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研究成果の概要：マウス培養細胞を用いて、さまざまな電離放射線照射条件下において、高頻

度に復帰変異株を生じる 6‐チオグアニン耐性変異株を分離し、その分子機構を解明すること

を試みた。5－アザシチジンの添加が復帰変異頻度に影響を及ぼさなかったことから、DNA メ

チル化の本現象における関与は否定された。すなわち、放射線発ガン初期過程に発生すると考

えられているエピジェネティックな細胞内変化は DNA メチル化以外の機構によるものである

ことが強く示唆された。また、結果として、放射線照射により、6-チオグアニン耐性変異株の

発生頻度は有意に上昇したが、復帰変異頻度の有意な上昇は観察されなかった。 
 
交付額 
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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・化学物質影響科学 
キーワード：電離放射線、マウス細胞、エピジェネティクス、6-チオグアニン、DNA メチル化 
 
 
１． 研究開始当初の背景 
 

放射線発ガンは、放射線の電離作用によっ
て生じた DNA 上の傷や、その修復過程で発生
したエラーによる突然変異が引き金となっ
て誘発されると従来は考えられてきた。 

 
 しかしながら、放射線によって誘発された
がん細胞を分子レベルで詳細に解析しても、
特徴的な DNA 上の傷を発見・同定することは
できなかった。 
 
 電離放射線を細胞に照射することにより、

細胞内の遺伝子発現は変動するが、その発現
が抑制されるものが多いことが DNA マイク
ロアレイ解析データにより示唆されていた。 
 
 研究代表者の未発表の観察データとして、
マウス細胞から 6-チオグアニン耐性変異株
を分離・解析すると、細胞株に特徴的なある
一定の割合で、6-チオグアニン耐性変異の原
因となるヒポキサンチンホスホリボシル転
移酵素（Hprt）遺伝子に突然変異が発生して
いないのに、耐性変異を示すものがあるとい
う知見を得ていた。 
 



また、このような耐性変異株のうち、かな
りの割合のものは 100 分の 1以上の高頻度で
Hprt 活性を回復する。 

 
すなわち、少なくともマウス細胞の Hprt

遺伝子領域においては、欠失変異や点突然変
異のような古典的な突然変異とは異なる様
式で遺伝子発現を停止するものが存在し、さ
らには、一度停止した遺伝子発現を環境の変
化（この場合は HAT 培地）に応じて遺伝子発
現を回復させること、すなわち、エピジェネ
ティックな細胞内変化が存在することを認
識していた。 
 
 また、6-チオグアニン耐性株の出現頻度は、
3 グレイまでは放射線照射量に比例して増加
することは広く知られている観察事実であ
る。 
 
 
２．研究の目的 
 マウス細胞において、放射線がエピジェネ
ティックな遺伝子発現変動に及ぼす影響を
明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)まず、0，1，3，各グレイの放射線照射に
より、マウス FM3A 細胞集団から 6-チオグア
ニン耐性変異株の出現を誘発し、変異株を分
離する。 
 
(2)分離された変異株のうち、Hprt 遺伝子領
域における欠失変異を、PCR 法による LOH 解
析により検出して、欠失変異が検出されない
ものを選別する。 
 
(3)欠失が認められなかった変異株を、0，1，
3，各グレイの放射線を照射してから、HAT 培
地で培養し、Hprt 活性を復活した復帰変異株
を選択する。 
 
(4)HAT 耐性を示した変異株を再度 6-チオグ
アニン存在下で培養し、同様の現象が発生す
る頻度を計測する。 
 
(5)高頻度に 6-チオグアニン耐性から HAT 耐
性、または逆方向に表現形質を変化させる変
異株について、5-アザシチジン処理が表現形
質を変化させる頻度に及ぼす影響を解析す
る。 
 
(6)5-アザシチジンが表現形質を変化させる
頻度に有意の影響を及ぼすことが認められ
た場合は、Hprt 遺伝子上流領域のメチル化解
析を実施する。 
 

 
４．研究成果 
(1)マウスFM3A細胞からの6-チオグアニン耐
性変異株の出現頻度は、放射線の照射線量に
応じて、5×10-6から 5×10-5へと、ほぼ比例
的に増加した。合計 648 株の 6-チオグアニン
耐性変異株を分離することに成功した。 
 
(2)上記 648 株すべてについて、Hprt 遺伝子
領域の LOH 解析を実施したところ、634 株に
ついては欠失変異が認められたが、114 株に
ついては欠失変異の存在は確認されなかっ
た。欠失変異の割合は、放射線照射線量の増
加に伴って増加し、3グレイの放射線で照射
した細胞集団から得られた変異株ではほと
んどすべてから欠失変異が検出された。 
 
(3)上記 114 株について、HAT 耐性を解析した
ところ、そのうち 23 株は死滅した。これか
らは点突然変異または微細な欠失変異等に
より 6-チオグアニン耐性形質を獲得してい
た可能性が高い。残り 91 株は、培養初期に
は数多くの死細胞を生じたものの、数週間で
増殖は安定し、その後は HAT 培地中で正常に
生育した。 
 
(4)HAT 培地中で正常に生育した 91 株は、6-
チオグアニン培地中でも、培養初期に死細胞
を生じるものの、やがて正常に生育した。 
 
(5)軟寒天平板を用いて、6-チオグアニン耐
性から HAT耐性へと移行する頻度を計測した
ところ、いずれも 1×10-2から 5×10-2程度で
あった。 
 
(6)6-チオグアニン耐性から HAT耐性へと（ま
たは逆方向に）移行する頻度への 0，1，3，
各グレイの放射線照射による影響を解析し
たが、有意の頻度差は検出されなかった。 
 
(7)6-チオグアニン耐性から HAT耐性へと（ま
たは逆方向に）移行する頻度への 5-アザシチ
ジンによる影響を解析したが、有意の頻度差
は検出されなかった。 
 
(8)5-アザシチジンによる出現頻度差に対す
る影響はあまり大きくはなかったが、少しは
差があるように見えた 3株について DNA メチ
ル化解析を実施した。ある程度予想していた
ことではあったが、Hprt 遺伝子上流領域にお
けるメチル化パターンに有意差は検出され
なかった。 
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