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1.研究目的

欣射線による健康影響は、限定的;jf;響と fí(~率的影響に大別される 。 峨定的 Jj:'~~j~ には、

いわゆるしきい総量 (1羽他)があり、比較的高い線沿の被ぱくをしない限り ~I' じないHO

したがって、通常の政射線利川 でr:IJ題 となるのは、付J十\(I'~r;}~初、すなわちづをがんと ìll伝

的彩響である D とくに、前者については、疫学調査のが;来、数rIl11svJ:).1-.の欣射線被ば

くによってヒトにがんが誘発されるという直接的な証拠が引}られている九

広島 ・ 長 Ih~fの原爆被爆者をはじめとする佼学別公は、放射線誘発がんの級世反応関

係やi信伏JUJ1/1]について、これまでに数多くの情報を提供し、公会」μ牲を策定するJ-.で主

要な1M州原となってきた。 しかし、校学制査では、高級量 rztJA泣不l止は‘くでのみ統計

(10に有意な発がん率の1>;1}J[Jが認められ、jj}j官1・の防護でr:lJ.:mとなるような1民af，tl止 jIH!~:止

ま容については、 9r;がんの平I!!l.f，を疫学rJiJ:任からilAIYlすることができなし、。この点をIYlらか

にするためには、動物実験等によって、放射線誘発がんの機怖を!昨rYlすることが不可欠

である。

一般に、放射線防護上は政射線誘発がんにはしきい総量がなく、低線i止においてもそ

の発生何凶Iはゼロではないと考えられている。 これは、欣射線Hl1~の標的がDNAでおり、

ljiーの細胞における突然変良からJJ重#Jjが生じるという生物学的恨拠に基づいている1九

一方、近年の分子生物学の発展に より、 IJ宅 ~J;j羽Il J胞のゲノム DNAには特有な変化がとt じて

いることが分かつてきたふ九とくに lコ J (J l病については、病!1m終的な染色体災"l;~が数多

く報告されており 、 r~常吉11位に{T-イI する白 Ifll病のB;{ 図 i立伝了がゆl らかになってきている

問。これらの治伝子変化のうちいくつかは、発がんの初JUJに生じている可能性が帰摘さ

れており、if'r'7Èの i宣伝子に変化をもたらすようなゲノムDNAの j il1~が、づ置がんの初予t'J~

象、すなわちイニシエーションに|均述していると考えられる 10，111。 したがって、政射線

がこのようなill伝子変化をとt成し符るかどうかは、政射線誘発がんの機情をjlJ仰]する |ニ

で重要なポイントとなる問。



この間組に取り組む上で、マウスの急性tJ市;rrYlIとII(IL病 (AML)Iよイ011なモデルとなるロ

マウスでは、 RFM 、 CßA、 S J L/J 、 C3 H/トle ~'i;の系統で、政射線によ ってAMLが誘発され

'3川、 AMしを発症したマウスの90%以ヒに、作ギ!な2孫染色体の災7irが正!12きされている

'0 問。 また、』文射線!!~\Ml主:のマウス 'iHtfi*lIIJ1包においては、 AMUti抗よりかなり前のHりりj

から、 2-ill"染色体の典常が比 1際的向 lþsU支に認められることが m; ' ;- されている 21) .l~ )。 これら

の事実は、』文自付jiによる染色体j時党の~I:=' Jぷが、 AMLのイニシエーショ ンに関係している

ことを示唆するものである 。 しかし、 !!(l，M後以初の分裂像における染色体処常に~ti'l l し

た研究はほとんどなく 3' 問、 AMしに特布な2有i一染色体の sl~- 'm' が、』文身、I- ~波!!日9・11去のきわめて

171 い1I!i)リj に生成されるという尖験(I~ilIEJ処は件られていない。

そこで本研究では、全身!lな射したC3H(トJcマウスの'I'J悦制"胞を)JJいて、 !~(\Ú・t2--1 1 1.~1::H去

の染色体災常の純知 ー 如j交を系統的にJ州斤した。 また、インピボ:J~!.I~によ っ てAMLを活

発し、 AMLマウスにおける2呑染色付、のY47tについても解析した。これらの災験によ っ

て1!f. られたデータにJ，~づき、政射線による2若干染色体の日~: '':i~'・の生成 と AML誘発との I.l\jf系

について検討した。



2.研究方法

2-1.全身照射マウスの骨髄細胞における初期染色体異常の解析

政射線1!I!M後、最初jの分裂像には、不安定型の527;? を frめ、.tiR々な ~II~'，:;~.がイ(イ1: してい

る 。 そのため、分封~yょによる後型分析では、復調! なお怖を 1 .[.つ一計11の ~\IIJIJ包について、 12

