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研究成果の概要：放射線高感受性 ric1細胞は、DNA2本鎖切断の修復が遅延しており、γ線に
よる断片化を伴う細胞死が起きない。緑色蛍光蛋白質(GFP)遺伝子を生殖細胞特異的に発現す
る ric1 系統を用いたところ、卵割期にすでに ric1 生殖細胞は、放射線高感受性であり、生殖
腺移行後に孵化率に影響を及ぼさない線量に対して大きな性差があることも分かった。また、

酸化損傷修復に関わるOGG1遺伝子の突然変異ホモ接合体メダカを作製した。 
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2008年度 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

年度    

  年度    

総 計 15,300,000 4,590,000 19,890,000 
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１．研究開始当初の背景 
 生物の体を構成する細胞は日々更新され
ており、古くなった細胞と置き換わるべき新
しい細胞が常に供給されなければ生物はそ
の体を維持することすらかなわない。増殖能
を有する特別な細胞群が新しい細胞の供給
源となっていて幹細胞と呼ばれているが、こ
の幹細胞において生じたDNA損傷が修復され
ずに放置されると癌化、老化の主原因になる
ものと考えられている。したがって、生命の
存続には、ＤＮＡに生じた傷を監視し、見つ
けしだい復元するＤＮＡ修復機構が不可欠
である。このような理由から、体細胞におい
ては幹細胞におけるＤＮＡ損傷を迅速に修
復する必要があるし、また、生殖細胞におけ
るＤＮＡ損傷は、次世代に異常を遺伝させな

いために、やはり厳密に修復されなくてはな
らない。このＤＮＡ修復機構とＤＮＡ複製、
遺伝子組換え、遺伝子転写、アポトーシス等
の分子機構は、生命の長い進化の過程で複雑
なネットワークを形成し、近年その複雑な分
子ネットワークの全体像が徐々に明らかに
されつつある。 
生殖細胞と種々の体細胞幹細胞において、そ
れぞれにおいて生じたＤＮＡ損傷の修復の
緊急度は異なる。したがって、それぞれにお
いてＤＮＡ修復機構をはじめとするこれら
の機構は異なった制御を受けていることは
容易に想像できるが、それらがどのように生
殖細胞、体細胞において最適化され、それぞ
れにおいてＤＮＡ損傷を機能的に修復し、最
終的にゲノムの安定性を保証しているかに
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ついての研究はいまだ未着手である。特に、
生殖細胞はその増殖と分化が生涯を通じて
劇的に変化し、さらに減数分裂という特殊な
環境変化にも曝される点で、そのゲノムの維
持機構そのものがダイナミックに制御され
ていると予想されているが、その実態もまっ
たく不明である。 
ERATO 近藤誘導分化プロジェクト、京都大
学放射線研究センターとの共同研究により、
メダカ ENU 突然変異系統作製技術を用い
て野生系統では影響を及ぼさない低線量の
ガンマ線照射によっても発生異常を示す放
射線高感受性メダカ突然変異系統を３系統
樹立した。これらの系統の初期胚細胞を分離
し、コメットアッセイ法によってガンマ線に
より誘発される DNA 二重鎖切断の再結合
能を検討したところ、RIC1 系統胚では、野
生型に比べて低い二重鎖切断再結合能を示
した。また、予備的実験により低線量ガンマ
線照射によって精巣の幹細胞が特に障害を
受け易く、細胞死を生じるのに対して、RIC2、
RIC3 の両系統では小腸がもっとも障害の顕
著な臓器であった。これらの結果は、RIC1
では生殖幹細胞に、RIC2、RIC3では体細胞
幹細胞における DNA 修復機構に機能不全が
あるものと考えられ、３系統を統合活用する
ことによって生殖細胞、体細胞の DNA 修復
機構の差異、相互作用について細胞・個体レ
ベルで解明することができると期待され研
究を開始した。 
 
