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Summary

　Apoptosis　is　a　programmed 　cellular 　suicide ，　which 　plays　an 　imp 〔，rtant 　role 　in　many 　biological

evellts ，　including　removal 　of 　cells 　damaged　by　a　variety 　of 　mutagen ．　DNA 　fragmentation　into

oligonucleosomal 　units 　is　a 　hallmark　of 　apoptosis ．　Single　cell　gel　electrophoresis 　assay （comet

assay ）invented　for　measuring 　DNA 　strand 　breaks　imndividual 　cells 　has　been　utilized　also 　for

visualization 　of 　apoptotic 　DNA 　fragmentation．　Examillation　of 　X−irradiated　thymocytes　by　comet

assay 　revealed 　that　apoptotitc 　cells 　showed 　almost 　the　same 　migration 　pattern 　with 　teardrop−

shaped 　fragmented　DNA 　tail　and 　a　small 　non −migrated 　DNA 　c〔，re　particle，　whereas 　viable 　cells

exhibited 　 no 　DNA 　 migration ．　The 　 migration 　patterns　 were 　 aimost 　the　 same ，　 independent　 of

radiation 　dose　 and 　time 　 after 　irradiation，　 These 　findings　 indicate　that 　DNA 　 cleavage 　in　 an

apoptotic 　thymocyte 　is　an
“
alレor−none

”
type　event ．　The 　migration 　patterns 　differ　from　those　of

radiation −induced　DNA 　strand 　breaks　detected　by　a　conventional 　comet 　assay ，　The 　term
“
tear−

dr〔｝p　assa ジ is　then　proposed 　in　place 　of
“
comet 　assay

”

reflecting 　the　shape 　of　migration 　pattern

of 　apoptotic 　DNA 　fragments　on 　electrophoresis ．

（This　paper ，　in　a　sessioll　cha 孟red 　by　Yuu 　Sasak 孟and 　Takaj 孟lkushima，　was 　presented 　to　the　symposium

‘’Aview 　of　C〔〕met 　assay 　as　a　mutagenicity 　test　system
”
，　organized 　by　Yuu　Sasaki　and 　Takaji 　Ikushima，

at 　the　27Lh　annual 　meeting 　of　the　Environmental　Mutagen 　SQciety　of 　Japan ，　and 　held　at 　the　Mielparque

Osaka　in　Osaka，　Japan，　November ，24−26，1998，）
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　ア ポ ト
ー

シ ス は，遺伝子 に プ ロ グ ラ ム さ れ た能 動的な

細 胞 死 で あ る．1972年，Kerr ら は，ネ ク ロ
ー

シ ス と異 な

る特徴的形態変化に 気づ き，細 胞の 増殖分 化 と表 裏一．一体
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　 　 　 　 　 　 　 　 DNA 　marker

Oh 　　2h 　　4h 　l23bp−ladder

Fig．1　Apeptotic　 DNA 　fragmentation 　in　the

　 　 　 irradiated　rat 　thym 〔｝cytes

　 　 　 DNA 　fragments　were 　 extracted 　from　 the

　 　 　 cells　2　to　4　h　 after 　lO　Gy　X ・irradiation．
　　　 Agarose　gel　electroplloresis （，f　the　DNA

