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論 文 内 容 の 要 旨

マウスの受精卵は放射線に高感受性であり,その感受性には様々な放射線応答が関与している｡しかし,受精卵の難操作

性からそのメカニズムの解析はあまり行われていない｡放射線応答では,がん抑制遺伝子であるp53が中心的な働きをし,

その下流の遺伝子を発現させることによって,細胞周期の停止や細胞死を誘導している｡ そこで申請者らは受精卵でのp53

依存性の放射線応答について解析した｡

受精卵へのDNA損傷の持ち込みはⅩ線を照射した精子で受精させることによって行った｡受精卵では精子由来の雄性

核と卵子由来の雌性核が別々に形成され,DNA合成は独立に行われる｡ このため,照射精子受精の系では放射線に当たっ

ていない雌性核において純粋な放射線応答のみを解析することができる｡p53応答性のレポ一夕遺伝子 (核移行型LacZ遺

伝子プロモーターの上流にp53結合配列を結合したもの)を作成し,これを受精卵の雌性核に微小注入したところ,照射

精子受精によりその発現が誘導された｡このことから,受精卵ではDNA損傷に対するp53依存性の応答機構が存在 し,

これが雄性核と雌性核の間でのクロス トークを行っていることが明らかになった｡次にDNA合成を[3HトTdrの取 り込

みによって解析したところ,非照射精子受精卵のDNA合成は受精後8時間から開始され,21時間後に終了した｡照射精子

受精卵でも受精後8時間からDNA合成が開始することから,受精卵ではp53が活性化されるにも関わらずGl/Sアレス ト

が見られないことが示された｡しかし,照射精子受精卵では[3HトTdrの取 り込み量が減少しており,DNA合成が抑制さ

れていた｡DNA合成の抑制は雄性核だけでなく,雌性核でも見られた｡これは単にDNA損傷により物理的にDNA合成

が抑制されているのではなく,損傷応答として受精卵全体のDNA合成が抑制されたことを示している｡p53を欠損した受

精卵では,照射精子受精によるDNA合成の抑制は見られなかった｡さらに,この受精卵に大腸菌で作らせたGST-p53融｢

合蛋白質を微小注入すると,DNA合成の抑制が回復 した｡以上より,照射精子受精によるDNA合成の抑制がp53依存性

であることが示された｡しかし,p21を欠損 した受精卵では照射精子によりDNA合成の抑制がみられることから,DNA

合成の抑制にp21は不必要であることが示された｡核をPIで染色して,レーザースキャニングサイトメーターでDNAの

定量を行った解析では,精子への照射によりやはり合成量の抑制がみられ,[3HトTdrの解析はヌクレオチ ドプールの変動

によるものでないことが示された｡以上より,照射精子受精卵ではp53依存性のS期チェックポイントによりDNA合成

を抑制している事が明らかになった｡

これまでp53はGl/S,G2/Mチェクポイントに関わっていることが知られており,S期チェックポイントに関わるとい

う報告はなかった｡これは,体細胞ではGl/Sチェックポイントが強 く働 くために損傷細胞はS期に入ることが出来ず,

p53依存性のS期チェックポイントが観察しにくく,受精卵ではGl/Sアレス トがないので細胞がS期に進入し,p53依存

性のS期チェックポイントが観察し得たとも考えられる｡ 受精卵ではp53依存性のS期チェックポイントがみられ,Gl/S

チェックポイントがないなど体細胞とは異なる放射線応答の特異性が明らかになった｡
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 p､

DNA損傷応答機構は,これまで体細胞を使い詳しく解析されている｡しかし,受精卵では難操作性によりDNA損傷応

答の十分な解析がなされていない｡また,受精卵においては,精子由来の雄性核と卵子由来の雌性核は別々に形成されるた

め,精子にのみ電離放射線してからその受精卵を解析することにより電離放射線を受けていない雌性核における損傷応答を

解析することが可能である｡ 本研究では,マウス受精卵におけるp53依存性の電離放射線応答について解析した｡まず

p53応答性のレポーター遺伝子を作成し,これをマウス受精卵の雌性核に微小注入したところ,精子が照射されている場合

においてのみその発現が誘導された｡この知見は,精子核に損傷が存在するという情報が細胞質を介してp53依存性に雌

性核に伝わることを示している｡ 次にDNA複製を解析したところ,照射精子受精卵では雄性核と雌性核の両方において,

Gl/Sアレストは見られなかったがS期の [3HトTdrの取り込み量の減少しS期が少し延長していた｡この照射精子受精

による[3HトTdrの取り込み量の減少やS期の延長は,p53欠損マウス受精卵では見られなかった｡p53欠損マウス受精卵

にGST-p53融合蛋白質を微小注入すると,p53欠損マウス受精卵で観察された[3HトTdrの取り込み量の減少が抑制され

た｡以上の知見より,受精卵ではDNA損傷が雄性核に存在するときにp53依存性に雌性核のDNA複製も抑制されること

が解明された｡さらに,p53依存性のシグナル伝達経路にp21が関与しているがどうかを調べるために,p21欠損マウス受

精卵でも同様の実験を行ったところ,p21は関与していないことがわかった｡

以上の研究は,p53依存性S期チェックポイントの存在を新たに発見したもので,体たいさい胞とは異なる初期肱発生の

損傷応答の解明に貢献しかつ放射線生物学の発展に寄与するところが多い｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,平成14年2月1日実施の論文内容とそれに関連した諮問を受け,合格と認められたものであ

る｡
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