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研究成果の概要：加齢現象として種々の突然変異率は増加し、発がんの原因になると考えられ

ている。若年時に放射線被曝していると、突然変異率は遅延型突然変異として顕著にみられる。

これは被曝直後に排除されなかった DNA 障害が遺伝的不安定性という形で残存し、また加齢
ともに p53遺伝子の機能異常が生じるためと考えられ、その機能異常は p53遺伝子の欠失や変
異によるものと示唆された。 
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研究分野： 複合新領域 
科研費の分科・細目： 環境学・放射線化学物質影響化学 
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１．研究開始当初の背景 
(1) p53(+/+)マウス及び p53(+/-)マウスを用い
て、8週齢時に 3Gy照射し、脾臓細胞の Tリ
ンパ球における T cell受容体（TCR）突然変
異率（CD3-CD4+細胞の CD3+CD4+細胞に対
する比）を長期的に調べたところ、p53(+/+)
マウスでは一時的に上昇した突然変異率は
16 週で対照群レベルに下がり、60 週齢以降
未照射群も上昇したが、照射群では顕著な上
昇をみたと報告した。また照射群の突然変異
率再上昇の時期は、p53(+/-)マウスの方が
p53(+/+)マウスよりも早く、40週齢以降でみ
ら れ た  (Igari et al., The delayed 
manifestation of T-cell receptor (TCR) variants 
in X-irradiated mice depends on Trp53 status, 
Radiat Res. 166: 55-60. 2006)。 

 
(2) p53(+/+)マウス及び p53(+/-)マウスともに、
TCR突然変異率再上昇（遅延型突然変異）の
時期（それぞれ 72 週齢及び 56 週令）では、
アポトーシス活性が低下していた。 
 
(3) これらのことより、加齢に伴って p53 遺
伝子の機能異常が生じるために、アポトーシ
ス活性が下がり、異常細胞の排除ができなく
なり、TCR突然変異率の再上昇をもたらした
と考えられた。すなわち、若年時に放射線被
曝すると、p53 遺伝子に遺伝的不安定性が残
り、ある時期からその加齢現象が加速された
と考えられた。 
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２．研究の目的 
(1) 今回の目的は、若年時の放射線被曝によ
って誘発される DNA 損傷に対する防御シス
テムの破綻が、長期に渡り突然変異率の増大
さらには発がん等に関連すると考え、そこに
はp53遺伝子が深く関与していることを解明
することにある。 
 
(2)そこで、p53(+/+)マウス及び p53(+/-)マウ
スを用いて、8 週齢で照射後、経時的に、脾
臓細胞のTリンパ球におけるp53遺伝子並び
にその関連遺伝子の発現、p53遺伝子の存在
する染色体の欠失および染色体転座率、p53
遺伝子配列を経時的に解析することにある。 
 
３．研究の方法 
(1) p53(+/+)マウス及び p53(+/-)マウスの作
成 
 当教室では p53 ノックアウトマウスを経代
維持しており、C57BL マウスと交配すること
により p53(+/-)を作成する。また、これらの
マウスは、受精卵として保存してあるので、
解凍し受精卵の移植を行い、p53 遺伝子のタ
イピングを行った後実験に供する。 
 
(2) 放射線照射 
 p53(+/+)マウス及び p53(+/-)を用いて、8
週齢にてγ線 3Gy照射する。経時的に脾臓を
摘出し、下記の解析を行った。 
 
(3) タンパクの発現量の解析 
 脾臓細胞における p53、活性型 p53 
(p53-ser15/18)及び p21 タンパクを経時的に
みるために、再度 3Gy照射し、最終照射から
4時間後に脾臓を取り出し、Western blot法
により解析する。 
 
(4) 染色体突然変異の解析 
 脾臓細胞より T リンパ球経時的に回収し、
p53 遺伝子の存在する 11 番染色体において
Fluorescence In Situ Hybridization法によ
り転座率を解析する。 
 