常染色体および染色体切断者11位をすべて同定することができない。l'IJ5.主不能ということ

で、このような県常を除外してしまうと、染色体処常のi渡辺:反応関係等に|渇する定i止

的解析を正慌に行うことはできない。 この I IIJ Mを月I!~i)とするために、本研究では骸Jf;~分析

と染色体ペインテイングを刊f:JIlした。骸121分析によ って、染色体1::1の政自、ht息に対する+11

対的感受性と ~!lt'I~~' の位:Ja'i に |均する IW析を行い、染色体ペインティングによ っ て、 2-Iß:染

色体の児常の頻度に|刻するkilf的解析を行 った。

2-1-1.笑験動物および飼育条件

実験動物には、近火系のC3HIトIeマウスを使111した。i1-+:チヤールス ・リパ一社にお

いてSPF/VAFとして生産された8迎 ili~のC3H/HeNCrj k:ftマウスを、 日 本 I L物材料センター

を通じて購入し、コンベンショナルな条f'1:の下で飼育した。飼育室は、 10: ()()am ~ 10: 

∞pmをIY]J切としてライ トコン トロールし、室IRLを22:t2'C、市!J瓦を60-65%に維持した。
l国形飼料 (CMF:オリエンタル彬ほ工業)および水は山 山に奴収させた。

2-ト2. ti\(:MMJl!l(.l~・I

出生後57土1[1のマウスをプラスチック製の!I百品IJIlケージに入れ、 *京大学原子力!日f

先総合センターの生物!照射装i丘をJlJいて、円7CSY紋を全身Jm射 した。級iW必l支は、 1994

"1ミ12刀の笑験開始さill与75.4Tsqであった。抜型分析川のマウスには3.0Gyを照射し、染色

体ベインティング)Jjのマウスには、 1.0-3.0Gyの!!矧「を行った。各nr・のマウスのI)_!;数は、
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先行研究29・1仰を参考に、 Table2-1に示すように設定した。いずれの!照射においても、紋

iit率U:0.2Gy/minに設定した。

Table 2・1.Radiation doses and Ihe nllmber of l1lice lIsed in this stucly 

Experiment Dose (Gy) Number of mice 

Karyotyping analysis 
o (conlrol) 5 

3.0 5 

トo 10 

Chnn050l11C painting analysis 2.0 10 

3.0 15 

2-ト3.染色体探本の作成

!照射終了24s.¥;Ii¥]後にマウスをHi柑脱臼により屠殺し、 iiliやかに大IW，!，!ーを11荷/1¥した。37

℃のPsS(ー)で洗浄した後、大!腿-，1の河端を切断して、 J7"CのIミPM1l640(sio Whiuaker) 

を注射?，1fで注入レf!J・悩細胞をシャーレにj取り I'I J1 した 。 '1~!.itìjWlll)包を合んだ液をステンレス

メァシュ(メッシュサイス:70 f1 rn径)に j.Ú!してからガラス~.~遠 i;(: '1:;1' に移し、ノTスツー

ルピペットでピペ ッティングを繰り返して、細胞沈をできるだけ刺11かくした。市JJIIJ包浮遊

1夜には、府養操作や人工的なJtiM刺激を}JIIえることなく、そのまま染色体防本の作成に

i史mした。すなわち、浮遊iiliをlOOOrpmで5分IliJj主心してまIlIIJ包を集め、 0.075MKCIで30分

間低岐処:mを行った後、メタノ ーJレ/四1:椴 (3: 1 v/v)で*111胞をIEIA主した。述心と問先液

の交換を数回繰り返してから、適当i24の回定液に細胞をIIJ浮遊させ、洗浄水冷したス

ライドグラス上に滴下し、蒸気乾燥法Wにより展開した。スライドグラス上に展開した

標本は、核1\~分析あるいは染色体ペインテイングに使j日するまで、 30"Cで保作した。
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2-ト4.t五lf;!!分析

mUH後平均lの分裂'1'JUJffí1には、似品ftな染色体 )l~'ij~'i象が合まれているため、十五加分析を

行う上で、高品質な染色体分染{象を安定して得られることが重要になる。本研究では、

このような袈求を満たす分染法として、 DAPI(4'，6-diamidino-2ゃh巴nylinclol)とアクチノ

マイシンDによる二重染色j去を探川した。この分染法では、染色体DNACPのA-TJl，[)，!;':i.j"

