
– 256 –

1．研究課題名：DNA修復欠損細胞における放射線誘発遅延性損傷の解析

2．研 究 機 関：長崎大学薬学部保健衛生薬学講座放射線生命科学教室１、科学技術振興事業

団長崎研究室２（s-kodama@net.nagasaki-u.ac.jp）

3．研 究 者：児玉靖司１, ２

4．研究協力者：鈴木啓司１、横山兼久２、森田直子２、中山由紀子２、渡邉正己１

5．研 究 期 間：平成１０年～平成１１年

6．要約

　放射線被曝後 20 回以上分裂した生存細胞に、遅延性損傷が生じることが知られている。こ

の放射線による遅延性損傷は、コロニー形成率の低下、巨大細胞の生成、染色体異常の生成、

及び遺伝子突然変異の生成などの変化を細胞にもたらす。これらの異常はいずれも、細胞の

持つ遺伝子安定保持機構の乱れに起因するものであり、特に放射線発癌を考える上で重要な

現象である。本研究は、放射線による遅延性損傷の誘発に DNA 損傷修復機構がどのように

関わっているのかを明らかにするために、DNA 鎖切断の非相同末端結合に関わる DNA 依存

的プロテインキナーゼ（DNA-PK）の機能に欠損を示す scid マウス細胞を用いて、放射線に

よる遅延性損傷の誘発について調べた。scid 細胞のＸ線感受性は、野生型 及び scid ヘテロ

細胞に比べて、約４倍感受性であった。そこでそれぞれの細胞で 10%生存率を与えるＸ線線

量を用いて、遅延性増殖死について調べたところ、いずれの細胞でも同程度に誘発されるこ

とが分かった。しかし、遅延性染色体異常に関しては、野生型および scid 細胞ともに自然発

生頻度が高いために、放射線による染色体異常頻度の明確な上昇を示す結果は得られなかっ

た。そこで、両細胞から自然染色体異常頻度の低い細胞を分離して、放射線による遅延性増

殖死と染色体異常について調べた。その結果、野生型細胞に比べて、scid 細胞では依然とし

て自然染色体異常頻度が２～５倍高く、また、放射線による遅延性増殖死と染色体異常が大

きく現れる傾向があることが分かった。このことは、同じ生存率で比べた場合、scid 細胞で

は野生型細胞より遅延性損傷が高感度に発現される可能性を示唆している。

7．研究目的

　放射線被曝後の生存細胞にみられる遅延性損傷に関する報告は、最近着実に増加している
１,２）。我々のこれまでの研究から、遅延性損傷は紫外線によっては誘導されないこと、また、

低線量放射線の前照射によって軽減化されることが明らかとなっている。これらの結果は、

放射線による遅延性損傷の誘導には、DNA 鎖切断とその修復過程が関わっていることを示唆

している。こうした放射線による遅延性損傷の誘導に、DNA 修復過程がどのように関わって

いるのかを調べるには、特定の DNA 修復欠損細胞を用いるのが有効である。そこで本研究

では、DNA 鎖切断の非相同末端結合に関わる DNA 依存的プロテインキナーゼ（DNA-PK）

の機能に欠損を示す scidマウス細胞を用いて、放射線による遅延性損傷の誘導動態を調べた。

8．材料と方法

（１）細胞と細胞培養

　細胞は、scid 変異に関してホモ椄合型（-/-）、ヘテロ接合型（+/-）、及び野生型
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（+/+）を示す CB17 マウス胎児よりそれぞれ樹立した細胞である SD/SD、SD/CB 及び

