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研究成果の概要（和文）： 

放射線被ばくのバイオマーカーとしてヒトメタロチオネインアイソフォーム遺伝子の利用

を考え、ヒト培養細胞に X 線を照射（1 Gy～16 Gy）して 24 時間後のメタロチオネイン遺

伝子の発現パターンを調べた結果、メインアイソフォームである MT-2A や MT-1X などほ

とんどのアイソフォームが抑制を受ける一方、マイナーアイソフォームである MT-1H 及び

MT-4 は明らかに誘導されることを見出した。今までに知られる金属や酸化ストレスによる

発現パターンとは明らかに異なり、X 線被ばくのバイオマーカーになる可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

To investigate the expression profile(s) of human metallothionein isoform genes after X-ray 

irradiation, human cultured cells irradiated by X-ray (1 Gy to 16 Gy) were collected at 24 h after 

the irradiation. The expression levels of each gene were estimated by real-time PCR. Most of 

isoform genes including the main isoform genes such as MT-2A and MT-1X were inhibited of their 

expression, while induced of them for MT-1H and MT-4. This expression pattern was different 

from the induction pattern by heavy metals, suggesting be a biomarker for X-ray irradiation. 
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１．研究開始当初の背景 
わが国における放射線作業従事者 45 万人

のうち、作業人口の最も多い職業は医療関係

の 23 万人であり、その数は原子力産業（8 万

人）を大きく上回る。また多量の被ばくは医

療従事者に多い（平成 18 年度・原子力安全

基盤機構調べ）。そこで我々は国内病院にお

ける循環器内科医師への被ばく量実態調査

を行った。その結果、防護衣の内側において

も相当量の被ばくを検出した。このレベルは

電離放射線障害防止規則による年間線量限

度（50 mSv）を超える恐れがあり、生体影響

を考慮すべきと考える。しかし放射線被ばく

の簡便かつ精度の高いバイオマーカーは開

発されていないのが現状である。 
ところで我々は、重金属毒性をはじめ放射

線などの酸化ストレスに対する重要な生体

防御因子であるメタロチオネインに注目し、

メタロチオネイン遺伝子の発現がこれら外

的ストレスにより転写誘導されることから、

メタロチオネイン遺伝子の発現変動をバイ

オマーカーとして利用する可能性を考えて

きた。着眼点として以下の 3 点が挙げられる。

(1)メタロチオネイン遺伝子は放射線照射に

よって転写誘導される、(2)ヒトには多くのメ

タロチオネインアイソフォーム遺伝子が存

在し、負荷する外的ストレスによってそれら

の誘導パターンが異なる、(3)複数のバイオマ

ーカーを測定することによりばく露量およ

び、ばく露程度を推測するための精度が高ま

ると期待される。 
以上のことから、ヒトメタロチオネインア

イソフォーム遺伝子の発現変動を放射線被

ばくのバイオマーカーとして利用すること

を計画した。 
 

２．研究の目的 
ヒトには 10 種類以上のメタロチオネイン

アイソフォーム遺伝子が存在する。しかし放

射線被ばくによる個々のメタロチオネイン

アイソフォームの発現誘導を詳細に検討し

た例は無い。既に我々はこれらヒトメタロチ

オネインアイソフォーム遺伝子（10 種）を特

異的に増幅するプライマーを設計し、リアル

タイム PCR 法により各アイソフォーム遺伝

子の発現量を定量する方法を確立している。

そこで本研究では X 線照射によるメタロチ

オネインアイソフォームの発現パターンを

解析するために、ヒト培養細胞を用いて X 線

照射後の個々のメタロチオネインアイソフ

ォーム遺伝子の発現量を定量する。得られた

結果をパターン化することにより、ヒトメタ

ロチオネインアイソフォーム発現量の、放射

線バイオマーカーとしての可能性を探る。 
また骨髄中メタロチオネイン量を増加さ

せることで、放射線の骨髄障害が防止できる

ことを我々は既に明らかにしている。上記の

解析から、放射線照射により効率良く転写誘

導されるアイソフォームが明らかになれば、

そのアイソフォームは放射線障害を効率的

に防御すると考えられる。そこで当該アイソ

フォームを高発現した細胞を作製し放射線

防御能を確認すると共に、そのアイソフォー

ムを効率良く誘導する物質の検索を行うこ

とで効率的な放射線防護剤の開発を試みる。 
 
３．研究の方法 

細胞はヒト子宮頚癌由来HeLa細胞を用い、

10%ウシ血清(CS)を含む D’MEM 培地で維持

をした。またヒト白血病細胞(HL-60 細胞)お
よびヒトリンパ芽球細胞(TK6 細胞)について

も検討したが、それぞれの細胞は 10%ウシ胎

児血清(FCS)含有 RPMI1640 培地あるいは

10%ウシ胎児血清(FCS)含有 D’MEM 培地で

維持・照射を行った。 
照射実験は、HeLa 細胞を 35 mm ディッシ

ュに 5 x 105細胞播種し、24 時間後に X 線を

照射（1 Gy～16 Gy）してその 6 時間後あるい

は 24 時間後に細胞から RNA を抽出した。照

射実験は放射線医学総合研究所（放医研）の

協力のもと、放医研設置の X 線発生装置

TITAN-320 型 (ISOVOLT)を使用た。線量率は

3.45 Gy/min で、照射は室温で行った。対照群

として非照射のディッシュを用意し、照射時

には X 線発生装置室まで運搬して照射群と

同様の時間をCO2インキュベーター外に置い



 

 