　 　 　 showed 　 a　 typical
“ladder　 pattem

”
of

　 　 　 oligonucleosomal 　fragments

と な っ て 多細 胞 生 物 の 生 命維持 に 必 須 の 役割 を果 た して

い る ア ボ トーシ ス （apoptosis ）を発 見 し， そ の 概 念提起

を行 っ た （Kerr　et　al．1972＞．90年代 に 入 V，多くの が

ん 遺伝子 や が ん 抑 制 遺 伝 子産物の 関与 が 明 らか に され る

と と もに研 究が 進 ん だ．こ こ 数年，線虫細胞死遺伝 f の

相同遺伝子 の 検索か ら，カ ス パ ー
ゼ フ ァ ミ リ

ー
な どの 細

胞 死 実 行 に 関 わ る タ ン パ ク 質が 相 次 い で 見 出 さ れ る な

ど，研 究 が
一

段 と加速 し て い る （Yamada 　et　al，1998）．

　 ア ポ トーシ ス は ，発生 過 程 で の 形 態形成や ，細胞交代

な どの 生 理 的な制 御機構や ， 放 射線 を含む 多くの 変異原

に よ り損傷を受 け た 細 胞 の 除去機構 と して 働 い て い る

（大 山 ， 山 田 1998a，b，　 Ohyama ＆ Yamada 　l998）．し

た が っ て，そ の 異常は ，が ん ，AIDS ，自己 免 疫 疾 患，ア

ル ツ ハ イ マ
ー

病な ど，多 くの 疾 病 と関連 す る．ア ポ トー

シ ス は 形 態学的 に ほ ぼ 同様 な 過 程を経 て 発現す るが，分

子 機構 の 面 で は ， 誘発要因や 細胞 の 種類，細胞周期他 に

よ り異 な る ， 多様で 複雑 で 精緻な制御を受 け る こ と もわ

か っ て き た （Yamadaetal ．1998，山 出，大 LII　 l994，山

出　 1998，大 山，山田　1998a ，b）．なお，文 献 は最近 の

主 と して 総説 を挙 げ た．

1．アボトーシスの生化学的な指標と しての

　　DNA 断片化

　 こ の 細胞死 の 特徴的な生 化学的 な指 標（biochemical
hallmark）と されて い る の が，ク ロ マ チ ン DNA の オ リ

ゴ ヌ ク レ オ ソ
ーム 単位の 切 断 で あ る．そ れ を DNA 断 片

化 （DNA 　fragmenttion）と呼び ，通常 ，
　DNA 試 料 を アガ

ロ
ース ゲ ル 電 気 泳動 で 分離 し，180bp （塩 基対 〉の 整 数倍

に 切断 さ れ た DNA 断片の
“
ラ ダー”

を 検出す る （Fig．
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1）．た だ し ， DNA 断片化 を伴わ ない ア ポ ト
ー

シ ス も報告

され て い る。ま た，ア ポ ト
ー

シ ス で の DNA 分 解 に は，さ

ら に高分 子 の 50− 300kbp の 切 断 もあ り，
パ ル ス フ ィ

ー

ル ド電気泳動な どで検 出されて い る．

2．DNA 断片化検出法 としての コメ ッ ト法

　ア ポ トーシ ス の 大 きな特徴 は，細胞集団の rl」で 散 発 的

に 発現 し，

一旦 始 ま る と急速 に 進行す る点 に あ る．と こ

ろ が ， 通 常の ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル 電気泳動法 で は，ア ポ ト
ー

シ ス を起 こ した細胞集 団 平 均 の DNA 断 片 化を検出 して

い るに 過ぎず，個 々 の 細 胞 の DNA 分 解像 は検 出で きな

い ．DNA 断 片 化 を起 こ した個 々 の 細胞 の 検 出 法 と して ，

TUNEL 法 や，フ ロ
ー

サ イ トメ トリ
ー

で 検 出する方法 な

ど も開発 され て い る．しか し，こ う した 方法 で は，個 々

の 細胞 で の DNA 分 解像 は観察不 能 で あ る．こ の 点，単一

細胞 ゲ ル 電気泳動 ：通称，コ メ ッ ト法 に よ っ て，は じめ

て ，個 々 の ア ポ トーシ ス 細 胞 で の DNA 断片化像 が 明 ら

か に され た．しか し，通 常の DNA 損傷検出の 場 合 の ，彗

星 の よ うな
‘‘

コ メ ッ ド 像 と異 な り，ア ポ トーシ ス で の

DNA 断 片 化 の 場合 は，少量の DNA が 原 点 に残 る だ け

で ほ とん どは 涙滴状 に泳動され る こ とが 明 らか に な っ た

（Olive　et　al．1993，　Fairbairn　et 　al ．1995，0hyama 　et　al．
1998）．

3．胸腺 細胞の放射線誘発アボ トーシス

　胸 腺 細 胞 は 多 くの 要 因 に よ リア ポ トーシ ス を起 こ し，
ア ポ トーシ ス に つ い て の 基 礎 的 な 多 くの 知 見が こ の 細胞