CB/CB 細胞を用いた。これを、20 mM HEPES、10％牛胎児血清 及び Penicillin (100

U/ml ) / Streptomysin (100μg/ml )を含むα-MEM培地を用い、37℃、5%CO2 の条件下

で培養した。

（２）Ｘ線照射

　X 線は、軟 X 線発生装置（SOFTEX.M-150WE）を用いて、管電圧 150kVp、管電流 5

mA で、0.1 mm 銅板フィルターを使用し、線量率 0.43 Gy / min で室温で照射した。

（３）遅延性増殖死と遅延性染色体異常

　Ｘ線照射した細胞を２週間培養して１世代目コロニーを形成させた。そのコロニーを回収

して再度２週間培養し、２世代目コロニーの形成率を調べて遅延性増殖死を算出した。また、

２世代目コロニーを回収してコルセミド（50 ng / ml, 6 hr）処理し、分裂中期細胞を集め、

染色体標本を作製した。

（４）Cバンド染色法

　マウスの二動原体染色体を判別しやすくするために、Ｃバンド染色によって動原体ヘテロ

クロマチン部分を濃染した。染色体標体を、0.2 N 塩酸に 15 分間浸した後軽く水洗し、37℃

の 5% 水酸化バリウム水溶液で 5 分間処理した。その後十分水洗し、65℃の 2XSSC に２時

間浸した。その後染色体標本を軽く水洗し、5％ギムザ染色液 (pH 6.8)で 90分間染色した。

（５）単一コロニー由来細胞の分離

　単一コロニー由来細胞の遅延性増殖死と遅延性染色体異常頻度を知るために、Ｘ線照射後

の２世代目コロニーをランダムに単離して十分な細胞数に達するまで増殖させた。その後、

個々の単一コロニー由来細胞（9～19 個）について、それぞれコロニー形成率および染色体

異常頻度を調べた。

9．結果

（１）Ｘ線による遅延性増殖死の誘導

scid（SD/SD）細胞は、野生型（CB/CB）及び scid ヘテロ（SD/CB）細胞より約４倍高い

Ｘ線感受性を示した。そこで、それぞれの細胞で、10%生存率を与えるＸ線線量、すなわち、

野生型及び scid ヘテロ細胞では 6 Gy、scid 細胞では 2 Gy を用いて、遅延性増殖死誘導に

ついて調べた（図１）。



– 258 –

　Ｘ線照射後の生存コロニーを全て回収して２回目のコロニー形成能（CE）を調べたところ

（平均約 20 回分裂時）、いずれの細胞でも未照射群に比べて約 20%の CE 低下が見られた

（p < 0.0001）。すなわち、同一の生存率を与える線量で比べた場合、Ｘ線による遅延性増

殖死の誘導には、３種の細胞間で感受性の差は見られなかった。

（２）単一コロニー由来細胞におけるＸ線による遅延性増殖死の誘導

　個々の細胞における遅延性損傷の誘導について調べるために、野生型細胞および scid 細胞

から、Ｘ線未照射および照射２世代目コロニーを 9～19 個分離して、それぞれの単一コロニ

ー由来細胞におけるコロニー形成能（CE）を調べた。このとき、野生型細胞はＸ線照射後約

29～33 回、また、scid 細胞は約 26～30 回分裂していると考えられる。その結果、野生型細

胞では、Ｘ線による遅延性増殖死が全く見られなくなった（図２Ａ）。

　これは主に親細胞群に比べてコロニー由来細胞では、未照射群における CE が低く出たこ

とに起因すると考えられる。scid 細胞の場合は、5%有意水準で差があり、照射群で遅延性増

殖死の誘導が見られた（図２Ａ）。
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図１　Ｘ線による遅延性増殖死の誘導
A: CB/CB及びSD/CB細胞は6Gy、SD/SD細胞は2GyのＸ線を照射後、２世代目
のコロニー形成能を調べた。CB/CB及びSD/CB細胞は３回、SD/SD細胞は９回
の実験結果の平均値とその標準誤差を示した。検定は、Student's t-testを用いた。
B: 未照射群に対する相対的コロニー形成率を示した。
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（３）単一コロニー由来細胞におけるＸ線による遅延性染色体異常の誘導

