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【緒言】

　電離放射 線は細胞 内 に DNA の 二 重鎖切断を誘導す

る こ とが 知 られ てい る。DNA 二 重 鎖切 断 は細胞 に と

っ て 致死的な損傷で あるが、その傷 を修復する こ とが

で きれば細胞 は 生存 して い くこ とが で き る。しか し、
最近の報告か ら放射線被ばく後に 生存 した細胞に 遅延

的に突然変異、染色体異常、細胞増殖停止などの 様々

な形質を誘導する こ とが 明らか となっ て きた。い わゆ

る放射線 に よる遺伝的不安定性状態の 誘導で ある。現

在、遅延型影響が誘導される機構は明らかになっ てい

ない が、本研究で は遅延性細胞増殖停止に 遅延的 に生

ずる DNA 　7二重鎖切 断の 誘導が関与 して い るの で はな

い かと考えて、DNA 二 重鎖切断に応答 して リン 酸化

され DNA 二 重鎖切 断部位で フ ォ
ーカス を形成す るこ

とが知 られ てい る ピス トン H2AX お よび ATM を指

標として川い、X 線生存細胞 にお け る遅延性 DNA 二

重鎖切断の 誘導動態を検討 した。

【材料と方法】

　本研究で は、正常 ヒ トニ 倍体細胞で ある HE49 細胞

をII亅い た。4Gy の x 線を購 酸 す ぐに loo   φデ

ィ ッ シ ュ に 細胞を播種 しコ ロ ニ ー形成させ た。2 週間

培養後、形成された コ ロ ニ ーを単離 し解析に 用い た。
　ク ロ

ー
ン 化後に それぞれ の 細胞を抗 リン 酸化 H2AX

抗体と抗リン 酸化 ATM 抗体を用い て蛍光免疫染色法

を行い それぞれの リン 酸化型蛋白質の フ ォ
ーカ ス を観

察 した。
　蛍光免疫染色法に よる検討 を行っ た 日に それ ぞれ の

細胞 の コ ロ ニ ー繊 率を求め るた め に 100   φデ ィ

ッ シ ュ に細胞 を播種 した。2 週 間 培養 後 にギム ザ 染色

を行い 50 個以上の 細胞で形成され てい る コ ロ ニ ーを

数えた。

【結果】

4Gy の x 線照射後に 生存 した細胞 を抗 リン酸化

H2AX 抗体 と抗リン 酸化 ATM 抗体を用い て蛍光免疫

染色法を行っ た。X線未照射細胞では、リン酸化 H2AX 、
リン酸 化 ATM の フ ォ

ーカス 陽性細胞の 割合 は、総て

の クロ ーン 由米の 細胞 で 10％未満で あっ た。しか しな

が ら、X 線照 射後に生 き残っ て きた ク ロ
ー

ンの 中に は

20％ 以．ヒの 割 合 で フ ォ
ーカス を保持 して い る細胞 が 存

在する ものが全ク ロ ー
ンの 25％で 観察され た。また、

リン 酸化 H2AX とリン 酸化 ATM の フ ォ
ーカス は大

部分が局在性を
…
致 して い た。

　核あたりの フ ォ
ーカ ス 数 は、高頻度 に フォ

ーカス 陽

性細胞が 観察され た ク ロ ーン の 細胞で も非照射の 細胞

の場 合 と同様 に 1〜 3 個が大部分を 占めて いた。
　 X 線照射後生 存 した細胞の コ ロニ

ー
形成率を算出

した 。 その 結果、 X 線照射生存クロ
ー

ンの 細胞に は非

照 射細 胞 と同程 度の コ ロ ニ ー形成 率（30％）を示すもの

が 存在 す る
．．．・

方 で、IO％程度の コ ロ ニ
ー

形成率を示す

もの が 存在 す る こ とが判 っ た 。 その よ うな クロ
ー

ンの

細胞集 団に は リン 酸化 H2AX 、リン酸化 ATM の フ ォ

ーカ ス を形成す る細胞が高頻度 に存 在 す るこ とが 団っ

た。

【考察】

　本研究結果より、X 線照鮒生存 クロ ーン の 申に リン

酸化 ATM 、リン 酸化 H2AX の フ ォ
ーカ ス 陽性 細 胞

を高頻度 に含むク ロ ーン が 観察 され、その ク ロ ー
ン で

は遅
．
延性の 細胞増殖停止 が 誘導され て い る こ とが 明ら

か となっ た。しか し、リン 酸化 ATM 、リン酸 化 H2AX
の フ ォ

ーカス が高頻度 に生 じて い る クロ
ー

ン の 細胞 に

お い て 、 核内あた りの フ ォ
ーカ ス 数 は大部分が 1〜3

個程 度 で あ っ た。これ らの 結 果 は、放 射 線照 射 直後に

生じた DNA 損傷を修復 し再び細胞分裂を繰 り返 えす

こ とが で きた細胞 に、遅延的に 核あ た り数個の DNA

二 重鎖切断が 生 じ、再度、ATM あるい は p53 な ど細

胞周期停止に 関与する因子が活性化され るこ とが遅延

性の細胞増殖停止の 原因で あ る こ とを示唆 して い る。
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