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Summary

　An　atomic 　force　microscope （AFM ）has　become 　a　useful 　tool　to　visualize 　biological　molecules

with 　nanometer 　Ievel　resolution ．　It　is　theoretically 　possible 　to　visualize 　biological　molecule 　in　the
original 　form 　by　AFM ．　Many 　types　of　biological　molecules ，　such 　as 　DNA 　and 　protein ，　have　been

observed 　in　air 　or 　in　water 　by　AFM ．
　We 　 used 　AFM 　for　 nanometer ・1evel　 structural 　 analysis 　 of 　chromosome 　damage　induced　 by
radiation ．　The 　AFM 　could 　image　the　structure 　of 　chromosomes 　on 　Giemg．a 　 stained 　 or 　unstained

samples ．
　Atomic 　force　microscopy 　to　analyze 　DNA 　structure 　was 　 also 　introduced　to　further　explain 　of

formational　changes 　in　plasmid　DNA 　after 　radiation 　exposure 　in　comparison 　with 　agarose 　gel

electrophoretic 　 analysis （Murakami ，　 M ．，　 et　al．，200 ）．　 Three 　forms　 of 　plasmid 　DNA ，　 closed

circular （intact　DNA ），open 　circular （DNA 　with 　single　strand 　break）and 　linear　form （DNA 　with

double　strand 　break） were 　visualized 　by　dynamic 　force　 mode 　AFM 　 after γ
・irradiation．　The

torsional　feature　of　the　plasmid 　DNA 　was 　imaged 　better　with 　AFM 　than 　with 　a　transmission

electron 　microscope （TEM ）．
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緒 言

　電離放射線 は，DNA 分子 に対 して 塩基損傷，　 DNA 単

鎖切断 DNA 二 重鎖切 断等の 損傷を引 き起 こ し，こ れ ら

が 細 胞 の 不 活 化 の 主要 因 と考 え られ て い る （Chadwick ，

K．H ．　and 　Leenhouts，　H ．P．，1994）．こ れ らの 損 傷 は，

生 体 内の 修復機 構 に よ り修 復 さ れ る が，基質 と な る

DNA 損傷 の 搆造 を明 らか に する事 は，修復 の 分子機構

研究 に 有用な情報を提供す る事 に な る と期待 さ れる．従

来，電離放射線誘発 DNA 損傷 の 解析 に は，ゲ ル 電気泳動
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法 （Roots，
　R ．，　et　al．， 1985），パ ル ス フ ィ

ー
ル ドゲ ル 電気

泳動法 （Murakami ，　M ．，　et　al．， 1995　b＞，電子 顕微鏡法

（Herskind，　C．，1987）等が 用 い られ て きた．近年発明 さ

れ た 原 子 間 力顕微 鏡（AFM ）は （Binning，　G．，　 et　al．，

1986），Siや Si3N， な どで で きた 長 さ数百 μ m の カ ン チ

レ バ ーの 先 に 付 い て い る逆 ピ ラ ミ ッ ド形を した鋭利 なプ

ロ
ーブ を限 りな く物質の 表面 に 近 付 け た 状態 で 走査 し，

原子間力 を利用 して 物質の 表 面形状 を計 測 し画像化す る

もの で あ る．鳥瞰図を描 く
一

種 の 表面 粗 さ計 で あ るが ，

原理 的に は個 々 の 原子を識別で きる程 の 高 い 解像度 を持

つ ．生体高分子物質 の AFM に よる観察 に 際 して は，従

来の 電 子 顕 微鏡 観 察 に お い て 必 要 と され る よ うな試料の

化学固 定，金 属 の 蒸 着等の 操 作 は不 要 で あ り，観 察 条 件

本稿 は 日本環境 変異原学会第28回大会シ ン ポ ジ ウ ム II 「新 しい 変異 原検 出法 へ の ア プ ロ ーチ」 で 発表 され た．
This　paper　was 　presented 　to　the　symposiumlI ’［The　appreach 　tO　novel 　detection　systems 　for　environmen しal　rnutagens

”
at　the　28th　JEMS　annua ］meeting ，1999
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も空 気中，溶液中 どち らで も観察可能で ある．AFM は 近

年生 体高分子 物質 の 解析 の 有 用 な道具 と して 利 用 され，

DNA ，染色体，膜蛋白質，　 DNA 一蛋 白質 複 合体 ， 中性 子

線照射 に よ る DNA 損傷等につ い て 新 た な知 見 が 多 く得

られ て い る （Hansma ，　H ．G ．，　 et 　 al．，1992 ；De 　Grooth，
B．G．　 and 　C．　A ．　J，　Putman ，1992 ；Hansma ，　H ．G．　and
Hoh ，　J．H ．，1994 ；Pang，　D ．，et 　aL ，1998 ；Czajkowsky，