に結合する蛍光色素DAPIに対して、 G-Cult左対に結合するアクチノマイシンDが依光吸

収剤として作TIIするため、コントラストのよいGバンドパターンを仰ることができる刷。

2-1-3の方法でイ1，J&:した染色体十栗本を0.611g/mlのDAPI(Mcllvainc緩I!liiirιpl17に溶解)
で20分間染色し、族f{/7)(で1陛くすすいだ後、 0.3mg/mlのアクチノマイシンD (O.OIMリン

絞殺1血液/ImM EDTA， pH7にi倒的で20分IllJN染色した。染色終了後、十謀本を恭悦ノドで

再度すすぎ、 McIlvaine緩H'iii主(pト17)でマウン卜して、カバーグラスのJT;JIIfIをネイルラッ

カーでシールした。

二重染色7:1~を施した傑本のf此会は、 f存9・は~(j\:;~m放fえオー プチフォト? (X2F-EFD2:ニコ

ン)にUV-2Aフィルタカセット(励起:330-380nm、1Y.:ZJlll: 420nl11)を袋治して行った。

分染像をミニコピーフィルム("1古-J;写J~t フィルム) -'てに勺:JT Hï.~ ;rf~ し、そのネガをフィル

ムスキャナScanMaker351 (MJCROηO!K)で、ノTソコン (Maci川oshCentris 650 :アップルコ

ンピュ」タ)に取り込んだ。画像処理ソフトPhotoshop(Aclobe) をmいて、取り込んだ

画像の明るさ、シャープネスを補正した後、問而 1:で舷引分析を行った。二1)'1-1生利111)包に

ついて、染色体翠lの央常をISCN方式 (InlernationalSystcll1 for Iluman Cytogcnetic 

Nomenclalure) に従って記録し、マウスの際市バンドパターンに)j~づいて染色体切 IfJf ~11

位を|可定した39喝。

観察に|捺しては、染色体の短縮が少なく、染色体同士の重なりのない、 l~!Ilな分染{象

のみを対象とした。骨骨直細胞を培養せずに染色体開本を作成したため、 mitoticindexは総

じて{尽く、このような分染像を多数千与ることは悶雌であった。そこで、解析の正雌さを

j則するために、 l匹あたりの1m祭細胞数は50個とした。
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2-卜5.染色体ペインテイング

(1 )ペインテイング・プロープ

マウスの2捺染色体に特先的なピオチン化プロープをJTJいて、染色体ペインテイング

を行った。 3Gy!I~~MI洋にはCLONTECH.fJのプロープを佼J日したが、その後このプロープ

が製造中 11:となったため、 I Gyおよび2Gyn~UHI作にはC出nbiotl:のプロープを使JIJ した。

(2)ハイプリダイ vゼーションおよひ1先行ト

2-1-3で作成した標本を70'Cの70%ホルムアミド/2XSSCで2分1:¥1処攻して染色体DNA

を一本~l'l に WI離させ、氷冷したエタノールシリーズ (70司 90 ， 100%、作2分1/¥1)を通して

から}!i'I~乾した。 このスライドに、以下の条 ('1こでフ.ロープのハイプリダイゼーションと ijt

仰を行った。

① CLONTECH1Jプロープ

プローフ'Ì)NA を 75'Cで5分IilJ処思して熱~I;lーさせた後、 37'Cで90- 120分!iIJ インキ ュベー

トした。スライドl枚あたり 15μ!のプロープ溶液をのせ、カバーグラス (24X45I11m)を

かぶせて周1mを原本封入斉IJ(ダイヤテックス:松浪附子工業)でシールし、 J7'Cのイン

キユベータ内に241時間}Jj文l宣した。ハイプリダイゼーション終了後、 55%ホJレムアミド/2

XSSCで3回、 1XSSCで3回、いずれもの℃で5分間]ずつ洗冷処JIIlを行い、室仙の4XSSC

に5分間以上佼した。

② Cambio社プロープ

プロープDNAを65'Cで10分間l処思して熱変ド1:させた後、J7'Cで30-60分11¥jイ ンキュベー

卜した。スライドl枚あたり201，1のプロープ前泌をのせ、カバーグラス (24X55rnm)を

かぶせて周|却を標本JH入商IJでシールし、 42'Cのインキュベータ内に1611，¥el/¥]}j!t.位した。ハ

イプリダイゼーション終了後、 50%ホJレムア ミド /0.5XSSCで2回、 2XSSCで2回、いず

れも42'Cで5分間ずつ洗浄処迎を行った。
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(3)シグナルの検出

