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6．要約

　Gadd45 は、Gadd 遺伝子群のうちで唯一電離放射線によっても発現誘導がみられる遺伝

子である。放射線高感受性遺伝病として知られる ataxia telangiectasia（AT）細胞では、放

射線照射後の Gadd45 遺伝子の誘導に異常がみられることから、本研究では Gadd45 遺伝子

の発現異常と AT 細胞の表現形質との関連性を調べた。ヒト Gadd45 遺伝子の cDNA を単離

し、誘導型発現ベクターに、センス及びアンチセンス方向に組み込んだ。このうちセンス

Gadd45 遺 伝 子 を 、 AT5BIVA 細 胞 に 導 入 し て 、 発 現 誘 導 剤 で あ る isopropyl

thiogalactoside（IPTG）により、導入した Gadd45 遺伝子の発現誘導が可能な AT 細胞を

樹立した。まず、GADD45 を過剰発現させた AT 細胞にＸ線を照射し、放射線感受性への影

響を調べた。その結果、GADD45 の過剰発現は、AT 細胞の放射線感受性には全く影響を与

えないことが分った。次に GADD45 過剰発現の細胞増殖能への影響をコロニー形成法により

調べた。その結果、GADD45 過剰発現により、コロニー形成率が約 50%抑えられることが分

かった。この GADD45 によるコロニー形成抑制能は、細胞播種後２４時間に限局した過剰発

現でも効果がみられた。しかし、細胞集団で調べると、GADD45 過剰発現による細胞増殖抑

制、細胞周期の停止、およびアポトーシスは観察されなかった。本研究の結果は、孤立的環

境にある細胞が足場依存的増殖を始める初期段階において、GADD45 が増殖抑制的に作用す

ることを示唆している。

7．研究目的

　細胞は環境変化によるストレスに対し、積極的に応答する機構を保持している。これまで

に我々は、環境ストレスに対する細胞応答研究のひとつとして、微量放射線の細胞刺激効果

に着目し、その効果として、(１）細胞障害作用の軽減化、(２）ヒト細胞の分裂寿命の延長、

(３）遺伝的不安定性の軽減化、等を明らかにしてきた。そのメカニズムについてはまだ不明

であるが、我々は、刺激効果を与える放射線線量が遺伝子損傷を誘発するには不十分と考え

られることから、遺伝子損傷とは異なる事象が発端となっているものと推定している。一方、

これとは別に、近年、明らかに遺伝子損傷が引き金となってその発現が誘発される一連の遺

伝子群の存在が明らかにされてきている。この現象も細胞の環境ストレスに対する応答現象

と捕らえることができる。この場合には、遺伝子が捕らえられていることから、その機能を

探ることにより細胞応答機構に迫るというアプローチが可能となる。Gadd 遺伝子群は、紫

外線により誘発される遺伝子群として Fornace らによって CHO 細胞から単離されたもので

ある１)。Gadd 遺伝子群は、紫外線だけでなく、MMS (methyl methanesulfonate) などの
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化学発癌物質、過酸化水素、及び細胞増殖停止状態でも誘導されることが明らかにされてい