D ．M ．　and 　Shao，　Z．，1998 ；Hansma ，　H ．G．，1999）．

　 わ れ われ は，γ 線等 に 比 べ て 高 い 細 胞 致 死 効 果 を示 す

重 粒 子 線 に よ る染 色 体 異 常 の 詳細 な構 造 を解析す る た め

に ， ネオ ン イオ ン 線 もし くは炭素イオ ン線 をマ ウ ス 由来

の 電離放射線高感受性突然変異細胞 （SL 　3−147，
　 Mura ・

kami，　M ．，　et　aL ，1995　a ）に 照射 した後 ， その 染色体構

造を通常の 光学顕微鏡 （LM ）お よび AFM を用 い て 解析

した．

　 さ ら に ， 通 常 の 実 験 室 環 境下 に お い て ，無固定，無染

色 の 状 態 で 高 い 解像度 で 生 体高分 子物質 を可 視化す る こ

とが で きる とい う AFM の 利点を生 か して，プ ラ ス ミ ド

DNA に対す る γ 線照射 に よ り生 じた DNA 二 重 鎖切 断

の 超微細構造 を解析す る系を開 発 し，γ 線照射後の プ ラ

ス ミ ドDNA の ナ ノ メ ータ レ ベ ル で の 構造 を可視化す る

事が で きた．

　 1．重粒子線照射後の 染色体損傷 の 解析

　ネ オ ン線 もし くは 炭素イオ ン 線照射後 の 染色体 標 本 を

ギム ザ 染色 した と こ ろ ， LM に よ っ て細 胞 分 裂中期染色

体中 に ， 染色分 体型 ギ ャ ッ プ ， 染色 分 体型 切 断等が 観察

され た．

　続い て 1司一の 染色 体標本 を，AFM で 解析 した．ギ ム ザ

染色 した未照 射の 試料 に お い て ，AFM に よ り詳 細 な染

色体像 を得 る 事が で きた．染色体表 面 は比較的 滑 らか で

あ っ た．一一
方，無染色 の 試料 に お い て は ， 染色体 の 表 面

は粗 くなっ て お り，高 い 拡 大 率 で走 査 した と こ ろ ， 染色

体 の 30nm 繊 維 構造 に 相当す る と思 わ れ る構 造を可視

化 す る こ とが で きた （村 上，江 冂
一
笠井，2000）．続 い て ，

照射後 の 分裂中期染色体 サ ン プ ル を AFM で観 察 し た

とこ ろ ，LM 観察 に よ っ て 染色体 異 常 が 確 認 され た もの

で は，LM 観察 と 同様 に
，
　AFM で 染色分体型 ギ ャ ッ プ，

染色分 体 型 切 断等が 観 察 され ， そ の 中 に は，同
一
染 色体

上 に染色分 体 型切断，染色分体型ギ ャ ッ プ が 観察 され た

もの が あ っ た （村上，他，1999＞．切 断領域で は切 断点の

高 さ は，ほ ぼ 基盤部分 と同 じ高さまで低 くなっ て お り，

染色体 が 不 連続 で あ っ た．染色 分 体 型 ギ ャ ッ プ の 生 じて

い る領域 で は，連 結 部 分 の 高 さ は基 盤 部分 の 高 さ まで は

低 くな っ て お らず，染色体断片が 繋 が っ て い る事 が確認

で きた （村．E，江 ロ
ー
笠井，2000）．　 AFM で は，高解像度

で 染色体構造の 画像 を取得で き るだ け で な く，1司時 に 高

さ情報，距離情報等 が 得 られ るの で ，LM よ り詳細 に 染

色体 形 態を解析す る事 が 可 能 で あ っ た．
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　 2．γ線照射後 の DNA 損傷の 解析