２．研究の目的 
ゲノム維持機構に障害を有するこれらメダ
カ突然変異体を統合的に活用し、発生障害、
生殖細胞突然変異、発癌等の放射線生物作用
機構へのこれら遺伝子の関与機構を培養細
胞レベルから組織・個体レベルにかけて解明
することを目的とする。特に、メダカでは癌
化しない状態で細胞を株化することが可能
であることから、培養細胞レベルでの解析結
果をそのまま組織・個体のレベルに演繹する
ことが可能であると期待される。さらに、ト
ランスジェニックメダカ作成技術を統合さ
せることによって重複突然変異体、遺伝子導
入による細胞死過程の個体・組織レベルでの
可視化を実現し、もって生殖細胞系列におけ
るゲノム維持機構を、細胞・個体・組織レベ
ルを通して体細胞のそれと比較し、そのダイ
ナミクスを統合的に解明することを目的と
する。さらに新たな酸化ストレスに関連する
ゲノム維持遺伝子の突然変異体のスクリー
ニングを行う。 
 
３．研究の方法 
(1)突然変異体の組織特異的放射線感受性の
比較 
大規模ENU突然変異体スクリーニングで胚期

の放射線誘発形態形成以上を指標として得
られた系統の成魚組織での放射線感受性を
比較する。 
 
(2)放射線突然変異体ric1系統より培養細胞
株を樹立して、DNA修復、細胞死と細胞周期
調節を野性型株由来培養細胞と比較する。 
 
(3) 生殖細胞特異的に発現する vasa 遺伝子
の発現調節領域を用いて、緑色蛍光蛋白質
(GFP)遺伝子を生殖細胞特異的に発現する
ric1系統を新たに作製し、生殖細胞の放射線
応答を野性型と比較する。 
 
(4) OGG1遺伝子は、DNA鎖のシトシンに対合
している 8-oxoGを除去する DNAグリコシラ
ーゼをコードする。この遺伝子の突然変異体
は、発がんや老化に変異が起こることが期待
される。Tilling Libraryより、Light 
Scannerを用いて変異を有する個体を同
定して、ホモ接合個体を作製する。 
 
４．研究成果 
 
(1) CAB系統・RIC1変異体・RIC2変異体に対
し20Gyのγ線を照射し、照射30日後までの
生存率を調べたところ、CAB系統とRIC1変異
体では 90％以上の個体が 30日後まで生存し
ていたのに対し、RIC2変異体は 40％の個体
しか生存できなかった。RIC1変異体は高線量
を当てても生存していく上ではあまり影響
がなく、RIC2変異体ではCAB系統やRIC1変
異体では死に至らない線量で、体細胞に大き
な影響が表れて死んでしまうことが示され
た。20Gy照射 10日後における各臓器への影
響を、大きさを指標として半定量的に調べた
ところ、CAB系統とRIC1変異体では腸の長さ、
脾臓・肝臓・胆嚢の大きさに照射前後で大き
な変化は見られなかった。これに対し、RIC2
変異体のみ20Gy照射10日後に腸が非常に短
くなり、胆嚢の肥大が観察され、脾臓も照射
後に小さくなっていた。照射5, 10日後の腸
組織は、CAB系統とRIC1変異体ともに腸上皮
細胞の核が肥大し球形になっていたが、30日
後にはほぼ非照射時の状態に戻っていた。
RIC2変異体では20Gy照射10日後に腸のひだ
（絨毛）が非常に小さくなり腸上皮細胞の核
が肥大し球形になっており、消化不能と見ら
れる組織像が観察された。 
2.5Gyのγ線照射では、CAB系統とRIC2変異
体では照射5日後, 10日後と精巣は徐々に萎
縮したが、30日後には精巣の大きさに回復傾
向が見られた。これに対しRIC1変異体では、
CAB系統に高線量（25Gy）のγ線を照射した
場合と同様に、2.5Gyのγ線照射により精巣
は回復不能なほど小さくなっていた。 
RIC1変異体において2.5Gy照射5日後で精原



 

 