る１)。Gadd45 は、Gadd 遺伝子群のうちで唯一電離放射線によっても誘発される遺伝子とし

て着目されている２ )。Kastan らは、放射線高感受性遺伝病である ataxia telangiectasia

(AT) 細胞を用いた研究から、AT 細胞ではこの p53 依存的経路に異常があり、放射線照射後

の Gadd45 遺伝子発現が正常とは異なることを報告した３)。そこで本研究は、Gadd45 遺伝

子の発現を人為的に制御しうるシステムを構築し、それを用いて AT 細胞における GADD45

高発現の影響を調べることにより、この遺伝子機能の一端を明らかにすることを目指した。

8．材料と方法

（１）Gadd45遺伝子誘導型発現ベクターの構築

　ヒト線維芽細胞に 20Gy のＸ線を照射し、4 時間後に RNA を抽出して RT-PCR を行い、

Gadd45 遺伝子の cDNA を pGEM-T ベクター上にクローニングした。単離したヒト

Gadd45 cDNA の長さは約 800bp であるが、PCR で用いる Taq polymerase は DNA 複製

の忠実度が低いので、単離した cDNA の遺伝子配列を調べて突然変異の有無を確認する必要

がある。そこで、蛍光色素 Cy5 でラベルしたプライマーを作成して、DNA Sequencer

(Pharmacia Biotech) により、単離した全領域の遺伝子配列を調べた。次に、大腸菌の lac

オペロンシステムを利用した誘導型発現ベクター（pOPRSVICAT) に、単離した Gadd45

cDNAをセンス方向及びアンチセンス方向に挿入した。

（２）細胞への遺伝子導入と遺伝子発現の確認

　遺伝子受容細胞としては、SV40 不死化 AT5BIVA 細胞、及びその対照として、SV40 不死

化 GM638 細胞を用いた。まず、これらの細胞に lac repressor 遺伝子が挿入されたプラス

ミド（p3'SS）を導入し、hygromycin 耐性を指標として細胞を分離した。分離した細胞に

つき、Western blotting法を用いて lac repressor の発現が見られる細胞を同定した。次に、

lac repressor 陽性細胞に、センス Gadd45 遺伝子(pOPRSVI/gadd45) を導入し、G418

耐性を指標として細胞を分離した。分離した細胞につき、導入 Gadd45 遺伝子の存在を PCR

法を用いて確認し、さらに Western blotting 法を用いて GADD45 の発現が見られる細胞を

同定した。

（３）GADD45発現動態の解析

　細胞は、大腸癌由来 RKO 細胞（野生型 p53)、galactosemia 由来 SV40 不死化 GM638 細

胞、及び ataxia telangiectasia 由来 SV40 不死化 AT5BIVA 細胞を用いた。対数増殖期にあ

る細胞に、6 Gy のＸ線を照射し、2、4、8、12、24 時間後に細胞を回収してタンパクを抽出

し、Western blottingにて GADD45 の発現量を調べた。また、Ｘ線 6 Gy、12 Gy照射４時

間後の GADD45 発現量について３種の細胞で比較した。次に、GADD45 発現の見られる

ATH2S3-1 細胞について、GADD45 発現の経時的な変化を見るために、5mM IPTG

(isopropyl-thiogalactoside) 添加後、2、4、8、12、及び 24 時間後に細胞を回収し、

Western blotting法で GADD45の発現を調べた。
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（４）GADD45発現の放射線感受性に対する影響

