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研究成果の概要（和文）：リボ核酸の一種であるアデノシン三リン酸（ATP）は、生体エネルギー供与物質として様々
な生化学反応へエネルギーを供与している。また同時に、遺伝情報の仲介物質であるメッセンジャーRNAを合成するた
めの基質として、さらには細胞間情報伝達物質としても働く。本研究では、γ線やX線などの電離放射線により、ATPに
生じた放射線障害が、ATPのもつ生物学的作用にどのようにかかわっているかに注目して、その生物学的効果への寄与
を解析することを試みた。

研究成果の概要（英文）：ATP (Adenosine tri-phosphate), one of ribonucleic acids, acts as an intra-cellular
 energy transfer. ATP is also used as a substrate to synthesize messenger RNA and as a ligand of inter-cel
lular signaling. Damaged ATP produced by ionizing radiations might act as down- or up-regulation of these 
biological function.  In this study, we examined the relation between molecular damage of ATP and its biol
ogical activity by using various biological assessments, such as energy donor activity, genetic informatio
n transfer, and inter-cellular signaling activity.
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１．研究開始当初の背景 
リボ核酸（Ribonucleic acid, ＲＮＡ）の一
種であるアデノシン三リン酸（ＡＴＰ）は、生
体エネルギー供与物質として多様な生化学
反応へエネルギーを供与している。さらに、
ストレス刺激により細胞外に放出されたＡ
ＴＰは細胞膜上のＡＴＰ受容体を介して細胞
間情報伝達を担っていることが知られてい
る。最近分担者（月本光俊）により、放射
線被照射細胞から放出されたＡＴＰがＡＴ
Ｐ受容体を活性化させ放射線生物影響に関
与していることが示された（Tamaishi et al., 
Radiat. Res., 2010）。これにより、放射線
バイスタンダー効果（照射細胞周囲の非照射
細胞にも照射の影響が現れる現象）へのＡ
ＴＰ受容体の関与が明らかになった。そし
て、本課題を遂行する我々のグループは、
原子力機構外部補助金（黎明研究：（代表
者・秋光信佳））において、放射線を照射し
たＡＴＰの生物学的効果に関する基礎的研
究を行った。その結果、γ 線照射したＡＴ
Ｐでは細胞間情報伝達能が増加し、軟Ｘ線
を照射したＡＴＰでは伝達能が低下すると
いう興味深い結果を得た（Akimitsu et al., 
2011 JAEA –Review）。さらに、その伝達
能は顕著な軟Ｘ線エネルギー依存性を示し
た（図 1）。その他、ＡＴＰのエネルギー供
与能力や分子変異の分析結果から、ＡＴＰ
分子内の塩基部位であるアデニンに生じた、
僅かな分子変異が生物効果を大きく変化さ
せる可能性を示唆するデータを得た。しか
し、その詳細については不明であるため、
分子変異とそれに伴う生物効果の相関を詳
細に解析することが急務課題であった。 
一方ＡＴＰは、遺伝情報の仲介物質であ

るメッセンジャーＲＮＡを合成するための
基質でもあるため、遺伝子情報の正確な発
現にも重要な働きをしている。このＲＮＡ合
成に異常が生じた場合、正常なタンパク質
が作られないために細胞内ホメオスターシ

ス（恒常性）の維持に重大な問題の生じる
事が分担者（秋光信佳）によって示されて
いる（Akimitsu et al., J. Biochem., 2008, 
Akimitsu et al., EMBO J., 2007）。上記の黎
明研究によって明らかになった、ＡＴＰの
塩基部位に生じる僅かな分子変異が、この
ＲＮＡ合成にも深く関わり、突然変異や発
がんの原因となる可能性がある。そこで、
本課題では、放射線生物影響分野において
通常ターゲットとされるＤＮＡ以外の分子
が損傷を受けた場合に引き起こす生物効果
を指標としてＡＴＰの生化学機能を網羅的
に解析した。それにより、非ＤＮＡの放射
線損傷がどのような生物学的効果を示すか
を検証した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、非ＤＮＡ性の核酸生体分子

