変化するかRT-PCR法を使用して調

べた。照射後24時間では、 p53およびATM遺伝子の発現は対照に比較して低下していた。特にATM

遺伝子発現量は対照の1/2以下に低下していた。一方で、 RAD51遺伝子は照射群において、 1.5倍から

2倍発現量の増加が認められた。このことから、放射線照射により、 DNA損傷の修復に関連する遺伝子の

発現が増加することがわかった。このことはRAD51の転写調節メカニズムを解明する上で興味深い。これ

らの遺伝子の発現増加については線量依存性が認められ、 8 Gy照射群での発現量増加が5 Gy照射群

のそれを上回った。また、 p53遺伝子やATM遺伝子の発現量低下については、抑制的な転写調節が働

いた結果なのか、あるいは照射によるダメージの結果であるのか判断はできない　P53遺伝子産物そのも

のは増加することがわかっているので、抑制的な転写調節が作用するとは考えにくい。しかし、これらの因

子は修復システムのコアになる機能を有しており、放射線照射により突然変異を起こした因子が増加する

ことを避けるようなメカニズムが細胞内には存在するのかも知れない。本研究から、 p53やATMに関して

は、放射線照射による転写誘導は起こらず、 DNA障害時点において細胞内に現有しているそれらの産

物を最大限利用するようなメカニズムが機能していることが予想される。また、 ATMがRAD51の転写調節

の上流に位置する可能性が示唆される。

序言

電離放射線を照射すると、細胞はDNA損傷の修復のために.Gl期で分裂を停止するか、あるいは

DNAの損傷が不可逆である場合はアポトーシスを引き起こす　G,期での分裂停止およびアポトーシス

にはp53が関与していることが古くから知られていた1) p53は転写活性を持ち、 p21WAF,の発現を誘導し

た場合はG1期での分裂停止が起こり、 Baxやp53AIPlの発現を誘導した場合にアポトーシスが起こるら

しい2,3)これらの発現調節の違いはp53の互いに異なる場所のアミノ酸残基のリン酸化により調節されて

いると考えられている3-7)

DNA損傷による細胞内のp53の蓄積は、 p53の発現調節によるものではなく、 N末にあるセリン残基の

リン酸化によりp53が安定化するために引き起こされる5-8)′。最近、p53の安定化と活性化はATM

(Ataxia Telangiectasia-mutated)を介して引き起こされることが判明してきた9-ll) ATM遺伝子はAT (毛

細血管拡張性小脳失調症)の原因遺伝子の正常型遺伝子として単離されたものであり、その産物は370

kD程度の分子量を持つリン酸化酵素である12,13)さらに、 DNA損傷により活性化したArMはChk2を

活性化し、 Chk2がp53をリン酸化する系の存在も判明してきた10,ll,14)しかし、放射線照射によるDNA

損傷において、 ArMの転写がどのように調節されるのか、あるいはp53の転写そのものがどのように変化

するのかということについては不明な点が多い。

一方で、細胞には放射線照射により損傷を受けたDNAを修復するシステムが存在する　RAD51は

DNAの2重らせん切断を相同組換えにより修復する酵素である15) RAD51は大腸菌のRecAと呼ばれ
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る酵素と非常に相同性が高い構造を有しており16)、 DNA修復システムは進化的に高度に保持されてきた

システムであるらしい15,17)ところが高等細胞において、 DNA損傷によりどのようにRAD51が発現してく

るのかそのメカニズムについては良く知られていないRAD51はATMやp53と相互作用を有していると

する報告もあるが18-20)、詳細はよくわからない。そこで、本研究ではニワトリ腔に高エネルギーⅩ線を照

射して、 p53、 ATMおよびRAD51遺伝子の発現がどのように変化するか検討したo

材料と方法

・・:一　　　言∴二l'トw": -;・-蝣: al＼二・l

ホワイトレグホン有精卵を37.5度湿潤空気中で72時間卯字卵した。有精卵はLinacにて6 Mevの高エ

ネルギーⅩ線を5 Gy (実質照射線量5.2 Gy)あるいは8 Gy (実質照射線量8.6 Gy)照射したO照射後

2時間および24時間に腔を取り出し、 Total RNAをRNeasy (Quagen, Valencia CA, USA)を使用して抽出

した。

RT-PCR (Reverse transcription-polymerase chain reaction)