　AT 細胞は、放射線に対し高感受性を示す。その原因は現在のところ不明であるが、

GADD45 の発現が AT 細胞の放射線感受性を修飾するか否かについて調べた。細胞は、

GMH2S3-4、ATH2S3-1、ATH7S3-2 細胞をそれぞれ用いた。細胞を、5mM IPTG を含ん

だ培地で 24 時間培養した後、Ｘ線を照射した。その後、IPTG を含まない培地中で２週間培

養して形成されたコロニー数を調べた。

（５）細胞増殖能の解析

GADD45 発現の細胞増殖への影響を、細胞増殖曲線を調べることによって検討した。細胞

を２群（対照群と IPTG処理群）に分け、ディッシュ当たり(60mm) 2 × 105 細胞を植え込み、

4日間、毎日細胞数を計測して求めた。IPTGは、細胞の植え込みと同時に添加した。

（６）GADD45発現の細胞周期に対する影響

　GADD45 が、G1 チェックポイント機構において重要な役割を担っているならば、その発

現が少ないと予想される AT 細胞において、人為的に発現を上昇させることによりチェック

ポイント機構の異常を相補させることができる可能性がある。そこで GMH2S3-4 細胞と

ATH2S3-1 細胞を２４時間、5mM IPTG を含む培地中で培養した後、Ｘ線を照射した。その

１６時間後に細胞をエタノール固定し、propium iodine (PI)染色した後、Laser Scanning

Cytometer (LSC; Olympus) を用いて、細胞周期の分布を調べた。また、BrdU を取り込ま

せて DNA合成の動態を LSCを用いて調べた。

（７）GADD45発現のコロニー形成能に対する影響

　実験には、IPTG による GADD45 発現陽性細胞として ATH2S3-1 細胞を用いた。培養皿

に細胞を 500 個植え込み、5mM IPTG を含む培地、及び含まない培地中で２週間培養し、形

成されたコロニー数を調べた。また、GADD45 の発現時期を、(i)播種前 24 時間、(ii)播種後

24 時間、(iii)播種 24 時間以降の 3 群に分け、GADD45 の発現のタイミングによってコロニ

ー形成能に違いが現れるかを調べた。

9．結果

（１）Gadd45遺伝子誘導型発現ベクターの構築

　大腸菌 lac operon を利用した LacSwich 遺伝子発現システムの概略は、図１に示す通りで

ある。p3'SS プラスミドを導入した細胞について、 lac repressor 発現を調べたところ、

AT5BIVA 細胞で 3 個、GM638 細胞で 1 個の発現陽性細胞が得られた。lac repressor 陽性

細胞に pOPRSV/gadd45 プラスミドを導入し、hygromycin/G418 耐性細胞を AT5BIVA

細胞より 11 個、GM638 細胞より 8 個分離した。これらの細胞につき、導入 Gadd45 遺伝子

の存在を PCR 法で確認したところ、AT5BIVA 細胞で 73% (8/11)、GM638 細胞で 75%

(6/8) の細胞に存在が確認できた。
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（２）GADD45発現の誘導

　AT 細胞では、Ｘ線照射後の p53 の発現が遅延し、その発現量も少ないことが報告されて

いる５,６）。GADD45 は、その発現が p53 依存的であることから、AT 細胞と対照細胞では、

Ｘ線照射後の GADD45 の発現動態が異なるものと考えられる。そこで 6 Gy 照射 2 時間～24

時間後の GADD45 の発現量を調べてみた（図２）。正常 p53 遺伝子型を持つ RKO 細胞で

は、GADD45 の発現はＸ線照射後速やかに上昇し、4 時間後には初期発現量の 2 倍となりプ

ラトーに達した。これに対して、SV40 不死化 GM638 細胞では発現が遅延し、12 時間、お

よび 24 時間後にほぼ RKO 細胞と同レベルの発現量となった。SV40 T antigen は、p53 と

安定な複合体を形成し、p53 の機能を不活性化すると言われている。この SV40 T antigen

による p53 タンパクの不活性化により、GADD45 の誘導が遅延するものと考えられる。しか

し、24 時間後の発現量は RKO 細胞と同等であることから、一部の p53 タンパクは不活性化

されずに残っている可能性がある。あるいは、遅れて発現してくる GADD45 は、p53 非依存

的である可能性も否定できない。SV40 不死化 AT5BIVA 細胞では、GM638 細胞以上に発現

が遅延し、少なくとも、Ｘ線照射後 12時間まではほとんど発現が見られないことが分かった。

誘導発現量だけでなく、構成的発現量も低いことが明らかとなった。しかし、24 時間後の発

現量は、RKO 細胞の構成的発現量の約１.５倍まで上昇した。したがってこの場合も、

GM638 細胞の場合と同様に、(1) 活性 p53 タンパクの漏出、あるいは、(2) p53 非依存的発

現経路の可能性が考えられる。以上の結果から、AT 細胞においては、Ｘ線による GADD45

の発現が著しく遅延し、しかもその発現量も低いことが明らかとなった。
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図１LacSwitch遺伝子発現システムの概要。このシステムは、２種類の
ベクター（pOPRSVGADD, p3'SS）によって成り立つものである。
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領域が活性化され、Gadd45遺伝子が誘導される。
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　次に放射線による GADD45 発現誘導の線量依存性をみるために、RKO 細胞、GM638 細