の 研究か ら得 られ て い る．胸腺細胞 は もっ と も放射線感

受性 の 高い 細 胞 の
・一

つ で ，照射後，短時問に 間期死を起

こ す．私 た ち は，X 線照射 した ラ ッ ト胸 腺細胞 の 死 細 胞

を Percol1で 分 離す る 方法 を確 立 した．分 離 細 胞 の 観 察

か ら，生 きて い る状態 か ら，細 胞 サ イ ズ縮 小，細 胞 表 面

微絨毛 の 消失や DNA 断 片 化 な ど，ア ポ ト
ー

シ ス の 特徴

的な変 化 を示 す死 の 状態 に 急速 に 移行す る こ とを明 らか

に した （Ohyama ＆ Yamada 　 1998，大 山，山 田 　1998
b）．

4 ．ア ポトーシス細胞の単一細胞ゲル電気泳動

　胸 腺 細 胞 の X 線 誘 発 ア ポ トー
シ ス で の DNA 断 片化

を，
コ メ ッ ト法 を 改良 し調べ た （Ohyama　et　al．1998）．

すな わ ち，180bp の 整数倍 の DNA 断片 の ロ ス を減 らす

た め，細胞 を 4 ％ の 低融点 ア ガ ロ
ース に浮 遊 させ る．薄

い 単層の ゲ ル をス ラ イ ド上 に形 成 ，中性条件 で 細胞融解

と泳動 を各 4 分 間 とい う短 時間に 終 了，DAPI で 蛍 光 染

色 し DNA の 泳動像 を観察 した．

　そ の 結 果，照射胸腺細胞 に は
，
DNA が 原 点 に ほ とん ど

留 ま る 細胞 と，少量が 原点 に残 る だ けで 大部分 の DNA

が 涙滴状 に ほぼ 均
一

な泳動像 を示す細胞の 2群 が 検 出さ

れた（Fig．2a）．この 涙 滴状 の 泳動を示す細胞の 割合 は ，
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一Eleotronio 　Library 　



The Environmental Mutagen Society of Japan (JEMS)

NII-Electronic Library Service

The 　Environmental 　Mutagen 　Sooiety 　of 　Japan 　（JEMS ｝

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 a 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 b

Fig，2　Photomicrograph　 of 　single 　 ccll　gel　electrophoresis 　of 　IO　Gy 　X ・irradiated　rat 　thymocytes

　 　 　 The 　cells 　4　h　after 　irradiation　consisted 　of 　two 　populations ，　one 　sh   wing 　no 　DNA 　migration ，　and 　the

　 　 　 other 　having 　the　tcardrop．shaped 　migration 　pattern （Fig．2a）．Apoptotic　cell　rraction　separated 　from

　 　 　 the　irradiated　cell　population 　by　Perco1】density　gradlent 　centrlfugation 　exhibited 　alm （エst　homogene −

　 　 　 ous
“
teardrop・shaped 　DNA 　 migrati ｛｝n

”
on 　the　gel　electruphoresis （Fig．2b）

Tub 且e 　lComparison 　of 　characteristic 　features　in　apoptotic 　DNA 　fragmentation 　wlth

th  se 　in　DNA 　damageDNA

　damage apoptotic 　DNA 　fragmentation

Induction
Site　of 　 cleavage

DNA 　fragment 　sizc

RepairShape
  f　DNA 　lnigration

　in　 c〔〕met 　 assay

Occurence

passiverandomrandom

　 十

“
comet

”

del）ending 　 orl　d  se

al 艮 cel1S

enzynla しic　（endonucleases ）

】inker　 region 　 of 　chr 〔）matin

oligonucle ｛｝s 〔｝mal 　fragments

“
teardrup

’