RNAから逆転写反応によりcDNAを作成した。逆転写反応にはM-MLV逆転写酵素(GibcoBRL, Life

Technologies, Inc. Gaithersburg, MD, USA) 、 9 merランダムプライマー(Takara, Tokyo, Japan)および

OligoT6プライマー(Toyobo, Tokyo, Japan)を使用したPCRプライマーはGenBankから得たp53、 ATM

およびRAD51のニワトリ遺伝子配列から設計した。上流プライマーと下流プライマーは以下のとおりであ

るO

P53

5 'AGACCACCAAACGGCACA3 '　　　　5 'TCCCTCCACCTTCACACG3つ

ATM

5 'CCCTGCTGTGTGGTTTGAG3 '　　　　5 'ATCCTCTGGTCCCTGCTGT3 '

RAD51

5 'GAGGAGGTGGAGAAGGAAAA3 '　　5 'TCAGGAAGGCAAGGAGAGT3 '

p53およびATMのPCRにおけるアニーリングは55.5度で1分、RAD51は57度で1分、計35サイク

ル反応を行った。

pcR産物の電気泳動象はスキャナーでデジタル化し、 Sicon Image (Ver. β4.0.2)にて数値化した。ベ

ータアクチンのPCR産物も同様に測定し、補正に使用した。

結果

照射後2時間については、発育が十分でない有精卵が多く、十分なRNAを安定して抽出することがで

きなかったOそのため予備的な結果しか得られなかった(図23)。 RT-PCRはp53遺伝子についてのみ行

った。 5 Gy照射群は5個の腔からRNAを得たが、 8 Gy照射群では1個の腔からのみRNAを得ること

ができた5 Gy照射群でのp53の発現にはばらつきが大きく、対照に比較して130%程度発現量が増加

している腔もあったが、ほとんど発現が認められない腔も3個あった(図23)cもっとも、これらの月到ま抽出

できたRNA量も少なかった8 Gy照射群の1個の腔は対照に比較して発現量が増加していた(図23)。

照射後24時間のp53遺伝子の発現は、対照に比較して低下していた(図24)。 5 Gy照射群ではおお

23



むね対照の70%程度、 8 Gy照射群では88%程度であった。ただし、 8 Gy照射群においては対照より発

現が増加している胚も認められた(図24)。照射群のATM遺伝子の発現は、対照群に比較して、 p53遺

伝子の発現よりもさらに低下していた。特に5 Gy照射群では対照の1!2以下まで平均発現が低下してい

たO興味あることに、 8 Gy照射群では、 5 Gy照射群に比較してATM遺伝子の発現低下の程度が小さく、

おおむね対照の75%程度であった(図24)t

一方で、 RAD51遺伝子は、 X線照射により発現量が増加していた。特に8 Gy照射群においては、対象

の2倍程度平均発現量が増加していた(図24)t対照の300%近い発現量を示す胚も認められた(図24、

RAD51泳動レーン: 10)(

照射群におけるp53、 ATMおよびRAD51遺伝子の平均発現量に関しては、線量依存性を示す傾向に

あった。しかしながら、照射線量が高い群において、それぞれの遺伝子の平均発現量が高い傾向を示し

ている(図24)cただし、それぞれの遺伝子の5 Gy照射群における平均発現量と8 Gy照射群における平

均発現量との間にt検定で有意差は認められなかった(p>0.05)」

照射群では、 p53、 ATMあるいはRAD51遺伝子の発現には、個々の距の間でばらつきが認められた。

例えば、 5 Gy照射群のある距では、 p53遺伝子の発現が極めて低く、 ArM遺伝子に至ってはほとんど発

現が認められなかったが、 RAD51遺伝子はよく発現していた(図24、泳動レーン:5)。逆に、 8 Gy照射群

のある距では、 p53とATM遺伝子の発現は認められたにもかかわらず、 RAD51遺伝子の発現はほとんど

認められなかった(図24、泳動レーン:9)。 RAD51遺伝子の発現量に関しては、 5 Gy照射群と8 Gy照射

群の分散に優位差が認められた(F検定p<0.05)c