胞、及び AT5BIVA 細胞について、それぞれ 6Gy、12Gy のＸ線を照射し 4 時間後の

GADD45 発現を調べた（図３）。RKO 細胞では、わずかに構成的発現があり、Ｘ線照射に

よってその発現量が増加した。GM638 細胞では、構成的発現はほとんど無く、Ｘ線による発

現誘導量は RKO 細胞に比べて少なかった。これに対し、AT5BIVA 細胞では、構成的発現も

Ｘ線による発現誘導も全くみられなかった。

　次に、外来性ヒト Gadd45 遺伝子を導入した ATH2S3-1 細胞について、誘導剤 5mM

IPTG 処理による GADD45 発現誘導の経時的変化を 24 時間まで調べた。その結果、2 時間

処理から速やかな誘導が見られ、24 時間後には無処理の 8 倍レベルまで誘導されることが分

かった（図４）。

（３）GADD45発現の放射線感受性に対する影響

　AT の原因遺伝子として ATM 遺伝子が単離されたが７）、ATM 遺伝子の異常によりなぜ放

射線高感受性になるのかは依然として不明である。ATM タンパクは、signal transduction

に関わるタンパクであると考えられるので、その下流にある遺伝子群の発現を変化させるこ

とによって放射線感受性を正常化できる可能性がある８）。そこで、GADD45 について調べて

みた（図５）。その結果、GADD45 の発現を上昇させた状態でＸ線を照射しても、AT 細胞

の放射線感受性は全く変化しないしないことが分かった。少なくとも、AT 細胞における放射

線高感受性は、GADD45の発現異常では説明できないことが明らかとなった。
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（４）GADD45発現の細胞増殖への影響

　GADD45 は、細胞増殖抑制効果があるという報告があるので９）、誘導剤 IPTG により

GADD45 の発現誘導がみられる ATH2S3-1 細胞について、IPTG 処理による細胞増殖曲線

への影響を調べた（図６A）。細胞播種と同時に誘導剤を処理してその後４日間の細胞増殖状

態を調べたところ、対照細胞と誘導細胞で増殖状態には全く差がないことが分かった。この

とき GADD45 が実際に発現されているのかをウエスタンブロット法で確認したところ、培養

１日目から十分高い発現が見られることが分かった（図６B, C）。したがって、GADD45は、

少なくとも細胞集団の増殖状態には影響を全く与えないことが分かった。

（５）GADD45発現の細胞周期に対する影響

　ATH2S3-1 細胞を用いて、GADD45 発現の細胞周期に及ぼす影響を調べた。細胞播種 24

時間後に誘導剤を加えて 2～24 時間処理し、その後細胞を固定染色して細胞周期の分布を調

べ、結果を図７に示した。細胞分布の変化をみるために、G2 期集積細胞の割合に対する G1

期集積細胞の割合の比（G1/G2）を計算してみると、誘導処理 12 時間までは、0.73～0.86

の値を示し、誘導剤処理群と未処理群で相違が無かった。また、処理 24 時間後には、0.98

とやや G2 期細胞の割合が増加したが、両群に差は見られなかった。すなわち、GADD45 の

過剰発現による細胞周期アレストは観察されなかった。

　次に、ATH2S3-1 細胞、及び GMH2S3-4 細胞を用いて、GADD45 過剰発現の DNA 合成

に対する影響を調べた（図８）。GMH2S3-4 細胞は、誘導剤による発現が見られない陰性対

照として用いた。誘導剤で 24 時間処理して十分 GADD45 が誘導されている状態で BrdU を

１時間取り込ませて、その取り込み量を定量し、GADD45 を誘導していない場合と比較した

ところ、両群に差が無いことが分かった（図８）。このことは、GADD45 の過剰発現が、

DNA合成に全く影響を与えないことを示している。
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図７GADD45発現の細胞周期への影響。細胞はATH2S3-1を用いた。
PI染色した細胞を、レーザースキャニングサイトメーターを用いて
解析した。図中の数字はG2に対するG1の比(G1/G2)を表す。
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　そこで次に、同じ細胞を用いて、X 線照射による G2 アレストに対する GADD45 発現の影