幹細胞がほとんど消滅していたのは細胞死
によるものなのか、いつ消滅するのかを調べ
るために、CAB系統・RIC1変異体に2.5Gyの
γ線を照射し、24時間後・3日後における細
胞死の検出を行った。その結果、照射 24時
間後におけるCAB系統の精巣では精原幹細胞
の細胞死が多く検出された。これに対し、
RIC1変異体では照射 24時間後には細胞死は
ほとんど検出されず、野性型では細胞死の認
めらない照射3日後に多くの細胞死が検出さ
れた。 
 
(2)コメットアッセイ法によってDSBの修復
を解析した結果、RIC1 細胞（RIC1e9、
RIC1e42、RIC1e43）全てに DSB 修復の欠
損が見られ、その程度を表す TM 値は、IR
処理 2 時間後に野生型細胞（CABe3、
Hd-rRe3）では照射直後の約 50％に達したの
に対して、RIC1細胞では照射直後の約 80％
にとどまった。 
細胞の形態を顕微鏡法によって time-lapse
撮影することにより細胞死を解析した結果、
野生型は IR処理後24時間以内に約30%の細
胞がアポトーシス小体を形成する細胞死を
起こした。それに対し、RIC1は約 10％以下
の細胞しか形態変化を起こさず、また、アポ
トーシス小体を形成した細胞はほとんど見
られなかった。細胞分裂を time-lapse撮影す
ることにより解析した結果、野生型、RIC1
共に IR 処理直後に細胞分裂の停止が見られ
た。野生型は IR処理後 12時間から 24時間
にかけて徐々に分裂する細胞が見られたの
に対し、RIC1 は 8 時間後から急激に分裂す
る細胞が見られた。RIC1 細胞を用いた解析
の結果、RIC1 細胞は DNA 修復、アポトー
シス、細胞周期チェックポイント全てに異常
が見られたが、野生型細胞と RIC1細胞の間
では、DNA損傷の初期応答である H2AXの
リン酸化は、生じていた。 
 
 

 

 
 
(3) 生殖細胞で発現するメダヵvasa 遺伝子
の制御領域にGFP 遺伝子を連結させること
によって作製されたトランスジェニックメ
ダカ(olvas-GFP 系統)(Tanaka et al,2001)
に、RIC1 変異体を交配しric1olvas-GFP 系
統を作製した。発生段階７にγ線(1Gy,2Gy)
を照射した。 
照射4 日後の胚において形態的に正常発生
している胚の生殖細胞量を定量したところ、
ric1olvas-GFP 系統の胚には、1Gy および
2Gy のγ線照射後の生殖細胞量に大幅な減
少が観察された。このとき生殖細胞の放射線
感受性に雌雄の差はなかった。生殖細胞第２
分裂開始期にあたる発生段階33 における生
殖細胞の放射線感受性にric1 遺伝子が関与
しているのかを検討するために、両系統の胚
に孵化率に影響を及ぼさない線量を照射し、
照射後の生殖細胞量を定量した。その結果、
両系統において線量に応じて生殖細胞量の
減少が見られた。雌雄別にγ線照射後の生殖
細胞量の変化率を算出したところ、
ric1olvas-GFP 系統では雌の方が雄よりも
変化率の変動が大きく、放射線感受性が高い
ことが示唆された。これは発生段階33 にお
いて性分化が起こっており、雌生殖細胞の方
が雄生殖細胞よりも分裂頻度が高いためで
あると考えられる。 

 



 

 

(4) 雄個体を化学突然変異原(ENU)で処理し、
生殖細胞に変異を導入し、健康な雌とかけ合
わせたF1雄個体を多数樹立し、それらの精
子とゲノムDNAをセットで保存しライブラリ
ー化した。このライブラリーのゲノムDNAを
基質に、PCRにより増幅し、変異を検出する。
そのための融解温度曲線解析には、これまで
極めて高感度で、しかも詳細な解析が可能な
ソフトが整備されている。Idaho Tech. 社製
のLight Scannerを用いた。8-oxoGを除去す
るDNAグリコシラーゼをコードする遺伝子
OGG1遺伝子のエクソン１に変異のある個体
を同定し、それ由来の凍結精子を起こし、現
在ホモ接合である稚魚を得ることができ、
8-oxoGの定量を進めている。 
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