対照群のp53遺伝子発現のばらつきについて検討した結果、 74時間(照射後2時間の対照)と96時

間拒卵群内(照射後24時間の対照)のp53遺伝子発現量のばらつきは、それぞれの群において平均発

現量のおおむね土10%程度であった。それぞれの群の発現量の分散に対しF検定した結果、分散に差

は認められなかった(p>0.1)cまた、 t検定の結果もp>0.1であり、対照群間のp53遺伝子発現量に有意

差は認められなかった。対照群のATMとRAD51遺伝子の発現量のばらつきについては検討していな

い。

考察

本研究の結果、高エネルギーx線照射によってp53遺伝子とATM遺伝子の発現が低下することがわ

かった。放射線照射により、発生中の個体には種々の異常が生じることはよく知られているが、実際に同

様の条件における照射により、ニワトリ腔に全身の発育遅延、小肢、無肢、あるいは小眼球症を中心とし

た顔面異常が引き起こされる(研究室データnotshown)tこれらの異常は、全身、あるいは肢芽や眼球原

基の細胞・組織の発生遅延・障害によって引き起こされるわけであるが、異常発生メカニズムとp53遺伝子

あるいはATM遺伝子の発現低下との関連が興味深い。

DNA損傷を与えたときに細胞内に活性化したp53がすみやかに蓄積してくること、あるいは細胞内で

p53を過剰誘導するとG1期での停止やアポトーシスが増加することから、放射線照射によるDNA損傷を

受けたとき、細胞はp53を介してその分裂をGl期で停止するかあるいは細胞をアポトーシスに誘導すると

考えられている1)G,チェックポイントのメカニズムに関しては比較的良く解明されている。活性化p53は

転写活性を有しており、p21WAFlを誘導する21)-TiWAFI
p21はCdk(cyclin-dependentkinase)inhibitorであり、

Cdkの作用を抑制することでG1期での分裂停止を引き起こすと考えられている。実際に、P2JWAFlが結合

したcyclinA/Cdk2複合体の活性は、P2JWAFlが結合していない複合体の活性よりもかなり低下しているこ

とが示されている21)
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p53によるアポトーシスの誘導メカニズムはより複雑で、 p53の転写活性に依存しないアポトーシス誘導

システムも報告されている1)。しかしp53が転写因子として発現を調節している遺伝子は数多く22)、最近で

はその転写活性が関与していると思われるアポトーシス-の誘導システムが判明しつつある23)たとえば、

p53はBax遺伝子を発現させることによりアポトーシスを誘導することか知られている2)。より最近では、

Odaら3)によりp53がp53AIPl遺伝子を発現しアポトーシスを誘導する証拠が示された。これらはミトコン

ドリア膜電位を低下させ、チトクロームCの放出を促進する。その結果活性化されたカスパーゼにより、

CAD (caspase activated DNase)が活性化し、 DNAを切断することによりアポトーシスにいたると考えられて

いる。

DNA損傷による細胞内-のp53の蓄積は、 p53遺伝子の発現が誘導されるのではなく、 p53の安定化

によることが判明している1)。 p53のN末側には前癌遺伝子産物であるMdm2が結合している。 Mdm2は

ユビキチンに親和性があり、そのためp53はSlプロテオソ-ム系において分解される。細胞内でp53の

p21WAFlに対する転写因子としての活性化は、セリン残基のリン酸化により引き起こされることが判明して

いたが、安定化もセリン残基のリン酸化によることが報告されている5-7)っまり、ヒトp53の場合、 Ser15の

リン酸化によりp21に対する転写活性を示すようになるが、それにはSer20のリン酸化が必要で、これらの

セリン残基がリン酸化することによりMdm2がp53から解離することが判明した5-7)。マウスp53の場合、

Ser18がヒトp53のSer15に相当するが、 DNA障害によりやはりこのセリン残基がリン酸化される24)ァポト

-シス誘導系における転写活性の場合はSer46のリン酸化が必要であるとの報告もある3,4)