響について調べた（図９）。GADD45 を誘導した状態で 6 Gy のＸ線を照射し、その 16 時

間後の G2 アレストを解析した。図９に示す通り、GADD45 が誘導される ATH2S3-1 細胞

において、Ｘ線照射 16 時間後の G1/G2 比を算出すると、非誘導細胞で 0.40 であり、誘導

細胞で 0.45 であった。このことは、放射線照射後の G2 アレストに対しても、GADD45 の

過剰発現は影響を与えないことを示している。
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47
 %

30
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図８GADD45発現のDNA合成への影響。BrdUの取り込み量を抗BrdU抗体
を用いた蛍光染色法で定量化した。BrdUにおける内枠は、BrdUの取込み
によりFITCの蛍光量が増加した部分。数字（％）は、枠内の細胞の割合い
を示す。
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図９放射線照射によるG2アレストに対するGADD45発現の効果。誘導剤
を24時間処理してGADD45を誘導し、その時点で6 GyのＸ線を照射して
16時間後のG2アレストを調べた。図中の数字はG2に対するG1の比(G1/G2)
を示す。



– 233 –

（６）GADD45発現のコロニー形成能に対する影響

　ATH2S3-1 細胞について、GADD45 発現のコロニー形成能に対する効果を調べた。その

結果、図１０に示すように、細胞播種と同時に誘導剤を添加して GADD45 を発現させると、

コロニー形成能は約 50%低下した。このことは、GADD45 が低細胞密度環境下では、細胞増

殖に対して抑制的に作用することを示している。こうした効果は、細胞密度が高い環境下で

は見られないものであった（図６）。そこでこの GADD45 によるコロニー形成抑制機能のメ

カニズムを探るために、GADD45 の発現時期を、(i)播種 24 時間前、(ii)播種後 24 時間以内、

(iii)播種後 24 時間以降の 3 群に分け、GADD45 の発現のタイミングによってコロニー形成

能に違いが現れるかを調べた。その結果を図１１に示す。この結果は、以下のことを示して

いる。(1)少なくとも細胞播種 24 時間以降に GADD45 を持続的に発現させるとコロニー形成

率は抑制される（図１１；c, d, g, h）。(2)細胞播種前の 24 時間だけ GADD45 を発現させ

てもコロニー形成率は抑制されない（図１１；e）。(3)細胞播種後、少なくとも 24 時間

GADD45 を発現させるだけでコロニー形成率は抑制される（図１１；b, f）。以上の結果は、

GADD45 の発現によるコロニー形成抑制作用が、細胞播種後、24 時間以内という極めて限

定された時間でも有効に機能することを示している。
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図１０GADD45発現によるコロニー形成能の低下。(A)直径100mmの
ディッシュに細胞を500個播種し、播種と同時に誘導剤処理した。約2週
間後に固定し、5%ギムザ液で染色した。細胞数50個以上の細胞集団を
コロニーと判定した。(B)GADD45発現のコロニー形成率への影響を非
誘導時のコロニー形成能に対する相対値で示した。誤差線は5回の実験
の標準誤差を示す。検定はStudent's t-test  を用いた。*p<0.05
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　そこで次に、ディッシュ中のコロニーについて、50 個未満の細胞よりなるものを計数して