(5) 染色体欠失の解析 
 p53 遺伝子の Exon 5 から 6 において
primer を作製し、PCR を行うと、pseudo 
geneと wild geneの 2種類がみられる。その
バンドの発現量により、allele の減少を解析
する。 
 
(6) p53遺伝子配列の解析 
 脾臓細胞から T リンパ球を回収し、
CD3-CD4+細胞と CD3+D4+細胞を分離回収
し、genomic DNAを Exon 5-6, Exon 7, Exon 
8-9に分けて、それぞれ intronを含むように
作成した primerで PCRを行い、p53の遺伝
子配列を解析し、両細胞において比較検討す

る。 
 
４．研究成果 
(1) p53、活性型 p53 及び p21 タンパクの経
時的発現量の変化 
 非照射群では、p53及び p21タンパクは加
齢とともに増加する。照射群でも増加するが、
その量は非照射群と比べて少ない。活性型
p53は、アポトーシス活性の減少がみられた
時期に、照射群では低下していた。単に加齢
現象としてみた時には、p53及び p21遺伝子
の増加は、様々な加齢におけるデータと一致
する。しかし、照射群ではそれらを抑制して
いる結果となっているのは、若年時の照射に
よる DNA 損傷が残存し、加齢とともに反応
しなくなったことを示唆する。活性型 p53は
遅延型突然変異のみられた時期に減少して
いた．これはアポトーシス活性が減少してい
たことと一致する。p21発現量が増加してい
たが、おそらく p53のリン酸化部位の後半が
活性化していた可能性がある（図 1）。 

 
(2)染色体転座率の経時的変化 
 p53(+/+)マウス及び p53(+/-)マウスとも
に照射群において、照射直後 11 番染色体の
転座率は増加し、一旦正常レベルに減少した
後、TCR 突然変異率の上昇をみた時期と同じ
時期に転座率の再上昇がみられた。遅延型突
然変異において、p53 遺伝子のある 11 番染色
体の転座率の増加をみたということは、p53
遺伝子になんらかの異常が生じたと示唆さ
れた（図２）。 



 

 

 
(3) 染色体欠失の解析 
 p53（+/+）マウスの照射群では、正常レベ
ルの時期（40 週齢）では、allele の減少を
みたマウスはなかった。p53(+/-)マウスでは、
その時期(25 週齢)に 8 匹中 1 匹で allele の
減少をみた。p53(+/-)マウスでは、遅延型突
然変異をみた時期（40 週齢）で、５匹中 3匹
allele の減少をみた。p53(+/-)マウスは p53
（+/+）マウスに比べ、p53 の量が半分しかな
く、その為早く p53 の allele の減少を引き
起こし、p53 の機能障害が早く出るものと考
えられた。 
 
(4) p53 遺伝子配列異常の解析 
 それぞれのマウスから得られた CD3-CD4+
細胞と CD3+D4+細胞において、Exon 5から
9まで遺伝子配列を解析したところ、p53(+/-)
マウスの照射群 40週齢の CD3-CD4+細胞の
Intron 7において、CD3+D4+細胞ではみら
れないヘテロは点突然変異を 2例でみた。p53
遺伝子配列異常を来たし、p53 の機能を果た
さなくなる例もあるかもしれないが、p53 遺
伝子配列異常を検出することは、非常に困難
である。p53 遺伝子配列は強固であり、配列
が異常を来すことは、非常にまれであると考
えられる。 
 
(5) 考察 
 今回の研究では、若年時の放射線被曝によ
って、p53 遺伝子に遺伝子不安定性が残り、
ある時期から p53 の機能異常として、アポト
ーシス活性の低下として顕在化する可能性
が考えられた。しかしながら、今回の結果で
は、明らかに遺伝子の異常と認められた例は
少なく、それが全ての p53 の機能低下とは考
えられず、p53 遺伝子の epigenetic な要因も
寄与している可能性もある。すなわち、転写
因子としての働きがなくなり下流への情報
が伝達できないこと、あるいは上流からの情
報を受けることが出来ずに、p53 遺伝子の活
性化が行われないことも考えられた。 
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