今回の実験によれば、放射線照射によりp53の発現が低下することから、 p53の蓄積にはp53の安定

化が極めて重要であることが示唆される。ただし、単一系の細胞を用いた実験と異なり、個体内には分化

程度が大きく異なる細胞が存在するため、照射群の個体内で本当にp53が蓄積しているかどうかタンパク

レベルでの確認が必要である。

一方、 p53のSer15とSer20のリン酸化はArMによって引き起こされることが判明している9,10,25)。 ArM

遺伝子の変異はAT(毛細血管拡張性小脳失調症)を引き起こす。 ATは常染色体劣勢遺伝病で、神経

細胞変性、免疫不全、悪性リンパ腫等の易発症性、早老、放射線高感受性を特徴とする。そのため、

ATMが何らかの形でDNA修復システムに関与していることが指摘されていた　ATMが欠損した細胞系

ではp53のSer15とSer20のリン酸化が起こらないので、 ATMは直接p53のリン酸化酵素として機能して

いると考えられていた。ところが最近、 ATMはChk2のThr68をリン酸化して活性化し11,14)、活性化した

Chk2によりp53のSer20がリン酸化されることが判明した26) chk2はCdc2のSer216をリン酸化すること

によりその活性を阻害し、その結果Cdc2の脱リン酸化が起こらず、細胞をG2期で停止させることが知られ

ていた27)さらに最近、 ATMはMdm2を直接リン酸化するという報告がMayaらによってなされた28)その

報告によると、 Mdm2のC末端側にあるSer395がDNA障害依存性に活性化してくるATMによってリン

酸化されるらしい。彼らは、 Ser395がリン酸化されたM血12はp53を核から細胞質-輸送する能力が低減

しており、その結果p53の分解が抑制されるのではないかと仮説している。このように、 p53を介するDNA

修復システムのかなり上流にある遺伝子がATMであるが、それ自身の発現メカニズムについてはよくわ

かっていない。

今回の実験では、放射線照射によりArM遺伝子の発現が大きく低下した。これは我々の予想に反し

た結果であったATM量が低下すれば、 p53の安定化が促進されないため、 p53の蓄積が起こらず、分

裂停止あるいはアポトーシスという細胞の防御システムが機能しないことになる。このことから、放射線照

射によりATMが増加するのではなく、未知のメカニズムによりリン酸化酵素として活性化するのではない

かと考えられる。 ATM遺伝子はサイズが比較的大きいため12,13)、放射線による損傷を受けやすいかもし
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れない。細胞修復の要となる因子が変異を起こすことは細胞環境にとっては好ましくないであろう。つまり、

修復に関して細胞は、放射線照射による傷害を受けるまでに転写・翻訳を完了していた因子を有効利用

するようなメカニズムを有しているのかもしれない。さらに大胆に仮説すれば、放射線照射後これらの遺伝

子に対する転写活性を抑制するようなメカニズムの存在も視野に入れる必要があろう。ただし、放射線照

射により腫内の細胞が回復Lがたいほどの障害を受けたという可能性も残されるため、照射直後、あるい

は照射後241時間以降におけるこれらの遺伝子の発現状況も検討する必要がある。さらに、5Gy照射群よ

りも8Gy照射群のほうがATMの発現量が高いという結果は、上記したような仮説に矛盾しており、今後の

検討が必要である。照射個体内のATM量がどのように推移するかということも今後の検討課題である。

一方で、今回の実験から、放射線照射によりRAD51遺伝子の発現量が増加することがわかった。放射

線照射によりDNAはその2重らせん鎖の切断という重篤な障害をこうむり得る。このようなDNA2重らせ

ん鎖の切断を修復する酵素の1つがRAD51である15,17,29)