であるＲＮＡ分子が、放射線によって損傷
した場合の生体影響を多角的に解析し、ど
のよう な生物学的効果を示すかを in 
vitro および in vivo 実験で検証すること
が目的である。リボ核酸の一種であるアデ
ノシン三リン酸（ＡＴＰ）は、生体エネル
ギー供与物質として多様な生化学反応へエ
ネルギーを供与している。さらに、遺伝情
報の仲介物質であるメッセン ジャーＲＮ
Ａを合成するための基質でもあるため、遺
伝子情報の正確な発現にも重要な働きをし
ている。そのため、ＡＴＰの塩基部位に 生
じる僅かな分子変異が、このＲＮＡ合成に
も深く関わり、突然変異や発がんの原因と
なる可能性がある。そこで、本課題では、
ＤＮ Ａ以外の分子が損傷を受けた場合に
引き起こす生物効果を指標としてＡＴＰの
生化学機能を網羅的に解析した。 
 
３．研究の方法 
（１）軟 X 線吸収分光法による分子変異の

その場観測（原子力機構 藤井健太郎（代表
者）） 
 放射光照射実験直後に、軟 X 線吸収スペ
クトルを測定することにより、照射によって
どのような変異が導入されているかを解析
した。特に X 線吸収端近傍には分子構造を
反映した共鳴励起構造が現れる。これらの
吸収構造が照射によってどのように変化す
るかを観測することで、照射によって分子
に生じた分子構造変化を予測した。 
 
（２）質量分析法による分子変異の高分解
能分析（産総研 藤井紳一郎（分担者）） 

軟Ｘ線やγ線の照射により薄膜内に
生じた僅かなＡＴＰの分子変異を同定す
る必要がある。また、これまでの予備的
な実験ではアデニン部位に生じる細かい

図１ 放射線照射した 

ＡＴＰの細胞間情報伝達能力 



分子変化が、生物効果を大きく左右する
可能性が高いことが示された。そこで、
担当者（藤井紳一郎）により、高速液体
クロマトグラフ質量分析装置を用いてＡ
ＴＰに生じた分子変異構造の同定を行っ
た。また、軟Ｘ線の波長の僅かな変化によっ
て生成された分解物の微量な生成物を高
感度に分析するため、現有するナノ流量液
体クロマトグラフ高分解能質量分析装置
を利用した質量解析から変異した分子構造
の同定を行った。 
 
（３）ナノカーボン電極を用いた電気化学分析
法による分子変異の定量分析（産総研 加藤
大（分担者）） 
  担当者（加藤大）らのグループで開発され
たナノカーボン電極を用いて、照射を受けた
ＡＴＰの電子移動反応（電気化学反応）を計
測することで、主に電子移動反応を行うアデ
ニン分子に関わる構造変異の解析を行った。
実際に担当者らはこれまでに、ナノカーボン
電極による計測で酸化損傷やメチル化など核
酸塩基の変異を識別できることを見出してい
る。（D. Kato, et al., Anal. Chem. 2011）本電
極材料により、放射線と分子構造変異の相関
性をより定量的に分析した。 
 
 （４）生化学分析法によるＡＴＰ分子機能
の定量解析（東大 秋光信佳（分担者）） 

ルシフェリンとルシフェラーゼ酵素を用い
て、ＡＴＰのエネルギー供与能力を評価す
ることができる。この系を用いて、軟Ｘ線
照射された細胞からＡＴＰを抽出し、ＡＴ
Ｐのエネルギー供与能力を高感度に評価す
ることで、細胞内のＡＴＰ機能を定量的に
解析した。 
 
（５）分子変異したＡＴＰがおよぼす遺伝情
報伝達能力の解析（東大 秋光信佳（分担
者）） 

試験管内 RNA 合成システムを用いて、放
射線被照射ＡＴＰがＲＮＡ合成の基質とし
て利用できるかを調べた。これにより、遺
伝情報伝達物質の構成分子としてのＡＴＰ
の生理機能がどのような構造変異によって
阻害されるかを評価した。さらに、試験管
内タンパク質合成系（Akimitsu et al., 
EMBO J., 2007）を用いて、放射線被照射
ＡＴＰを含有したメッセンジャーＲＮＡが正
常なタンパク質へと翻訳されるかを調べた。
これら一連の実験を通じて、軟Ｘ線照射が
ＡＴＰの遺伝情報伝達能力に異常を引き起
こすかを調べた。 
 