た。RNA 抽出は自動 RNA 抽出装置 MagNA 
Pure (Roche 社製)を用い、RNA 抽出時には細

胞にMagNA Pure専用のRNA抽出溶解液を加

えて溶解した。得られた RNA を逆転写反応

により cDNA とした後、10 種類のヒトメタロ

チオネインアイソフォーム遺伝子（1A, 1B, 
1E, 1F, 1G, 1H, 1X, 2A, 3 and 4）について、そ

れぞれの発現量をリアルタイム PCR 装置

(LightCycler 480; Roche 社製)を用いて解析し

た。 
細胞生存率は、セパレート型 96 穴プレー

ト（ビーエム機器）に 1 x 104個の細胞を播種

して、その 24 時間後に X 線を照射し、照射

24 時間後に Alamar Blue 試薬（ミトコンドリ

アの還元能を利用；life technologies）を培地

の 1/10量添加して 1時間後の蛍光強度を測定

することで調べた。なお、照射時にはセパレ

ートした各スリットに通気性タイプのプレ

ート用シール（AeraSeal；ビーエム機器）を

貼付し落下細菌等のコンタミネーションを

防いだ。 
 
４．研究成果 

我々はヒト子宮頚がん細胞株HeLa細胞を

用い、重金属によるヒトメタロチオネイン遺

伝子の誘導パターンは既に掴んでいる。そこ

で本研究では、放射線被ばくの生体影響を知

るバイオマーカーとしての可能性を探るた

めに、HeLa 細胞に X 線照射後の各メタロチ

オネインアイソフォーム遺伝子の変動を解

析し、重金属曝露による誘導パターンと比較

した。 
先ず医療現場での被ばく線量を考慮し、低

線量域(30～100 mGy)および高線量域(2～8 
Gy)照射後の発現解析を行った。重金属では

添加 6 時間後にはメタロチオネイン遺伝子の

顕著な誘導が認められることから、照射 6 時

間後の発現量を解析した。ヒトメタロチオネ

インのメインアイソフォームである MT-2A
および MT-1X は重金属による誘導が著しい

ことから、これらアイソフォームを指標に解

析を進行させたが、本検討における照射条件

ではいずれのアイソフォームも発現量はほ

とんど変化せず、対照群との有意な差は認め

られなかった。なおこの時、照射 24 時間後

に調べた細胞生存率は最高照射量 8 Gy で約

85%であった。ところで細胞の培地に含まれ

るフェノールレッドは抗酸化作用を示すこ

とが知られている。放射線の間接作用として

フリーラジカルの関与が知られているが、培

地中フェノールレッドがフリーラジカルを

消去するためにメタロチオネインの発現誘

導が生じない可能性がある。そこでフェノー

ルレッド不含の D’MEM 培地を購入し、同様

に 30 mGy～8 Gy での照射実験を行ったが、

この条件においても MT-2A, MT-1X の誘導は

観察されなかった。なお、培地中の血清たん

ぱく質が放射線の間接作用を減弱させる可

能性から、無血清培地で照射を行う系も頻繁

に行われているが、in vivo の系を考慮すると

無血清条件は極端な実験系であり、本研究で

は検討は加えなかった。次に放射線よるメタ

ロチオネイン誘導が重金属ほど迅速ではな

い可能性を考え、同様の照射量（30 mGy～8 
Gy）で照射 24 時間後の MT-2A, MT-1X の変

動を調べた。その結果、両アイソフォーム遺

伝子は生じたが、誘導ではなくむしろ発現量

が抑制される傾向にあることが判明した。 
そこで照射量を上げ、1 Gy～16 Gy の照射

量で照射 24 時間後のメタロチオネイン遺伝

子発現量を調べた。その結果、16 Gy の照射

により MT-2A および MT-1X の発現量は有意

に抑制された（それぞれ約 45%及び約 40%：

図 1-a）。従って X 線照射によりこれらのアイ