jndcpcnd　of 　dose
exclusively 　in　aPoPtotic 　 cells

エ リス ロ シ ン B 分 染法 で 検 出 し た ア ポ トーシ ス 細胞 の

割 合 と
一

致 し，線量 と照 射後の 時 間依 存．性 に 増加 し た ．

両 者 の 中間段階 の 細 胞 は ほ とん ど検出 され な か っ た ．さ

らに ， Perco11で分 離 した細 胞 に つ い て調べ
， ア ポ トーシ

ス 細胞 は ほぼ 均
一な 泳動距離や 大 き さ を示す涙滴状 の 泳

動像 を示 し（Fig．2b），一．一
方，生細胞 の DNA は分解せ ず

に 原点 に 留 ま る こ と を確 認 で き た．な お，こ の 条f”itで は，

X 線照 射 自体 に よ る DNA 切 断 の ，い わ ゆ る コ メ ッ ト像

は検出 され な か っ た．

　Percollで 分 離 した ア ボ ト
ー

シ ス 細 胞 の 中 に は，分 離

の i白：前 に 死 ん だ 細胞か ら，数時間前に 死 ん だ 細胞 も混在

して い る．した が っ て，こ うした 知見は，ア ボ ト
ー

シ ス

で の DNA 分 解が
．一

旺開 始す る とすみ や か に 進行 し，か

つ 急 速 に停 ILす る こ とを示 して い る．な お，泳 動 像が 均

一に な っ て い るの は，胸 腺 細 胞 は ほ とん ど Go 期 の 細 胞

で あ り DNA 含量が ほ ぼ 同 じで あるこ と，Percoll分離 は

超射後 3 時間 目に 行 っ て い る こ とに もよる．より長時間

経 っ て か らで は，分 解が 進 み，涙 滴部が 小 さ くな っ た 泳

動像 も検出 さ れ る．

　な お，胸 腺細 胞 か ら，DNA 断 片 化 に 関ラ．す る と考え ら

れ るエ ン ドヌ ク レ ア
ー

ビーDNase 一
γ を，東京理 科 大 学 の

円 沼先生 の グ ル
ープ が 精 製 し，ク ロ

ー
ニ ン グ を行 っ て い

る （田 沼 　 1998）．しか し，急速 な DNA 分 解 と停Jl：の 機構

な ど作 用機構．の 詳細 は い まだ 明 らか に は な っ て い な い ．

　 胸 腺細 胞以 外 の リン パ 腫 細胞 な どで も，同 じ よ う な涙

滴状 の 泳動像 が 観察 され ，こ れ まで の 報告 か ら も，ア ポ

トーシ ス に お け る DNA 断 片化時の 特徴的な泳動像 と考

え られ る．た だ し ， 涙 滴部の
．
大 き さや距離 は細 胞 の DNA

含量 が 異な る た め，泳動像は胸腺細胞 の 場合 の よ うに均

一
で は ない ．

5．DNA 損傷による切断とアポト
ー

シス での

　　口NA 断片化の違い

　Table　1 に ，放 射線 に よ る DNA 切 断 とア ポ トーシ ス

に よる DNA 断片化の 違 い を ま とめ た．コ メ ッ ト法 は ， 元

来，放射線 に よる二 本鎖 あ るい は一
本鎖の ラ ン ダ ム な切

断 を検出 す る た め に 考案 され た 丿∫法で あ り，名称 通 りの

“
コ メ ッ ト

”
様 の 泳 動像 を示 す．照 射 さ れ た す べ て の 細胞

に 線 量 依存性 に 切 断が生 じ，
コ メ ッ ト像 は ， 線量依存性

に 変化す る．また，切断 は 多様 な II多復機構 に よ り修復さ

れ るた め ，照射後時間が 経つ と尾 の 部分が 消 え て い く．

　 そ れ と比 較 して，ア ポ ト
ー

シ ス に お け る DNA 断片化

は，エ ン ドヌ ク レ ア
ーゼ に よ り，酵素的 に ヌ ク レ オ ソ

ー

ム の リ ン カー部位 が 特 異 的 に
．
切 断 され た産 物 で あ り，放

射線自体 に よ る DNA 損傷 と成 因 が まっ た く異 な る．ま

た，ア ポ ト
ー

シ ス 細胞 に の み 起 こ り，線量増加は ア ポ ト
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一
シ ス 細胞 の 割合を増加 させ る が ，DNA 分 解像 に は影

