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は じめに

　ゲノム情報で ある遺伝子 DNA が、紫外線や 放射線 、変異原物質な どで 傷つ けられ た とき、細菌か ら

ヒ トに至 るまで全て の 生物は、それ らDNA 損傷を修復する様 々 な機構を保持して い る こ と 、

一方 、 加

齢や環境要因な どに よ りこ れ ら修復活性が低下 し、染色体異常 や突然変異 が 蓄積する こ と で 、が ん 化 や

細胞死へ とっ な がる こ とが知られて きた。なか で も生殖細胞の DNA に 生 じた損傷は、不妊の 原因であ

るとともに、子孫 にそ の 突然変異が固定され受け継がれ る可能性を秘めて い る。実際、害虫の 防除等に

お い て は、放射線 を照射 し生殖能 力を失っ た変異個体を作成 し、生態系に放つ こ とでそ の 防除 を確立し

た例も有名で ある。

　放射線に よる DNA 損傷は、主 に DNA の 二 本鎖切断 （DSB ）を引き起 こ し、遺伝情報の 安定性に最

も 脅威 を与 え る 損傷とな る 。地球上 の ヒ トを は じ め とする 生物 は 弱 い なが らも自然放射線を常 に 浴びて

い る こ と、また放射能物質 の 利用 に伴 い 被曝 の 危険に さ らされ るよ うにな っ た こ とな どか ら、放射線 が

生殖細胞 と子孫 に与え る影響 に つ い ては古 くか ら関心が持たれ研 究がな され てきた分野 の
一

っ で ある。

生殖細胞 に及 ぼす放射線 の 影響 に つ い て は 、個体を 用 い た 研究が 必要 とな り、こ れ まで マ ウス や ラ ッ ト

を用 い て X 線や γ 線を照射した後．細胞生物学的な解析を中心に研究が行われ、生殖細胞の 形成ス テ
ー

ジによ っ て 放射線感受性に違 い が生 じる とい うデー
タが示 されてきた。また私たちは．モ デル生物 の 1

っ である線虫 C エ レガンス （Caenorhabditis　elegans ）を用 い た研 究を中心 に、減数分裂細胞 の 特定 の

ス テ
ー

ジ で 放射線 へ の 抵抗性がかな り高まる こ とと、こ の超抵抗性は減数分裂 に必須な遺伝的組 換え酵

素 の 高発現に起 因する こ とを明 らか に して き た。これ ら生殖細胞に お ける放射線感受性 の 違 い と減数分

裂期の 相同組換え機構 の 関連性に っ い て 紹介する。

1．配偶子 形成過程 にお ける染色体ダイナミクス

　有性生殖 を行 う生物の 配偶子は、 1回 の 染色体複製後、2 回 の 連続 した分裂 （減数分裂） によ り半数

体 と して 形成され る。また、こ の 減数第一分裂前期に お い て 、父母 由来の 相同な染色体間 で 高頻 度 に 遺

伝 的組換えが生 じ、こ の 相 同組換 えは、真核生物 に広く保存 されて い る SPO11 タンパ ク質が触 媒する

DNA の 二 本鎖切断 （DSB ） によ っ て 開始される こ とが報告され て い る（1、図 1 参照）。
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　　　 （図 1　減数分裂 過程 に おける遺伝子組換え の 分子 モ デル）
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れ る ザイ ゴ テ ン期、相 同染色体間全体に渡 っ て シ ナプ トネマ 構造を介 し

た対合形成が完了す るパ キ テ ン期、対合が解か れ組換え の 結果生 じる キ

ァ ズ マ が観察 され るデ ィ プ ロ テ ン期、染色体が凝集 し核膜か ら離れ るデ

ィ ア キネ シ ス期の 5つ の 時期 に便宜的に分ける こ とが で き る 。 図 2 に は、
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線虫 C エ レガンス の 卵母 細 胞 形 成 渦 稗 にお ける減数分裂過程 の 染色体ダイチミ ク ス を観察 した豫を示