　（２）で単一コロニー由来細胞におけるＸ線による遅延性増殖死の誘導を調べたので、次

に、同様に２世代目コロニー 8～10 個について遅延性染色体異常について調べた。染色体異

常は、代表的な不安定型異常であり、判別が容易な二動原体染色体を指標とした。野生型細

胞の場合は、未照射群およびＸ線照射群における遅延性染色体異常頻度の平均値は、それぞ

れ 1.8 × 10-3、および 2.6 × 10-3であり、Ｘ線による頻度の上昇傾向はみられたが、その程度

は 1.4 倍と小さく有意ではなかった（図２Ｂ）。一方、scid 細胞では、未照射群とＸ線照射

群の遅延性染色体異常頻度の平均値はともに 1.8 × 10-3 であり、両群の間に全く差が見られ

なかった（図２Ｂ）。

（４）再分離した単一コロニー由来細胞におけるＸ線による遅延性増殖死の誘導

　野生型細胞と scid 細胞から自然発生染色異常頻度の低いコロニー由来細胞を２個ずつ分離

して、再度Ｘ線による遅延性増殖死を調べた。野生型細胞では 09 と 031 細胞、また、scid

細胞では、01 と 02 細胞を実験に用いた。２世代目コロニー形成時で、野生型細胞では、Ｘ

線照射後約 28～32 回、また、scid 細胞では約 20～24 回分裂していると考えられる。Ｘ線

による遅延性増殖死は、野生型 09 細胞、および 031 細胞で約 20%～35%の低下が見られ、
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親細胞とほぼ同等の誘導が見られた（図３Ａ）。一方、scid 細胞では、01 及び 02 細胞とも

に、親細胞集団で見られた未照射群の CE に対して 20%低下するというＸ線による遅延性増

殖死の誘導よりやや高い 40～50%の CE低下が見られた（図３Ａ）。

（５）再分離した単一コロニー由来細胞におけるＸ線による遅延性染色体異常の誘導

　野生型 09 および 031 細胞の自然染色体異常頻度は、それぞれ 0.7 × 10-3、1.0 × 10-3であ

った。Ｘ線照射によりそれぞれの遅延性染色体異常頻度は、1.6 × 10-3、1.9 × 10-3 に上昇し

た（図３Ｂ）。したがってＸ線誘発遅延性染色体異常頻度は、ともに 0.9 × 10-3 であること

が分かった。一方、scid 01 および 02 細胞の自然染色体異常頻度は、それぞれ 1.6 × 10-3、

4.3 × 10-3 であり、異常頻度の低い細胞を分離したにも関わらず、野生型に比べて高いレベル

であることが分かった。Ｘ線照射により遅延性染色体異常頻度は、それぞれ 4.2 × 10-3、11.2

× 10-3 に上昇した（図３Ｂ）。したがってＸ線誘発遅延性染色体異常頻度は、それぞれ 2.6 ×

10-3、6.9 × 10-3 になった。このことは、scid 細胞では野生型細胞に比べて、Ｘ線による遅延

性染色体異常が、2.9～7.7倍高く検出されることを示している。

　一方、野生型 09 細胞、scid01 細胞について、それぞれ 10%生存率を与える 6 Gy、及び 2
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Gy のＸ線照射群の生存コロニーを、非照射群とともに分離してその遅延性染色体異常の頻度

を調べた（図４）。この解析では、暫定的にひとつのクローン当り 50 個分裂細胞しか解析し

ていないので、いくつか二動原体染色体の見られなかったクローンもあるが、少なくともＸ

線照射群では分析数を増やせば異常は検出できるものと考えられる。コロニー由来細胞は、

単一細胞起源であるので、ここで見られる染色体異常は、全てＸ線によって間接的に誘発さ

れたものであることが図３に示した解析よりは明確に分かる。scid と野生型とを比較すると、

scid の方が、ある一定レベルの異常頻度を持つクローンが多いことが分かる。例えば、染色

体当り２個以上の異常を持つクローンの割合は、野生型では、2/9 であるのに対し、scid で

は、7/9 である（図４）。しかし、野生型細胞クローンにも X8 のように異常数６以上を示

すものが含まれるために、クローン間の異常数の平均値を計算すると、統計学的に野生型と

scidは、有意差が見られない結果となった（data not shown）。

10．考察

　電離放射線による DNA 鎖切断は、相同組換え修復と非相同末端結合修復によって修復さ

れると言われている３,４）。DNA-PK は、非相同末端結合修復に関わると考えられているタン

パク質であり、scid マウス細胞はこの DNA-PK の機能に欠損を示すために、放射線高感受

性である５,６）。本研究では、放射線による遅延性損傷の生成過程に、DNA 修復がどのように

関わっているのかを探るために scid 細胞を用いた。最初に 10%生存率を与える線量で、野生

型、scid ヘテロ及び scid 細胞について、被曝後約 20 回分裂した時点での遅延性増殖死を調
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べたところ、ほぼ同程度の誘導であった（図１）。したがって、この時点では scid 細胞にお