みた。その結果、24 時間の GADD45 誘導処理により、細胞数 50 個未満の細胞集団が未処

理群に比べて増加していることが分かった（図１２）。さらに、コロニーの中でも細胞が密

に集積し、かつ巨大細胞などの異常細胞が無いか非常に少ないコロニー(以下「高密度コロニ

ー」)を集計した結果、高密度コロニーの数は誘導剤処理の有無、タイミングに関わらず変化

しないことが分かった（図１２）。

　以上の結果は、GADD45 によるコロニー形成抑制作用が、細胞接着の阻害作用よりは、む

しろ細胞増殖阻害作用に起因していることを示唆している。

10．考察

（１）lac オペロンシステムを利用した誘導型発現ベクター

　大腸菌の lac オペロンシステムを利用した誘導型発現ベクターを、哺乳動物細胞への遺伝

子導入に用いた報告例はまだ少ない。Inducer である IPTG の細胞内への取り込みは、2 時

間から 4 時間で最大になると報告されている１０）。従って、ATH2S3-1 細胞において IPTG

による GADD45 の発現誘導が 2 時間目から見られたことは、IPTG の細胞内移行が報告通り

であることを示している。しかし、発現誘導の強さは、細胞間で大きく異なることが分かっ

た。このことは、導入遺伝子の発現がゲノムの挿入位置に依存することを示唆している。

我々の結果は、この発現ベクターが、ヒト細胞における導入遺伝子発現システムとして有用

であることを示している。

（２）放射線による GADD45の発現誘導

　Ｘ線による GADD45 の発現を、RKO、GM638、AT5BIVA の各細胞で調べたところ、

p53 機能が正常と考えられる RKO 細胞において、最も鋭敏に発現誘導がみられることが分

かった。SV40 virus によって不死化している GM638、AT5BIVA の各細胞では、large T

抗原によって p53 機能が失活していると考えられる。しかし、両細胞間に GADD45 発現に

関して相違があり、AT5BIVA 細胞の方がより強い不感性を示したことは、AT 遺伝子産物

(ATM) の機能を考える上で重要な現象であると言えよう。

（３）細胞周期監視機構における GADD45の役割

　GADD45 が、放射線による G1 アレストに関与しているという可能性は、Kastan らによ

って最初に示唆された３）。彼らは、ATM（AT 原因遺伝子の遺伝子産物）蛋白質の機能を

p53 依存的チェックポイント経路の制御と位置づけて、AT 細胞における放射線による

Gadd45 遺伝子の発現誘導を解析した。その結果、AT 細胞では p53 経路の下流にある

GADD45 の誘導が異常になることを示した。AT 細胞には放射線による G1 アレストが見ら

れないことから、これに GADD45 の誘導異常が関与している可能性が示されたことになる。

その後、p53 依存的チェックポイント経路による G1 停止機構に関する研究は飛躍的に進み、

p53 蛋白質によって転写活性化される遺伝子のうち、p21 遺伝子が G1 停止現象に中心的な

役割を果たしていることが明らかにされた１１）。しかし、これまでの報告では、GADD45 が

放射線による G1 停止機構に関与していることを示す直接的な証拠はまだ無い。本研究でも、

AT 細胞を用いて GADD45 過剰発現による細胞周期への影響について調べたが、どのような
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影響も見られなかった。我々の結果は、Kastan らが最初に示唆した GADD45 の G1 停止機

