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放射線の細胞、特に生殖細胞への影響:モデル生物線虫Cエレガンスを用いた研究
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東北大学 大学院生命科学研究科 ゲノム継承システム分野

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

細胞死へとつ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つである。

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

つである線虫Cエレガンス (Caenorhabditiselegans)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ついて紹介する。

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、 l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 SPOll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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さらに減数第一分裂の前期過程は、減数分裂過程で最も長い時間をか

けて進行し、染色体ダイナミクスの特徴から、倍加した姉妹染色分体が

細糸状に観察されるレプトテン期、相同染色体間での苅合形成が開始さ

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

ア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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「第2回電磁波と生体への影響一作用機序の解明に向けて-J

線虫 Cエレガンスの卵母細駒形成渦程における減数分裂過程の染色体ダイテミクスを観察した像を示

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.晴乳類の生殖細胞における放射線感受性

哨乳類の精巣では、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匪

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。このことは、精子形成と異なり晴乳類の卵形成が、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っ
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生後O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(ディプ口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，η。

3.出芽酵母の減数分裂細胞における放射線感受性

晴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)。

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

上述の晴乳類や酵母の生殖細胞の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匪までの連続的な発

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解化率を調べることで、初期怪から減数分裂期

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

宮内の匪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)。

(図 3 線虫染色腺内における卵母細胞の連続的な発生と放

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%の解化率となり、 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%以上の解化率を示し、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;LET23keV/μm，135MeV/u， Ar; LET 240keV/ /..l 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)0UVを照射した場合もわずかではあるがパキテン核
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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、臨の放射線感受性の違い。照射後Oから 8時間の間に産

まれた卵の解化率 (e)と照射後8から 22時間の聞に産まれた卵の癖化率 (0)。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匪やディアキネシス期の卵母細胞。照射後 8から 22時間の聞

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)0) 

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像

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、 SP011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recA

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問での組換えを、 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RAD51とDMC1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 recAと相同な遺伝子が1つしか見いだせず、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-rdh・1(ζ~ !l.legans rad51lJimc1 h.omolog 1)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)0RNA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

れ世代では、その減数第一分裂前期パキテン期の相同染色体問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、外国性の 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)。
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(図 5 Ce-rdh-1/rad・51の発現抑制と X線感受性。 RNA干渉法に

より Ce-rdh・1メ'rad-51遺伝子発現を抑制した成虫に、 20GyのX線

を照射した場合としない場合(コントロール)の、照射後0から 8

時間に産まれた卵と 8から 24時間に産まれた卵の癖化率。)

酵母の rad51変異株に放射線などによる DSBを導入した場合、

姉妹染色分体問での 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
0 
20Gv一+一+
. 0-8h 8-24h 
time after X-irradiation 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

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

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rad51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、 dmc1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、 dmc1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、酵母や晴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つ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つつあり(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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