RAD51は、大腸菌で相同組換えを行う修復酵素として知られているRecA遺伝子の相同遺伝子として

単離された16)多くの種ではRAD51遺伝子と相同性の高い遺伝子が存在するため、この遺伝子は進化

的に保持されているらしい15,17)したがって、RAD51遺伝子はニワトリ細胞にも存在することが確認されて

いる30)この酵素はDNA上でらせん状フィラメントを構成しており、DNAの相同組換えはそのらせん状フ

ィラメントを介して行われる16,31)。つまり、RAD51は損傷を受けてむき出しになったDNAの1本鎖を認識

してフィラメントを形成し、活性化する。ただし、RAD51の相同組換えの分子メカニズムについては明らか

ではないOしかしながら、RAD51遺伝子の欠損は染色体の断裂を引き起こし、致死性である32)ことから、

RAD51が非常に重要な修復酵素であることは間違いない。

われわれの実験結果と異なり、晴乳動物細胞では、電離放射線によりRAD51の転写は誘導されない

という報告がある20)っまり、放射線により誘導されるArMやc-AblによりRAD51がリン酸化され、その結

果RAD51はRAD52と結合してその複合体の蓄積が起こるらしい20,33)実際、c-AblはRAD51のThy54

をリン酸化する34)しかし、C⊥AblによるRAD51のリン酸化はRAD51のDNA-の結合を阻害するらしく3

4)、RAD51の活性抑制に働いていると予想される0-方最近、ATM-/一細胞においては、ATM+'蝣/+細胞以上

に放射線照射によるRAD51のフォーカスの形成が認められるという報告がなされた35)彼らの実験によ

ると、放射線を照射した場合、ATM+/十細胞ではより短時間にRAD51が蓄積してくるが、照射後時間がた

てば、ATM-'蘭胞のRAD51蓄積量のほうが大きくなる。この報告は、放射線照射によりATMの発現が低

下した場合、RAD51の発現が上昇するという我々の実験結果を部分的に補佐している。つまり、RAD51

のリン酸化のみならず、その転写誘導に何らかの形でATMが関与している可能性が示されたわけである。

彼らは、ATM-'一細胞において照射後RAD51がより蓄積するのは、Gl停止が起こらないために修復されて

いないDNAが蓄積してくる結果ではないかと推察している。そうであるならば、ATMの発現低下の程度

が高ければ、RAD51の発現誘導も上昇するはずであり、この点については我々の実験結果と一致しない。

また、腫癌細胞では、RAD51遺伝子の転写が活性化しており、RAD51が細胞内に正常細胞の2-7倍蓄

積しているという結果も報告されている36)。これらの細胞内でのRAD51は活性が低下しているらしいが、

この報告では、RAD51蓄積の結果、腫癌細胞は細胞死を抑制されるのではないかと仮説している。我々

の実験結果とこれらの報告からは、放射線照射によるRAD51の転写誘導を引き起こすメカニズムの存在

が予想される。このようなメカニズムの解明が今後の検討課題であると思われる。
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照射後2時間のp53遺伝子の発現。 5 Gy照射群のp53遺伝子の発現にはばらつきがみら
れた。対照に比較して発現が増加している腔もあったが(レーン:4) 、 3個の距ではほとんど

発現が認められない(レーン:2, 3, 5)0 8 Gy照射群では対照に比較して発現量が増加して

いた(レーン:6)。 M:Marker, C:対照、 l-5:5Gy照射群、 6:8Gy照射群。対照に関し
ては、対照群のNAを混合してPCRをおこなっているので、平均的発現量を示している。

5句　　　　　　　8Gy

図24

x線照射後24時間のp53,、 ATM、 W51遺伝子の発現o X線照射によりp53,、 ATM遺伝子
の平均発現量は低下している。特にATM遺伝子の平均発現量は著しく低下している。一方で,

RAD51遺伝子の平均発現量はX線照射により上昇しているO特に8 Gy照射群では対象の2

倍発現の増加が認められたO電気泳動像からは、 8 Gy照射群のW51の発鄭ま低いように思

われるが、 β-actin発現量で補正した結果、グラフに示す発現量が得られた。それぞれの遺伝子
の発現低下あるいは発現上昇には線量依存性が認められるが、 8 Gy照射群の発現量のほうが

5 Gy照射群の発現量より高いのが特徴的である。ただし、 5 Gy照射群と8 Gy照射群でのそれ
ぞれの遺伝子の発現量の間に5%有意水準で有意差は認められなかった　PCR産物を見る限

り、照射群では距により発現量にばらつきが認められるo例えば、 5 Gy照射群のある歴では(レ

ーン:5) 、 p53遺伝子は発現量が極めて低く、 ATM遺伝子の発現はほとんど認められないが,
RAD51遺伝子はよく発現している。一方, 8 Gy照射群のある胆では(レーン:9), RAD51遺伝

子は発現していないが、 p53とATM遺伝子の発現は認められる。グラフは、対象の発現量を
100%としてそれぞれの遺伝子の発現量の割合を示している。電気泳動のレーン:M:マーカー、

C:対象1-5:5 Gy照射群、 6-10:8 Gy照射群。矢印はそれぞれの遺伝子のPCR産物を示
す。
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