して い る 。

　 （図 2　C エ レ ガ ン ス の 生殖腺に おける 減数分

裂核染色体 の DAPI 染色像）

　これ ら染色体ダイナミ クス は、酵母 か ら植物、

ヒ トに 至 る全て の有性生殖を行 う真核生物に お

い て 広く保存され て お り、また
一

般的に は何れ の

生物種に おい て も、対合や相同組換えが 阻害され

た場合、そ の 後の減数分裂は異常を来た し、配偶

子形成が不全とな る こ とが各種遺伝的突然変異を用 い た解析によ り知 られて い る 。

2 ．哺乳類の 生殖細胞に お け る放射線感受性

　哺乳類の 精巣で は、精細管の 外壁側か ら内腔に 向か い 生殖幹細胞で ある精原細 胞（spermatogonia ）、

減数分裂とそれ に伴う遺伝子組換え を行 っ て い る精母細胞（spermatocyte ）、形態形成を行 っ て い る精子

細胞 （spermatid ）の 連続的な分化 が規則正 し い 周期で 進行して い る．精子形成過程における これ らの

細胞 の 放射線感受性を調 べ るため に 、Oakberg らは、成熟雄の マ ウス個体に X 線照射を行 っ た後、あ

る一
定 時間 を お い て 形成 され て き た精子 の 受精能 力、染色体異常な どを調 べ た（2，

3）。そ の 結果、300rad

の 照 射では 6 週間後 に 2 週間 の
一

過的な生殖不全を生じ、500rad 以上 の 照射 で は永久的な不全 とな る

こ とを示 した ． こ の一過的な不全が生じた原因は、放射線に感受性の よ り高 い B 型精原細 胞（幹細胞 か

ら分化し精子細胞とな る運命決定がなされ た前減数分裂 細胞）が致死的 な影響 を受け細胞死 を起 こ した

の に 対 し、幹細胞 で あ る A 型 精原細胞は よ り抵抗性 で あ る た めと考察された（2）。
一方 500rad 以 上 の 放

射線で は、A 型精原細胞 も回復不能なダ メ
ー

ジを受け る ため、そ の 後 も永久的 に不全とな る こ とが示唆

された。また 300rad 照射後の 6 週間まで は、ほぼ不全とな らな い こ と、さらに 800rad 以 下の照射で

は Dose が低い ほ ど照射後か ら 不全に な る まで の期間がよ り長 くな る こ とか ら、成熟 した精子や精母細

胞は精原細胞よ りも感受性が低い （抵抗性で ある ）こ とが示唆された。さらに、精母 細胞 の 発達 ス テ
ー

ジ の違い に よ る放射線の感受性に つ い て は、照射後
一
定時間経過 した とき の 減 数第一

分裂終期に観察さ

れ る染色体の 切断の 数か ら、ディ アキネシ ス期 と第
一

分裂 中期で 最 も放射線 に感受性が 高く、レプ トテ

ン期で 最も抵抗性を示 し、パ キテ ン期は そ の 中間の感受性 を示す とい う結果が報告されて い る（3）。マ ウ

ス の 精子細胞は、1500rad の照射に お い て も形態的な異常を生 じる こ とはなく、成熟 した精子 へ と分化

を続け受精能 も有す る が 、染色体 DNA へ の ダメージ は蓄積され て お り、そ の 精子 によ る受精卵 で は胚

発生 に 至 らな い こ となども報告 され て い る （3）。

　 雌性配偶子 の 形成過程における放射線感受性 の 研究は、雄性配偶子 の 研 究 に比べ あま り多 くなされて

い な い e こ の こ とは、精子形成と異なり哺乳類の 卵形成が、一
般的にそ の数も限 られ 、そ の 発生分化 も

胎児期の 段階で ディ プ ロ テ ン期に停止した卵母細胞が形成され卵巣 に 蓄え られ る か らで あ る。そ の た め、

減数分裂前複製か ら減数第
一
分裂前期の ザ イゴ テ ン期に かけ て の 卵母細胞 の 放射線感受性 は、妊娠 期間

の 異なる ラ ッ トに X 線を照射して 、そ の 胎児に おける 生殖細胞の 数やパキテ ン期の 染色体観察を通 して

評価され て きた 。 そ の結果．X 線 Dose に依存 して パ キテ ン期で の シ ナ プ トネ マ 構造 の 形成 異常 と対合

しな い染色体断片化が観察され 、なかで も卵原細胞の時期に おける X 線照射が最も感受性で あ る こ とが

示唆さ れ た （4，
5）。一方、チ ャ イ ニ

ーズハ ム ス タ
ーを 用 い た研究か らは、パ キテ ン期の 卵母細胞を もつ
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生後 0 日目か ら 4 日目の新生児に X 線 を照射 した場合、こ れ らの卵母細胞が X 線に 抵抗性を 示 した の