ける遅延性損傷に対する感受性は、生存率を揃える限り、野生型と変わらないものと推定さ

れた。しかし、被曝後２世代目コロニーをいくつか分離して、遅延性増殖死と染色体異常を

調べてみると、野生型細胞における遅延型増殖死と scid 細胞における遅延性染色体異常で、

放射線の効果が全く消失していた（図２）。こうした現象は、少なくともヒト胎児由来細胞

を用いた場合には観察されていない。親細胞集団とそのコロニー由来細胞とで結果が同一で

ない理由として、２つの可能性が考えられる。１つは、コロニーを分離した場合、そのこと

によって被曝後の分裂回数が約 10 回増加するが、この分裂回数増加の間に遅延性損傷の原因

となる放射線効果が消失したという可能性である。しかし、被曝後 30～40 回分裂しても遅

延性損傷が誘導されるという報告はいくつもあることから１,２）、単にコロニー分離に伴う細

胞分裂数の増加がその遅延性効果消失の原因という可能性は低いものと考えられる。２つめ

は、細胞の性質の不均一性に由来する可能性である。すなわち、コロニー分離によって親細

胞集団とは異なる性質の細胞集団が生じてきたために、放射線効果が消失したという考えで

ある。親細胞集団では、２世代目コロニーで大多数を占めていた細胞亜集団の性質がそのま

ま結果に反映されるのに対し、コロニーを分離した場合には、少数の細胞から多数の細胞数

にまで増殖させる間に選択が生じて、必ずしも親細胞集団と同様の性質を示す細胞集団には

ならない可能性がある。特に、不死化細胞の場合には、原理的には１個の細胞でも生き残る

ことになるので、有限寿命細胞よりも細胞集団としての性質が不均一になる可能性が高くな

る。そこでこの点の改善を目的として、本研究でも親細胞集団の性質を均一にするために、

野生型および scid 細胞から自然染色体異常頻度の低いコロニー由来細胞を選んで十分に細胞

数を確保し、これらについて、２世代目コロニー全てを回収してその細胞集団における遅延

性細胞死と遅延性染色体異常を調べてみた。ここで得られた結果の方が、ヘテロな細胞集団

で得られた結果よりも、野生型と scid 細胞の本来の性質を反映しているものと考えられる。

この場合、もし放射線による遅延性損傷の生成過程に主に非相同末端結合修復の方が関わっ

ているならば、野生型細胞よりも相同組換えに偏って損傷を修復するであろう scid 細胞では、

遅延性損傷の出現率が低下することが期待される。しかし、本研究の結果は、同じ生存率を

与えるＸ線線量で比べた場合、scid 細胞ではむしろ野生型細胞よりも遅延性損傷の出現率が

高くなることを示すものとなった（図３）。このことは、単純に考えると、相同組換えに偏

った修復を行うと、遅延性損傷が上昇することを意味している。しかし、本研究の結果だけ

で、相同組換え修復と遅延性損傷生成とを関連づけるのは危険かも知れない。scid 細胞では、

DNA修復欠損細胞にしばしば指摘されるような自然染色体異常頻度の亢進が見られた。なぜ、

scid 細胞で自然染色体異常頻度が亢進しているのかそのメカニズムは不明であるが、この自

然レベルのゲノム不安定性の亢進が、放射線による遅延性損傷の高感度発現に関わっている

可能性がある。すなわち、scid 細胞には、DNA-PK 欠損に由来する自然レベルのゲノム不安

定性誘導機構が元々存在し、放射線は、その自然レベルをさらに押し上げるように作用する

ことによって、最終的に遅延性損傷の生成率を増大させるのではないだろうか（図５）。
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　もし、放射線が自然レベルの染色体異常を押し上げるように作用していると仮定すると、

