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【緒言】
　放 射 線 に よ る遅延性影響 として 遅延性染色体異

常 あ る い は遅延性突然変異 の 誘導が 報告 さ れ、放

射線照射生存細胞 に長期間 にわた っ て 遺伝 され る

ゲノ ム 不安定性 の 存在 が 明 らか に な っ て き た。放

射線誘発ゲ ノ ム 不安定性 は、生 存細胞 に ゲ ノ ム 変

異 を 蓄積す る原因 とな る こ とか ら、放 射線発が ん

の プロ セ ス を促進す るメ カ ニ ズ ム と して 注 目 さ れ

て い る。しか し なが ら、放射線 照 射 に よ る ゲノ ム

不安定性誘導 の メカニ ズ ム に 関 して は い ま だ 明 ら

かに され て い ない 点が 多 い。我々 は、
“

放射線照射

生存細胞 に おける遅延性 DNA 二 重 鎖切 断の 誘 発 が

種 々 の 遅延性影響 の 発現 に 関与す る
”

との 仮説を

もと に 、 遅 延性影響の 発現 メ カ ニ ズ ム を 解明 す べ

く正常ヒ ト培養細胞系を中心に 研究を行 っ て きた。

【材料お よ び方法】

　対 数 増 殖期 に あ る 正常 ヒ ト ニ 倍体細胞 お よ び

p53 応答配列をプロ モ ータ
ー
部位 に 有す る Lac 遺

伝子を導入 した ヒ ト線維肉腫 （HTIO80 ）細胞株

を 用 い た 。
X 線発 生 装置 に よ り放 射線 を 照 射 後、

4 ％ フ ォ ル マ リン 溶液で 細胞を固定 し 、 抗体 反 応

液もし くは X ・ga且反応 液 を作用 させ た。
　抗体 に は、リン 酸化 ATM あ る い は リン 酸化 ヒ

ス トン H2AX を特異的 に 認識す るモ ノ ク ロ
ー

ナル

抗体を用い 、・一・
次抗体 の 検出 に は Alexa488 も し

くは Alexa594 で 標識 した抗 マ ウ ス IgG 抗体を用

い た 。

【結果と考察】

　まず、X 線照射生存細胞 に お ける遅 延性 DNA 損

傷 の 誘発を 明 らか に す る た め に、DNA 二 重鎖 切 断

に よ り誘導される ATM 蛋白質の セ リン 1981 の リ

ン 酸化お よびヒ ス トン H2AX の セ リン 139 の リン

酸化を免疫蛍光 染色 法 に よ り検紂 した。その 結果、
6Gy の x 線照 射後 30 回以．ヒ分裂した正常 ヒ トニ

倍体細胞 に お い て 、 核内で の リ ン 酸化 ATM あ る

い は リン 酸化 H2AX の 斑点状 の シ グナル （フ ォ
ー

カ ス ） を 持 つ 細 胞 の 出 現頻度 が 有意 に 上 昇す る こ

とを見 い だ した 。 X 線照射 に より直接誘導 さ れ た

リン 酸 化 ATM は、　 p53 機能の 活性化 を 介 して 細

胞増殖 を停止 させ る こ とか ら、照射生存細胞 で 観

察 され た リ ン 酸化 ATM フ ォ
ーカス の 出現は、　DNA

二 重鎖切断を修復 して 生存した細胞 に お い て 遅 延

性の DNA 二 重鎖切 断が 誘導さ れ て い る こ とを示 し

て い る。
　そ こ で さ らに、遅延性 に 誘導 され る DNA 損傷が

遅 延性の ゲ ノ ム 不安定性 に 関与する損傷 と して チ

ェ ッ ク され る か どうか を明らか に す る た め に、照

射生存細胞に おける DNA 損傷チ ェ ッ ク ポ イ ン トの

活性化を p53 蛋白質 の 転写因子 と して の活性化 を

指標 に 検討 した。まず、p53 応 答性 LacZ 遺 伝 子

発現プラス ミ ドを作成 し HTIO80 細胞 に導入 した 。

導入 細胞 に X 線を照射後、生 存 コ ロ ニ ーを 形 成 さ

せ、各 コ ロ ニ
ー

に おける LacZ 遺伝子発現陽性細胞

の 出現 を観察 した。その 結果、20％ 以 上 の 生存コ

ロ ニ ーで、コ ロ ニ ・一・中の 細胞 の 数 ％ に LacZ 遺伝子
1

の 発 現 を 認 め 、照 射生存 細胞 に お い て 遅 延 性 の

DNA 損傷 チ ェ ッ ク ポイ ン トの 活性化が起 こ っ て い

る こ とが 確認 さ れ た。以一ヒの 結果 か ら、放射線照

射生存細胞で 誘発され る遅 延性 DNA 二 重 鎖 切 断 が

遅延性 の ゲ ノ ム 不安定化 に関与す る こ と 、 ま た遅

延性 の p53 機能 の 再活性化が ゲ ノム 不 安 定 化 の 抑

制に も機能 して い るこ と、が 明らか に な っ た 。

【結語】

　放射線 に よ る ゲ ノ ム不安定性 の 誘導 に 放射線照

射生存細胞で 誘発 され る遅 延性 の DNA 損傷が 関与

するこ とが 示 され た。
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