に対 し、ディ プロ テ ン か ら初期のディ クチオテ ン期 （ディ プ ロ テ ン とディ アキネ シ ス期 の 中間で 、卵母

細胞 が成熟 して 大き くなる時期）の卵母細胞で は急激に 抵抗性を失い、ディ アキネ シス 期には再び抵抗

性になると い う現象が報告された（6，
7）。

3 ．出芽酵母の減数分裂細胞における放射線感受性

　哺乳類の生殖細胞とは異な り、単細胞で ある酵母 な どでは、培養条件を変える こ と に よ り減数分裂を

同調的に誘導させ ることが できる利点を有 して い る。出芽酵母を用 いた研究で は、減数分裂を誘導す る

培地 に移 して 減数分裂前複製を行っ て い る 細胞群 と、 それか ら 2 時間後の 減数分裂 に入 っ た細胞群の そ

れぞれ に X 線を照射 した と ころ 、前者は DNA 合成を行 っ た 後 に チ ェ ッ クポイン ト機構が働い て そ の後

の 進行を停止するもの が多か っ たの に対し、後者 の 場合は生存可能な胞子 が多 く現れ、減数分裂期が 放

射線によ り抵抗性で ある こ とが示唆された（8）。しかも栄養増殖して い る細胞に照射 した場合は、いずれ

の 細胞周期にあっ て も 99％致死 となる X 線 Doseの 照射に対 して も、生育可能な胞子形 成が行え る こ と

か ら、 体細胞分裂 に比 べ 、減数分裂 に入 っ た細胞群が高 い放射線抵抗性を示すこ とが確かめ られた（8）e

4 ．線虫の 減数分裂細胞 に おけ る 相同組換 え 活性 と放射線超抵抗性

　上述の 哺乳類や酵母 の 生殖細胞あ各ステ
ー

ジ で 放射線感受性が異な る こ と、なか で も減数第一
分裂前

期の比較的早 い ステ
ー

ジが放射線 に抵抗性を示す ことが報告 されて きた。また こ の ス テ
ー

ジでは、高頻

度に相同染色体問での 遺伝的組換えが生 じる こ とか ら、相同組換 えと放射線の抵抗性と に 関連性がある

こ とが示唆され て きたが、そ の 直接的な実験証明 はな され て い なか っ た。そ こ で 私た ち は 、生 殖腺内 で

減数分裂を含む生殖細胞形成が連続的に進行 して い る線虫 を用 いて 、放射線の感受性に つ い て検討した。

図 2 に み られ るように、線虫の雌雄同体 には大 きく発達 した 1 対の 生殖腺が存在 し、成虫に な ると卵母

細胞形成の ため の 減数分裂前の 体細胞分裂 か ら減数分裂 を経 て 自家受精後の初期胚 ま で の連続的な発

生 ・
分化 が認 め られ、なか で も減数第

一
分裂前期の 染色体ダイナミ クス は大変観察 し易い 。 成熟した卵

母細胞に お い て は、第一
分裂前期のデ ィ ア キネ シ ス 期で 停止 し、倍加 し た 二 価相同染色体 が 最 も凝 縮 し

キアズマ を介 して繋が っ た常染色体 5対 と性染色体 1対の 計 6対が認め られ る （図 2）。そ の 後、貯精巣

を通過する際に受精し、減数第
一、第 二 分裂 が引き続き生 じ、精子核 と融合する 。 したがっ て 、1 回 の

放射線照射で こ れ ら全て の 発達段階にある細胞核にラ ンダム か つ均
一

に DNA 損傷を導入する こ とが可

能 とな り、照射後の 時間経過 とと もに産 まれ て きた卵 の 孵化率 を調べ る こ とで 、初期胚 か ら減数分裂期

の細胞核の放射線感受性を各 々 測定す る こ とがで きる。つ ま り放射線を照射後す ぐに産まれた卵は 、子

宮内の 胚発生段階で放射線による DSB 障害を受 け、また照射後 4時 間か ら 8時間まで に産 まれ た卵は、

受精前の 卵母 細胞 （ディ アキネシ ス 期） で あ っ た と考え られ る。一
方、8 時間以降 24 時間に産まれた

卵 は、照射時点 で は、生殖腺内で最も多 く存在する パ キテ ン期の 減数分裂細胞核であ っ た と考 え られ る

（図 3 ）。

　　　　　　　　← ＿釁穿傷粥
8”