非特異(I(]シグサルをプロックするために、ぉw，処.fll!の終わったスライ ドに4XSSC/

3% sSA. fraction V (Sigma) /0.1 % Tween-20 (Sigma)をのせ、パラフィルムをかぶせて、

37'(で20分I1lJ インキユベー卜した。シグナ Jレの十貴n~ には5P g/1111のllllorescein-avidil1 DCS 

(Vector Laboratory)を、増幅には5fl g/mlのbioi町 latedanti-avidin D (VeclOr Labo川 ory)

をそれぞれ使111 し、いずれも 37'Cで20分間インキュベー卜した後、 42~45'Cの4XSSC/

0.1 % Tween-20で、 3分間ずつ31!l1洗浄した。シグナルのJ/lil協は、CLONTECHtJプロープ

については2回、 Cambio社フ。ロープについてはl回行った。以上のJiLl，J2Hを終えたスライド

を、 0.2μg/mlのDAPT(Mcl1v山田緩 HiI液.pH7に・溶解)で20分間刈染色し、ぷffl水ですす

いだ後、 1-2pg/1111のヨウ化プロピジウムを含んだVectashield(Vector Laboratory)でマ

ウン トしfこ。

(4)観察

標本の観祭は、務身、J' i賞光~!í1放鋭オプチフォト 2に UV-2Aフィルタカセ y 卜およ びß-2A

フィルタカセット(励起:450-490nm、吸収:52011111)を淡策して行った。熊本のTDは

すべてプラインドにし、制祭q'q止それぞれの際本がどのfllil体のものであるかわからない

ようにした。 二倍性細胞を観察対象とし、染色体型のjZ常が認められた分裂像はすべて

写真倣影 した。 染色体~'~1常はPAINT (Protocol for Aberralion Idel1lilication and Nom巴nclntllre

Tenninology)方式に基づいて分類・記録したが、IfiJ分m方式では対象外となる欠失につ

いても記録した州。

2-2.インビポ実験による急性骨髄性白血病誘発と染色体異常の観察

2・2-1.笑験動物および飼育条件

染色体~\\'ìl\ の解析と同級に、 C3H/HcNCrjマウスを5 11~購入し、 2- 1 - 1 に示した条 ('1こで、

コンベンショナルな条1'1=下で飼育した。lケージに41!fずつ俳底させたが、 IJ:d&Tが見られ
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た場令には、 j盛 'lî:附自It して lit1~iでfíiiJffした 。