響 せ ず ，
ミ ク ロ ゲ ル 電気泳動で の 泳動像 は涙 滴状 とな る．

　 い わ ゆ る コ メ ッ ト法 は DNA 損傷自体 の 検 IH｝1に使 わ れ

て い る例 と ， 変 異 原誘 発 ア ポ トーシ ス の 検 出 に 使 わ れ て

い る例 とが あ る．
“

コ メ ッ ト
”
とい う名称を両者 に 使 うの

は，紛 らわ し くもあ り，上 述の ように 現象 と して も泳動

像 か ら も好 ま し くない ．そ こ で ，私 た ち は ア ボ ト
ー

シ ス

の DNA 断 片化 の 検 出 の 方法 と して ミク ロ ゲ ル 電 気泳 動

を用 い た と き は ， （Teardrop　assay ）と呼ぶ ほ うが 良 い の

で は な い か と考 え て い る （Ohyama 　et 　al．1998）．

6．DNA 断片化検出法と してのミクロゲル

　　電気泳動法の限界と留意点

　 な お，ア ボ トーシ ス で は ， 多 くの 場 合，細 胞 も断 片化

して ア ポ トーシ ス 小 体 とな L），貪食 除 去 され る．胸腺細

胞 の ア ボ ト
ー

シ ス も，細胞浮遊液の in　vitro 照射 で は細

胞縮小 が 起 こ る だ けだ が ，全身照射 した胸腺内で は ア ポ

ト
ー

シ ス 小体 となる．変異 原を作用 させ た 組 織内で の ア

ポ ト
ー

シ ス で も，ア ポ トーシ ス 小 体 とな っ て い る こ とが

多い と考え られ る．そ れ らの 検出 に は，ミ ク ロ ゲ ル 電 気

泳動 は適 さな い ．さ らに ，ア ポ トーシ ス 小体 は，す み や

か に 貪 食 除去 され 消 失 して しま うた め ，そ の 点 か ら も検

出 され に くい ．

　放射線誘発ア ポ ト
ー

シ ス の 例 で は，照射後 に数 時 間 で

照射 され た 細 胞自体 が死 ぬ
‘’
間 期 死 型

”
と呼 ば れ る もの

と ， 照射後，
一

回 以 上 の 分 裂 を繰 り返 し，場合 に よ っ て

は 100 時 間 に も及 ぶ 長 時間 に わ た っ て 生 じる
“
増殖死型

”