　　 （鹵3　線虫染色腺内に お ける卵母細胞 の 連続的な 発生 と放

　 　 　 　 afte 厂 invdietio〃

射線影響の模式図）

　実際に 100Gy の X 線 を照射 した場合、0 か ら 8 時間ま で は

約 10 ％ の孵化率とな り、9 割の 卵が致死 で あ る の に 対 して 、8

か ら 22 時間後で は 95％ 以上 の 孵化率を示 し、パ キテ ン期の核
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が 放射線に超 抵抗性を 示す こ とが明 らかにな っ た（図 4A）（9）。 次に X 線に比 べ 、さ らに DNA に広範囲

な損傷を与える重イオ ン線 （C；LET23keVlμ m
，
135MeV ！u

，
　Ar ；LET 　240keVl μ m ）を照射した と こ ろ、

同様にパ キテ ン期の 核が抵抗性を示 した（図 4B ，C）。　UV を照射した場合 もわずか で は ある がパ キ テ ン 核

　　A　　　　　　　　　B　　　　　　　　C　　　　　　　　 D

§
）

芒
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’
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一2）

が抵抗性を示 した もの の、X 線や 重イオ ン線ほ ど顕著で は なか っ た （図 4D ）。

（図 4　各放射線に対する減数分裂細胞および胚 の 放射線感受性の 違 い。照射後 0 か ら 8 時間の 問に産

まれた卵の孵化率 （●）と照射後 8 か ら 22 時間 の 間 に産 まれた卵の孵化率 （○）。照射後 0 か ら8 時間

の 間に産まれ た卵は照射時に初期発生の 胚や ディ アキネ シス 期 の卵母 細胞。照 射後 8 か ら 22 時間の間

に産まれた卵は照 射時に パ キテ ン期の 細胞核を 意味す る（図 3 参照）。）

　また、ア ポ トーシ ス を起こ さな い ced3 変異株 も同様にパ キテ ン核が X 線照射 に対 して超抵 抗性 を示

した こ とは、ダメ ージ を受けた パ キテ ン核が アポ ト
ーシ ス によ っ て 取 り除かれ る こ とで 見かけ上 の抵抗

性 を示 したわけ で はな い こ と を意 味 した。DAPI 染色 に よ り 生 殖細胞の 染色体 を 観察す る と、　 X 腺、重

イオ ン線 の い ずれ の 照射 にお い て も、照射 4 時間後、受精直前のディ アキネ シ ス 期卵母細胞の 染色体釁

には凝縮異常や切断が見 られ る の に対し、遠位部で 減数分裂前複製が行われて い る細胞核は形態上の異

常が認 められなか っ た。一方、照射 24 時間後 、 ディ ア キネシス期卵母 細胞の染色体像には形態的に正

常な 6 対 の 2 価染色体が観察 された の に対し、減数分裂前複製を 行 っ て い る細胞核 には異常 に大きな核

や小 さな核が見 られ数も少な くな っ て い た。こ の こ とか ら、時間経過とともに 、減数分裂前複製を行 っ

て い る核 で は放射線による損傷を修復で きずに アポ トーシ ス が誘導され異常な核が増えた の に対 し、照

射時 に パ キテ ン期にあ っ た核は損傷が修復 され 、そ の結果正常な卵母細胞を形 成する こ とができた と考

え られ た。

5 ，相同組換えと放射線抵抗性

　減数 分裂期の 相 同組換 え の 開始反応 で ある DNA の DSB は 、
　 SPO11 により減数第一分裂前期の レプ

トテ ン期か らザイ ゴ テ ン期にかけて 導入 され る こ とが、マ ウス な どに お いて 知 られて い る（10）。次に、

導入 された DSB 末端 か ら
一本鎖 DNA 末端がプ ロ セ ッ シ ン グさ れ た 後、真核生 物 に お け る大腸菌 reCt4

様遺伝 子産物 の RAD51 な らびに DMC1 の 働き に よ っ て 、相同的 DNA 鎖交換反応が行われ、遺伝子組

換えが生 じる。RAD51 は体細胞分裂時と減数分裂時に姉妹染色分体間で の 組換えを、　 DMC1 は減数分

裂時 に 相同染色体間の組換え を主 に触媒する と考え られて い る（11 ，
12）。酵母、植物や ヒ トの ゲノムにお

い て は、少な くとも
一

種 類以上 の fl4D51 と PMO1 遺伝子 が そ れ ぞれ 存在す る こ と が知 られ て い るが、

線虫の ゲノム上では rec｝・1と相同な遺伝子が 1 っ しか見いだせず、そ の アミ ノ酸配列 も両タイ プの 中間

的な配 列 で あ り、私た ちは Ce−rclb・1（C．4 禦 η 5 ∫3d51 ＠ η01 　homologユ）と、また別 な研究者 らは

Ce−rad −51 と名付けた（13，14）。線虫に おける本遺伝子発現 は、パ キテ ン期以降 の 生殖腺 にお い て最 も高
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い こ とが認め られた（9）。 RNA 干渉法に より本遺伝子発現を特異的に抑制した結果、完全 に抑制され た