2-2-2. )，氏射線!!HMおよび化学物fT投与

I.U生後57-62日のマウスをプラスチック裂の!!担MITJケージに入れ、東京大学以下力研

究総令センターの生物!照射装位を)IJいて、円lCSY *息3Gyを全身!!問、lした。taEギは

0 . 2Gy/minに設定した。 AMLの誘免率をt5めるために、 !!0.M終了直後にi'i1ô i~!Zフ・レドニゾ

ロン(平n光純楽) Imgを皮下注射した，~削。 また、 SJ L/Jマウスにおいて、 M-CSF投与に

よるAML誘発.t~~~rti効果が縦告されていることから、 10 1庄については、政射線!!日射とプレ

ドニゾロン投与に)mえて、 l照射14lJ後から2迎1/1] (511 /迎)に渡って、 Recombinalll

Murine M-CSF (R&D SYSlemS) を約500U/日ずつ腹腔内投与した430

2-2-3.病J][ 組織学的f樹祭

全身状態を毎日定則的に観察し、間半与な衰弱が認。められた場合には、JflHliJJlir1により

属殺 ・解剖した。 死亡した場令には、づE凡次第Wf. ~tりした。 |勾 11民的なiJAj J'llõ必然を行うとと

もに、 )!F似 JNq臓のスタンプ燃本のペJレオキシダーゼ反応およひ‘病J%tll械学的11]僚によっ

て、 AML発症の有無を判定した。組織はプアン問定し、パラフイン包思した後、ミクロ

トームで3-5μmll1に薄切して、ヘマ トキシリン ーエオジン染色により矧捺した。

2-2-4.染色体災常の観察

AMLを発症したマウスについては、いずれも液状が急激に進行し死に至ったため、新

鮮な骨髄組織が入手不可能であり、染色体標本を作成することができなかった。そこで、

パラフィン包思したJJ削減の細胞に対してIllJJYJ舷FISH (nUO陀scencein Silu hybridizalion) を

行うことにより、 2番染色体の~Ii~'lt~'・について訓べた。

句8-



マウスAMLにおける2番染色体のj引g-にはいくつかのパターンがあるが、 Cおよびl寸d

J!Xに切断を~J:.じていることが多い21 ， 22.21. 2~ ， 11. 3九そこで、 2C領域lニマ ップされる 2H[~:riの

BACクローン(クローンNo.61， 471) のDNA を、~[ill National Racliological Proleclion 

soarclのsouffl ert~Jtτ|二 より譲り受け、 FISHJIJ プロープとして似川した。 CBA斤lマウスの

AMしでは、異常な2帯染色体において、クローン61が欠航し、クローン471が保nーされて
いることが多い的。

(1) ljl.雌紋様*の作成

Hecl ley らの方法制j に若干の変児を加えて、 1i" 自II~核楳本を作成した。 1]'1.'臓のパラフイン

包邸機本を30~50p mJ1/に切り 1I\ し、 }ß~ノ 4 ラフイン・ Il}水 tll させた後、ペプシンで消化

して、 *IUJ泡浮遊液を調推した。それをメタノール/酢般 (3: 1 v/v)でlu.j定し、蒸気乾燥

法でスライドグラス i二に展開した。手Jlrfjの詐k:1lIは、 Fig.2-1に示すとおりである。

(2) FISH 

約500ngのBACDNAを、ニツクトランスレーシヨンキット (Bochring巴r)を)IJいて、ピ

オチンー16-c1UTP(Boelu川野r)で傑諭した。ピオチン』決議DNMi械に、 10-16/lgのサケ

準丸DNA(Sigma)および5-10/lgのマウスCOT-IDNA (Gibco sRL)を添加|してエタノー

Jレ沈澱させた後、 2Sμ lの50%ホルムアミド/10%1筑間主デキストラン/2XSSCに治mして、

プロープ浴液とした。プローフïtiì(~ を 75'Cで 1 0分 I/\]処思して然変'1'1ー させた後、 37'Cで 60

分間インキユベートした。

プロープの浸透を高めるために、(1)で作成した標本を90'Cの50%グリセロール /0.1X 

SSCで5分間j処迎し、主主7fJLの2XSSCで=冷却してから、アルコールシリーズで})iLJ]<. }1l¥'位

した叫。統いて、 75'Cの70%ホルムア ミド/2XSSCで5分間処辺して染色体DNAを一本飢

に腕離させた。スライドl枚当たり3-5μ !の変伯プロープ浴液をのせ、カバーグラス

(18X 18mm) をかぶせて};!i]凶を標本封入高1)でシールし、 37'Cのインキユベータ内に二

l犯収註した。ハイブリダイゼーション後のi先行lとシグナJレの検1I¥は、 2-1-5の染色体ペイ

-9-



パラフイン包JI[根本を3(;ト 50"mlY-に
切りiII-q

37'(;のキシレンで3D分11IJ

:1u'鼠のエクノーjレシ リーズ

IOO%X2→ 95%→ 70%→ 50% 各10分liiJ

37'(;のp日Sで l晩

37'(;の0.5%ベプシン (iI10.0INIICI)で
30-90分II，IJ

PBSを自11えてヰ，)レテ yクス

_l.eIノーJレ/同j，N((3 : 1 v/v)を加える

ピペ γテイング後、 1000巾111で5分間遠心 I I x数m

l二Urを姶てる

メタノールIrft.i¥主を適当f剖11え、 2正気乾燥
訟によりスライドグラ λ上に展開l

Fig. 2-1. Protocol of pr巴panngsep‘mllecel15p巴cimensfrom paraff川 embedcledI issues. 
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ンティングに準じたが、プロッキン ク-JIJのBSAの代わ りにブロックエース(大11本製柴)