が あ る （大 山，山 田　1998　b，Ohyama 　＆ 　Yamada

1998＞．胸腺細 胞 の ような 問期 死 型 の ア ボ トーシ ス を示 す

細胞 は比較的少ない 。また，増殖 死 型 ア ポ トーシ ス につ

い て も多 くの 細 胞で は研 究 され て い な い ．

　多 くの 変異 原 に よ る ア ポ トーシ ス に も，放射線誘 発ア

ポ トーシ ス の よ うに，間期死 型 と増殖死 型 が あ る と考 え

られ る．増殖 死 型 の 場合 に は ，長 時 間 に わ た っ て ア ポ ト

ー
シ ス 細胞 が 出現 す る た め

，
DNA 断 片 化 像 も胸 腺細 胞

の よ うに 単純 で は な い ．こ うした 点 を留 意 して泳動像 の

解析結 果 を み て い く必 要が あ る．

　変異原 を 多量 に作用 させ た場合，変異原自体 に よる涙

滴状バ タ
ー

ン の 出現 と，ア ポ ト
ー

シ ス に よる場合 もあ り

う る の で 注意 を要す る．

7．アポ トーシスの機構 と意義

　 ア ポ トーシ ス の 実行過程 で は，線 虫 の 細胞死遺伝子の

ホ モ ロ ジ
ー
検索 か ら発見 さ れた シ ス テ イ ン プ ロ テ アーゼ

で あ るカ ス パ ー
ゼ 群 が 必須 の 役割を果 た して い る．現 在

まで に 多数の カ ス パ ーゼ に よ り分 解 さ れ る 多数 の 基質 が

明 らか に され て い るが，そ の 中 に，ポ リ（ADP 一リボ
ー

ス ）

ポ リメ ラ
ー

ゼ ，DNA 依存 性プ ロ テ イ ン キ ナ
ー

ゼ の 触媒

部位，Rad 　51 など の DNA 修復 に 関連す る 酵素が 含 まれ
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て い る．こ k らの タ ン パ ク質分 解 は ， お そ ら く，断 片 化

した DNA が 修復 され，再結合す る こ とを阻止 し，損傷遺

伝子が 再利用 され るの を抑制する機構 とな っ て い る の で

あ ろ う．

　生体 に は 多様な DNA 修復機構 が 備わっ て い る が ，
こ

うした分 子 レ ベ ル で の 修復 は ミス を伴う．ア ポ トーシ ス

の 重 要 な 意 義 の
一

端 は，DNA 損 傷 を起 こ した細 胞 を 完

全 に除 去 し ， 修 復 ミス を避 け，発 が ん や 奇形 な どの リ ス

クへ の 防御機構 と して 働 くこ とに あ る．反面，ア ポ ト
ー

シ ス は，場合 に よ っ て は，変異 原 に よ る障害をもた らす．

形態形成期 の 照 射 で は，奇形 発 生 が 多 い こ とが 知 られ て

い る．p53 ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス を用 い た実 験 で ，形態形

成 初期 の 照射 で は，正 常 に 比 較 して 流 牽 が 減 ワ，奇形 が

増 加 す る こ と が 観 察 さ れ て い る （Norimura 　 et　 al．

1996）．す な わ ち，p53 誘発 ア ポ ト
ー

シ ス が 異 常胚 を流 産

させ ，奇形 を防 ぐ役割 を果 た して い る．と こ ろが ， 私 た

ちの グル ープで は ， 肢指 形 成 期 照 射 に よ り， 肢 指原基細

胞 に ア ポ トーシス が 多発 し，それ が 奇形の 原因 とな る こ

とを明 らか に した （Wang 　et　aL 　l999）．

　DNA 損傷要 囚 な どの ス トレ ス に よ 1丿 p53 レ ベ ル が

上 昇 し，Gl 停 Jl／や ア ポ トーシ ス な ど が起 こ る．　 DNA 損

傷要 因 に よ るア ポ トーシ ス は p53 依 存性 に起 こ る こ と

が 多 い が ， 細 胞 に よっ て は ， 膜の セ ラ ミ ド生 成 を介す る

こ と も報告 され て い る （Ohyama ＆ Yamada 　1998＞．

結 玉
ロ

一一一一
口

　 ア ポ 1・　一シ ス に 伴 うDNA 断 片 化検 出法 と して ，単…

細 胞電気泳動 法 は ， 他 の 方法 で は得 られ な い 情報 を もた

らす．しか しな が ら ， そ の 利用 に は 隈 界 も存在す る．変

異原 に よ るア ポ トーシ ス の 検出 と機構．の 研究 は，変異原

の 生体影響 を解明 す る うえで 益 々 帚要性 を持 つ と考えら

れ る．そうした ア ポ ト
ー

シ ス 研究法 と して，ミクロ ゲ ル

電 気泳動法 は，限 界 を わ き ま え な が ら利 用 す れ ば 有 用 な

方法 と して役 立 つ で あ ろ う．逆 に，DNA 損 傷 の 検 出法 と

して コ メ ッ ト法 を使用す る場合 も，要因作用後時間が 経

っ て い る場合 は，ア ポ ト
ー

シ ス の こ と も念頭 に 入 れ る必

要 が ある で あろう．
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