Fl 世代で は、そ の 減数第一分裂前期パ キテ ン期の 相同染色体間で の対合まで は み か け正常 に観 察され

る が 、正常な キアズ マ は 形成さ れ ずディ ア キネ シ ス期の卵母細胞で ラ ンダム に 絡 ま っ た 染色体異常 とな

る こ とが確認され、減数分裂の 相同組換え とそ の 進行に 必須で ある こ とが明 らか に な っ た（13，15）。また、

RNA 干渉法 を行 っ た 24 時間後 の 当代にお い ては、そ の mRNA 発現 をほぼ完全 に抑制 し、既存の酵素

タ ンパ ク質由来 の 活性だ けで減数分裂を進行 させる状況下 （部分的な抑制）とな る こ とを明 らか に した。

そ こで 、そ の部分的な抑制条件下 で の放射線感受性 を調 べ た と こ ろ 、線虫の パ キテ ン期の 細胞核に お け

る X 線の超抵抗性は 完全 に失わ れ た こ とか ら（図 5）、本来 、減数分裂 の相同組換え に 関 わ る 酵素群 が 高

発現 して い る パ キテ ン期 の 核は 、外因性の DSB に対して も効率良く修復がなされるもの と考察され た

（9）。

　　　　　　　　　　　　　　　　 （図 5　ae−rcib −1・
Xra 　d−　51 の 発現抑制 と X 線感受性。　RNA 干渉法に
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　酵母の ra 　d51変異株に放射線など に よ る DSB を導入 し た 場合、

姉妹染色分体間で の DNA 鎖交換に よ る組換え修復が 行わ れず、高

頻度 に 転座や挿入が起 こ る よ う に な る こ とか ら、RAD51 に よ る 組

換 え修復は、転座や挿入が起 きな い よう に して ゲノム を安定的に維

持す る働 きがある と考 え られる（16）。マ ウス の 生殖細胞で は RAD51

タ ン パク質の 発現はザ イゴテ ン期か らパ キテ ン期に か けて ．DMC1

タ ン パ ク質の 発現は レ プ トテ ン期か らザイ ゴテ ン期に か けて 認め られ る（17，
18）。 ま た rad5i をノ ッ クア

ウ トした マ ウ ス で は、胎性致死 とな り体細胞 分裂 に 必須 で あ る こ と、dmcl の ノ ッ クア ウ トマ ウ ス で は

生殖不全となる こ との みが観察 され 、減数分裂過程にお い て 必須で あ る こ とが示唆さ れ た（19 ，
20）。そ し

て 、dmcl の ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス の 生殖細胞 で は、パキ テ ン 期以降 の 分化が起こ らずアポ トーシ ス を起

こ すた め、それ らの個体を用 い て 生殖細胞 の 放射線感受性 を調 べ る こ とは不可能で あっ たが 、 線虫で 得

られた知見か ら、酵母 や哺乳類 の 生殖細胞形成 に おけ る 放射線感受性 の 違 い に は 、遺伝的組換 え に 関 わ

る相同組換え酵素 の発現の 違 い が深く関与 して い る可能性 が立証され た。

おわ りに

　 これ ま で 生殖細胞形成過程に おける相同組換え機構は、重大な環境変化 に 適応で きるよ う子孫 の 遺伝

的多様性 を高め る た め に存在 する 仕組み と 考 え られ て きた。こ の 相同組換え機構に よ り外因性の DSB

も効率よく修復する こ とが で きる とい う こ とは、環境や内的要因か ら受け る DNA の DSB に対 して 生

殖細胞の完全性を保っ ため に も こ の 仕組みが重要な働 き をして い る と考え られ る 。 また近年、減数分裂

過程や組換えを モ ニ ターする チ ェ ッ クポイ ン ト機構に か かわ る遺伝子群が発見され っ っ あ り（21，
22）、 異

常な生殖細胞が次世代に受け継がれな い よ う に 監視する機構 も注目 さ れ て い る。生殖 細胞形 成過 程 で は

ゲノ ム の安定性を保証しつ つ 多様性を持たせ る た めに巧妙な機構が働 い て い る とい える。
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