図３Ｂに見られたように scid 細胞での放射線による遅延性染色体異常の頻度が高くなるのは、

元々の自然レベルが高いからであるという解釈も可能である。例えば、放射線によって、遅

延性染色体異常頻度が自然発生レベルの何倍になったかという観点から比較すると、野生型

細胞と scid 細胞は、ともに２～３倍になり差は見られなくなる。すなわち、放射線が自然レ

ベルをどれくらい押し上げるのかという観点から scid 細胞をみると、その感受性は特に高い

とは言えないことになる。scid 細胞が野生型細胞よりも、放射線による遅延型染色体異常に

対して感受性が高いのか、あるいは同等なのかに関しては、単一コロニー由来細胞について

の解析をさらに進めて見極める予定である。

11．今後の展開

　放射線による遺伝的不安定性は、放射線の生体影響を考えるうえで、非常に重要な問題を

含んでいる。特に、放射線発がんのメカニズム、およびそれを基にした放射線リスクを考え

る際に問題となる。放射線生物学上の大きな問題でありながら、これまでの研究は散発的な

ものが多かった。その理由の一つは、メカニズムに迫る良い実験系が無かったことによる。

したがって、今後の大きな課題は、メカニズム解明のための実験系構築であろう。それと同

時に、現時点で有効な実験において、可能な限り実験データを集める必要がある。

　本研究で取り組んだが、scid 細胞において、同一生存率を与える放射線に対して遅延性影

Wild

Scid

End-joining repair

Homologous
recombinational
repair

Homologous
recombinational
repair

End-joining repair

～30 PDN

～30 PDN

Instability

Instability

Initial damage (  ) Residual damage (  ) Delayed damage (  )

図５　scid 細胞では野生型細胞に比べて遅延性損傷が高感度に発現される。
同一生存率を与えるＸ線線量を野生型とscid 細胞に照射すると、初期損傷と
してのDNA鎖切断数は野生型細胞の方が多い。DNA鎖切断は直ちに修復さ
れるが、非相同末端結合修復に欠損があるscid 細胞は、野生型に比べて修復
効率が悪いため、この場合には生存率が同じになる。生存細胞が約30回分裂
した時点で二動原体染色体の出現率を比べると、野生型よりもscid 細胞の方
が多くなる。
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響の感受性が高くなるのか否かは早急に結論を出す必要がある。また、他の修復欠損細胞で

は遅延性影響がどのように現れるのかについて検討することも重要である。それは、DNA 修

復機構と遅延性影響の発生メカニズムとの関係を明らかにできる可能性があるからである。

　さらに今後取り組むべき重要課題として、in vitro だけでなく、in vivo における放射線の

遅延性影響に関する研究があげられよう。放射線発がんに遺伝的影響がどのように関与して

いるのかを探るには、scid マウスを用いた in vivo 実験系が大変すぐれている。1-2 Gy の１

回照射により高率に胸腺リンパ腫を発症するので、その過程に遅延性染色体異常がどのよう

に関与するのかを調べることができる。

　放射線による遅延性影響のメカニズム解明に迫る実験系構築のヒントは、低線量放射線に

よる遅延性影響の低減化にあるように思われる。低減化されるということは、修復によって

遅延性影響の原因となるものが除かれていることを意味する。しかもその原因となるものは、

細胞の世代を超えて存在し続けることから DNA 上に刻印されていると考えられる。この

「DNA上の刻印」という現象を確認できる実験系を今後構築していく予定である。
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(6) Abstract

To know the effect of DNA repair deficiency on induction of delayed radiation damage,

we studied delayed lethality and chromosome aberrations in scid mouse cells which

defected in DNA dependent protein kinase (DNA-PK) activity. The scid cells were 4-fold

sensitive to X-rays compared with wild-type or scid hetero cells. We reseeded primary

surviving colonies after X-irradiation, isolated secondary colonies and investigated the

delayed radiation damage in those colony-derived cells. However, a clear increase in

delayed lethality and chromosome aberrations by X-irradiation was not observed in

progeny of survivors of both wild-type and scid cells. Because heterogeneous

subpopulations in both wild-type and scid cells might make the result obscure, we

reisolated colonies retaining a low frequency of spontaneous chromosome aberrations. The

reisolated colony-derived cells showed the delayed lethality and the delayed dicentric

formation by X-irradiation. We demonstrate here that the scid cells show an increased
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frequency of spontaneous dicentrics and form higher yield of X-ray-induced delayed

dicentrics than the wild-type cells when they are exposed to the equivalent survival dose,

suggesting that a defect in DNA strand break repair may promote the delayed

chromosomal instability induced by radiation.