　次 に γ 線照 射 に よ る DNA 損 傷 の 解 析 を行 う た め に，

プ ラ ス ミ ドDNA を
6°Co一γ 線 で 照射 し，その 形状変化を

AFM に より解析 した．γ 線 に よる照射を受 け る と，プ ラ

ス ミ ドDNA は種 々 の 損傷 を受 け そ の 損傷の 種 類 に よ り

形状 が 変化す る事 が 知 られ て い る．損傷を受 け て い な い

プ ラ ス ミ ドDNA は ， 多 くの ね じれ を持 っ た ス
ーパ ー

コ

イル 状 の い わ ゆ る閉 環 状 DNA で あ るが ，放射線 に よ り

単鎖 切 断が 生 じ る とね じれ が 解消 され て，開 環状 DNA

に な る。さ らに DNA 二 重鎖切 断が 生 じる とひ も状 の 線

状 DNA とな る．ア ガ ロ ース ゲ ル 電 気泳動法 で 解析す る

と， 上 記 の 3形 態 に よ リプ ラス ミ ドDNA の ア ガ ロ
ー

ス

ゲ ル 土 で の 移動が 異 な る事 か ら容易に識別す る こ とが で

きる．

　 ま ず，γ 線照射前後 の プ ラ ス ミ ドDNA の 形 状 分 布 を

ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル 電気泳動法 で 解析した．未照 射 の サ ン プ

ル で は
，
ほ ぼ すべ て の DNA は 閉環 状 で あ っ た が，γ 線照

射に よ りそ の 割 合 は急激に 減 少 した．線 量 5．6kGy で

は ， 閉環 状 DNA は検出 限 度以 下 にな t，，開環状 DNA が

大 多数 を 占め る状態 に な っ た．開環状 DNA は今 回 用 い

た線量範囲 に お い て は，すべ て の 条件
．
ドで 大多 数 を 占 め

た．線状 DNA は 線量 依 存 的 に ほ ぼ 直線 的 に そ の 割 合 が

増加す る こ とが 明 らか に な っ た （Murakami ，　M ．，　et　al．，

2000）．

　続 い て，電気泳動法解析 に 用 い た もの と同 じサ ン プル

を AFM を用 い て 観察 を試 み た．未照射 の プ ラ ス ミ ド

DNA を観察す る と，い くつ か の ね じれ を持 っ た ス ーパ

ー
コ イル 状 の 閉 環 状 DNA 像 を得 る 事 が で き た，線 量

1．9kGy の 条 件 で は，閉 環 状 ， 開 環 状 そ して 線状 の 3 つ の

形 状 の プ ラ ス ミ ド DNA を観察す る こ とが で きた．線量

5．6kGy と 8．3kGy の 条件 で は，閉環状 は ほ とん ど確認

され ず，開環状 と線状 の もの が 観察された．特 に ， DNA
二 重鎖切 断 の 結果生 じた 線状 DNA の 割 合 は，線量 に 従

っ て 増加す る と い う良 い 線 量効 果 関係 が 認 め られ た

（Murakami ，　M ．，　et　al．，2000）．次 に，　 DNA 分 子 の 長

さ を測 るた め に，制 限 酵素（Smal ）で
一

箇所切 断 し た 線

状 DNA を観察 し，長さを計測 した と こ ろ平均的長 さ は

およそ 1μm で あ っ た．こ の 値 は ， 3kbp の B 型 DNA と

して 仮定 した計算か ら予 測 され る長 さ ／μ m と同 じで あ

っ た．ロ
ータ リーシ ャ ドウ イ ン グ法 に よ る透過型電子 顕

微鏡 観 察（TEM ，試 料作成 法 は，　Takeda ，　Y ，，　et 　al ．，1992

に 従 っ た．）に よ っ て も同様 の 値 が 得 られ た ．TEM と は

異な り AFM で は，金属 の 蒸着等の 操作を 行 っ て い な い

ため，DNA 鎖 の ね じれ の 様 チが 詳細 に観察す る事 が で

きた．γ 線の 照 射前後 に お い て，AFM に よりDNA 鎖 の

長 さ を計測 し比較 した と こ ろ，未照射の 試料 と比べ て，

照射後の 試料，特 に 5．6kGy と 8．3kGy で，　 DNA 鎖 の

短縮 が 認 め られ た （Murakami ，　M ．，　et　aL ，2000）．
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結 曇五
ロ ロ

　AFM は，原理 的 に は個 々 の 原子 を識別 で き る程 の 高

い 解 像 度 を持 ち ， ナ ノ テ ク ノ ロ ジ
ー

に お け る重 要 な 装置

で あ る．生 命科 学の 領 域 に お い て は，AFM は，細胞 レ ベ

ル か ら分子の レ ベ ル まで 幡広 い 範囲で 応用 が 始 まっ て い

る．われわれは，こ の AFM を用 い る こ と に よ り，染色

体 レベ ル か らDNA レ ベ ル まで の 範囲で，電 離放射線 に

よ る損傷を詳細 に
．
is∫視 化，解 析す る事 が で きた．今後 は，

電 離放 射線 に よ る DNA 損傷 を解析す る た め に，さ ら に

解像度 を上 げた AFM を用 い て 損傷領域 に お け る 詳細

な構造変化を可 視 化解析す る系を開発す る予定 で あ る．

　　　　　　　　　　　謝　　 辞

　本研 究 は，科学技術庁 原 子 力基盤 技術 ク ロ ス オーバ ー

研 究 お よ び放 射線医学総合研究所重 粒子線 が ん 治療装置

の 共 同利用 の
一

環 と して 行 わ れ た．
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