ソフォームの発現はむしろ抑制を受けると

結論付けた。なお、発現抑制が認められた照

射量での細胞生存率は 85%以上であり（図

1-b）、また mRNA 量の内在性コントロール

として定量した b-アクチンの mRNA 量は 16 
Gy 照射で対照群の 98%程度であったことか

ら、MT-2A および MT-1X の発現抑制は細胞

障害による可能性は低いと考えられる。とこ

ろで本検討では MT メインアイソフォームの

誘導条件を見出す必要があると考え、解析費

用の面から他のマイナーアイソフォームの

解析を見合わせていた。しかしメインアイソ

フォームは発現抑制を受けると結論付けた

ことから、次に、得たサンプルについてマイ

ナーアイソフォーム遺伝子について発現量

の定量解析を行った。その結果、メインアイ

ソフォーム（MT-2A,および MT-1X）が抑制

を受ける 16 Gyの照射量で、MT-1H及びMT-4
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図1　X線照射24時間後のメタロチオネ
インアイソフォームmRNA量(a)、及び細
胞生存率(b)
**: 各対照群に対する有意差(p<0.01)

の明らかな誘導が認められた（図 1-a）。 

 
例えば我々が既に検討を加えてきたカド

ミウムでは、程度の差はあるものの全ての

MT アイソフォーム遺伝子の発現が誘導され

る。しかし X 線照射では、抑制アイソフォー

ム (MT-2A, -1X)、無変動アイソフォーム

(MT-1G)、誘導アイソフォーム(MT-1H, MT-4)
に分類された。この結果は、MT アイソフォ

ームの発現パターンが X 線照射による生体

影響を反映するバイオマーカーになる可能

性を示す。なお、ヒト白血病細胞(HL-60 細胞)
およびヒトリンパ芽球細胞(TK6 細胞)につい

て同様の検討を加えたが、TK6 細胞では

MT-1H, MT-4 を含むマイナーアイソフォーム

をほとんど検出できず、また HL-60 細胞では

MT-1H の発現は HeLa 細胞と同様に誘導傾向

にあったものの、MT-4 の検出が困難であっ

た。これらの細胞を用いる場合、あるいはヒ

トへの応用を考える場合、検出感度を高める

工夫（スタートマテリアルとしての RNA 量

を増やす、PCR 条件を変えるなど）が必要と

考えられる。さらに、MT-1H 及び MT-4 は X
線照射により効率良く転写誘導されるアイ

ソフォームであり、放射線障害を効率的に防

御する可能性がある。その可能性を確かめる

ために、それぞれのアイソフォームを高発現

した細胞を作製しており、現在複数コロニー

を得ている段階である。各アイソフォームの

発現量を確認した上で放射線防御能を調べ

ていくが、本研究のフォローアップとして進

め、一定の段階で論文にまとめ成果を発信す

る予定である。なお、医療現場での発現パタ

ーン解析は共同研究者（元研究分担者：木村

真三）の所属先変更に伴い実施が困難となり、

本研究期間では実現しなかった。 
放射線被ばく量の測定はガラスバッジ等

を用いて可能であるが、被ばくによる生体影

響程度を知るための簡便なばく露影響指標

（バイオマーカー）は現時点で開発されてい

ない。本研究で見出した、メインアイソフォ

ーム（MT-2A, MT-1X）は抑制されるがマイ

ナーアイソフォーム（MT-1H, MT-4）は誘導

されるというパターンは重金属による変動

パターンとは明らかに異なっている。従って

今後さらに詳細な検討を加えることで、メタ

ロチオネインアイソフォーム遺伝子発現パ

ターンの利用が放射線被ばくによる生体影

響を知るバイオマーカーの一つの候補とな

る可能性がある。 
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