構への関与という点について、これを指示するものでは無かった。

　では、GADD45 は、細胞周期監視機構には全く無用なのであろうか？最近、この点に関し

て興味深い事実が明らかにされた。GADD45 を正常ヒト線維芽細胞にマイクロインジェクシ

ョンして強制発現させると G2 アレストが生じることが示された１２,１３）。さらに、GADD45

の G2 アレスト誘発機能は p53 依存的であることが分かった。また、乳癌感受性を支配する

遺伝子である BRCA1 を強制発現させると GADD45 が誘導されること、さらに JNK（c-Jun

N-terminal kinase）の活性化を通してアポトーシスが誘導されることが明らかにされた１４）。

こうした事実は、GADD45 が、環境ストレスに呼応して生じる細胞周期停止やアポトーシス

現象のmediatorとして重要な役割を果たしていることを示している。

（４）GADD45による増殖抑制効果

　ATH2S3-1 細胞では、培地への inducer 添加により、コロニー形成能が低下することが

分かった（図１０）。この効果は、高細胞密度で細胞増殖曲線を解析した場合には見られな

かったことから（図６）、低細胞密度の場合に特異的に現れるものと考えられる。この結果

は、Gadd45 遺伝子を構成的発現ベクターに組み込んで発現させるとコロニー形成率が低下

するという Zhan らの報告と一致している９）。本研究では、さらに細胞播種後の 24 時間に

GADD45 を誘導するだけで、持続的に発現させた場合と同程度のコロニー抑制効果が得られ

ることを明らかにした。この場合、コロニー形成率の低下は、主に細胞数 50 個未満のコロニ

ーフラクションの増加が原因であった。用いた ATH2S3-1 細胞は、ATM、及び p53 蛋白質

が正常に機能しない細胞であることを考えると、GADD45 のコロニー抑制効果は、それ単独

で作用している可能性が高い。すなわち、低密度状態でしかも細胞接着後の増殖の初期段階

において、GADD45 は、細胞増殖を抑制する作用を持つものと考えられる。アポトーシスが

生じている可能性についても検討したが、アポトーシスが誘導されているという証拠は得ら

れなかった。したがっって、GADD45 が、どのようなメカニズムで細胞増殖の初期段階に作

用するのかは今後解明されるべき課題である。

11．今後の展開

　ストレス応答蛋白質の中でも、p53 蛋白質は、ゲノム安定化維持に中心的役割を果たすこ

とが知られている。最近になって、GADD45 ノックアウト（-/-）マウスを用いた研究から、

GADD45（-/-）細胞では、染色体異常、遺伝子増幅、中心体増幅、および分裂異常などの

遺伝的不安定性が誘起されることが明らかにされ、GADD45 が、p53 蛋白質によるゲノム安

定化に関与していることが示唆されている１５）。こうした GADD45 のゲノム安定化機能と本

研究でみられた GADD45 一過性誘導による細胞増殖抑制機能がどのように関連づけられるか

を探ることが今後の重要な課題である。一過性誘導で増殖抑制が見られるという点は、細胞

増殖機構を探る上でも大変ユニークな実験系を構築できることを示すものであり、今後より

詳細な解析を行っていきたい。
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(6) Abstract

Gadd (growth arrest and DNA damage-inducible) genes have been isolated as those

inducible by a variety of DNA-damaging agents, such as, chemical carcinogens or UV.

Their functions are suggested to be involved in control of cell growth and differentiation.

Among the Gadd genes, Gadd45 is unique because of induction by ionizing radiation.

Recently, it has been reported that GADD45 might be involved in p53 dependent G1

arrest pathway and that radiation-sensitive ataxia telangiectasia (AT) cells showed an

impaired induction of Gadd45 gene by radiation. To investigate abnormal expression of

the Gadd45 gene in AT cells, we examined the time dependent expression of GADD45

after X-irradiation. We show here that X-ray-induced expression of the GADD45 is

severely delayed in AT5BIVA cells compared to the control RKO cells and that the basal

expression level also diminishes in the AT cells. To know the function of GADD45 in the

AT cells, we transfected the inducible human Gadd45 gene into the AT5BIVA cells and

established the AT cells whose GADD45 expression was inducible by isopropyl

thiogalactoside (IPTG) treatment. Using this AT cell line, we investigated the effect of

GADD45 expression on radiation sensitivity, cell cycle arrest and colony forming ability.

We demonstrate that the excess GADD45 expression neither change radiation sensitivity

nor cause G1 arrest in the AT cells. On the other hand, the increased expression of

GADD45 reduced plating efficiency to 50% of control, confirming that the Gadd45 gene

functions as a negative growth regulator. Further analysis reveals that the temporal

expression of the Gadd45 gene within 24 h after cell inoculation is enough to suppress the

colony forming ability, suggesting that there may exist a critical target for GADD45 at the

beginning of cell growth.