（６）分子変異したＡＴＰがおよぼす細胞間
情報伝達能力の解析（東理大 月本光俊（分

担者）） 
担当者（月本光俊）は、これまでに細胞

膜上に発現するＡＴＰ特異的受容体（Ｐ２
受容体）の生理機能解析の研究を行ってい
る。Ｘ線や γ線照射によって変異したＡＴ
ＰがＡＴＰ受容体のリガンド（細胞間情報伝達
物質）としての機能を維持できているのか否
かについて検討を行った。Ｐ２Ｙ受容体活性
化 を 介 し た mitogen-activated protein 
(MAP) kinase の活性化や細胞内カルシウ
ム濃度の上昇などの実験系を用いて、放射
線照射ＡＴＰがＡＴＰ受容体（Ｐ２ＸとＰ
２Ｙ受容体）の活性化を誘導できるか否か
について検討した。 
 
４．研究成果 
放射線照射によるＡＴＰ分子の変化に伴

った分子変異の分析や生物学的効果の分析
を行うためには、未照射試料において分子
の分解を抑 えることが必要である。さらに、
放射線によって生じた分子分解は全体の
数％程度以下であることが予想されるため、
極微量の分子変 化を定量する必要がある。
そのために、平成 24 年度はＡＴＰ溶液につ
いて、放射線を照射しない状態で安定な試
料条件を検討した。その 結果、溶液状態に
おいてリン酸基の脱離が起こらない Tris バッ
ファーの濃度やＡＴＰの濃度の最適化を行う
ことができた。ＡＴＰ分子の分解 について
は、質量分析、軟 X 線吸収スペクトルおよ
び電気化学分析により行い、生物学的効果
については、ＡＴＰのルシフェラーゼ活性、 
および細間情報伝達能力を定量することの
できる、P2Y 受容体活性により分析を行っ
た。上記の最適条件を用いて、γ線照射あ
るいは 軟 X 線照射による細胞間情報伝達
およびＡＴＰ分子変異の解析を行い、放射
線照射による分子変化の同定や生物学的効
果の解析を行った。 
平成 25 年度は、軟 X線を照射したときに

ＡＴＰ分子に生じる分子構造変化を、照射
前後の軟 X線吸収スペクトルの変化から予
測した。その結果、ＡＴＰ薄膜に軟 X線を
照射すると、ＡＴＰ分子中の糖部位の C-O
結合切断が効率よく起こることが明らかに
なった。さらに、ＡＴＰ溶液に対してγ線
照射を段階的に行い、液体クロマトグラフ
質量分析装置(LC-MS)を用いた測定を行っ
た。検出器としてすべての核酸を直接酸化
検出することが可能なナノカーボン電極を
配置した。γ線の照射量に応じた変化とし
ては、リン酸基の加水分解によるＡＴＰ量
の減少が見られた。また、質量分析結果か
ら、リン酸基の加水分解以外の分子変化を
示唆する結果を得た。電気化学分析では、
リン酸基の加水分解に伴うＡＴＰ量の減少



が見られたことに加え、5Gy の γ 線を照射
したＡＴＰ試料のみ、未知ピークが観測され、
質量分析と同様の分子変化が観測された。
電気化学的反応によって検出された観点か
ら、アデニン環構造の破壊が起きている可
能性は低く、不飽和二重結合への水酸基の
付加反応や、アミノ基の酸化反応が進行して
いることが推察された。上記の分析に加え
て、ＡＴＰの生化学的な活性を評価するた
めに、ＡＴＰ溶液を様々な線量のγ線ある
いは X線を照射した後、ルシフェラーゼに
よるＡＴＰ加水分解活性ならびに試験管内
転写系を用いた RNA 合成の基質としての活
性の２点を調べた。その結果、放射線照射
依存的なＡＴＰ加水分解活性の低下が認め
られた。一方、RNA 合成基質としての活性
に明瞭な活性低下は認められなかった。こ
れらの生化学実験の結果は、放射線照射に
よるＡＴＰの化学的変化がＡＴＰの生化学的活
性の低下を導くことを示唆する。さらに、Ａ
ＴＰ受容体活性化能について ERK1/2 活性
化を指標に検討したところ、Tris 溶解ＡＴ
Ｐの30Gy照射によりＡＴＰ受容体活性化能が

低下していることが明らかとなった（図３）。
また、5Gy 照射では若干の増強効果が認め
られた。この増強効果は、上記の電気化学
分析によって明らかになった塩基部分の分
子変化に由来した生物学的効果の変化であ
ると推察される。本課題では、ＡＴＰに対
する γ 線や X 線などの照射により生じた
様々な分子構造変異が、ＡＴＰの持つ生物学
的効果を変化させること、そしてその効果はＡ
ＴＰに生じた分子構造変化に依存することを
見出すことができた。 
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