を使用し、tluorescein-avidinDCSおよびbiolinylaledanli-avidin 0の淡伎を、それそ、れ20f<

glml、lμglmlとした。また、洗仰の|療のj鼠JlJ:は37'Cに設定したo H~本の観察は、務自，t蛍

光顕微鏡オプチフォト2にB-2Aフィルタカセ y トを袋活して行った。

2-3，データの統計処理

2-3-1.染色体兵7日の解析

染色+付休1ド5寸5兵耳引'，:常j

よつて1個回削f体本差の有1無l既止をi調/;問i司1べ、品目1¥"11立の‘|リ定にはSlllirnov-Grubbsの棄却検定を適川した<6

向。有意水準は5%に設定した。

核担分析では、染色体切断の数をRCL(relalivc COrreCI凶 lenglh)に基づいてWI析した。

染色体切|析がランダムに起こると仮定した場介、染色体あたりの切断放は当該決色体の

相対長に比例するはずである。RCLはこの解析を行う|僚に!日いられる染色体の十IH.J-長で、

異常の極~Ji に応じて、名染色体の物坦!的な中日~，J 長を1iIì JF.したものである。具体的には、

染色体異常を、染色体間交換(川lerchange)、染色体内交換 (inlrachange)、端部欠失

(1巴Imina.1deletion)の三つに分類し、それぞれの分類について、総切ItJf数をRCUこ1;芯じ

て各染色体に分配したときのイIIIをJU同一イIIIとして、観察官立と11::'1安した。RCLの!I(W:、分裂

中IVJの各染色体の長さにI刻する文献{砲を日jいて、 Savageの方法により計算した40，4的。

2番染色体の異常~Ji度に関する総監一反応関係は、染色体ペインテイングのデータを

mいて僻析した。異常¥');JI度は二J買う'};(Ii(n'J' P)に従うと仮定して、二Jj1即日}によりフイ y

テイングを行った。ここで、 nりは線量li('jの』番円のマウスにおける観察側胞数であり、 Pj

は線量ltfjにおける災常誘発率である。フィッテイングのパラメータは、 SASGENMOD

Procedureを)IJいて、段尤法により求めた。
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2-3-2. i' IlflL1l~j誘発実験

病j-_ljl. k，ll縦乍的飢祭の*i1t呆によ1;づいて、作)くー験l作』こおけるAMしの誘交がをN，'，Jべた。

生イr: IUl ff)~の解析には、統計 fiJli析 ソフト JMP (SAS InslilUle) を似)JIし、 lく‘Iplan-Mcicriょ

により行った。その際、 闘争 によるl佼傷さ民外的安囚がもとで死亡した仙体は、センサ

リングの汁象とした。



3.研究結果

3-1.放射線による骨髄細胞の初期染色体異常

子ト! 被型分析による解析結呆

(1) 2番染色体の欣射線感受性

被型分析の結果をTable3-1にまとめた。3Gy!!問、l昨では、合言IL501聞の観京細胞のうち

101仰の細胞に構造的%11;.が認められた。 1011闘の呉7古車11111;>)，中には令言|一238の染色体切断

点が同定され、そのうち 16が2番染色体山来であった。非!!間十併では、同数の飢祭主1111血

中に31闘の県常細胞が認められたが、その内訳は 15，17需の染色分体切|併がIf9tli~っと 17

番染色体の端部欠失がl例であり、 2{存染色体の具'I:t;-はなかった。

Tnble 3-1. Nlll11ber of chromosomc-type aberrations in fllll karyotyping analysis 

Dose Nlll11b巴r Mctaphases Metaphas巴swith NUl11ber of 

(Gy) ofmi伐 analyzed structllral aberrations* breakpoints本

。 5 250 3 ( 0) 3 ( 0) 

3.0 5 250 101 (12) 238 (16) 

Total 10 500 104 (12) 241 (16) 

本Thenlllllber of ab巴rrations/ breakpoints of chroI11osome 2 are shown in parentheses 

!!制。tl洋の51!.fのマウス(マウスA，s， C， D， E)について、染色体ごとの切断数をFig.3-1

~5に示す。 また、 T，白ぬ刷l巾削b刷le3 

f問問で比j較i絞攻表示したものである。 Fig.3-1-5において、染色体ごとの切断数が比較的ラン

ダムにばらついているrl_Jで、マウスEでは2番染色体の切断数が多い傾向が認められる。

そこで、 Tabl巴 3-2に独立性の f検定をj堕mすると、独立性は~1;1Jされ (p = 0.045)、2

f骨染色体切断の相対!)jiliに佃イみだがあることが示唆された。x21直の分析から、有JBE差に

寄与したのはマウスEであることがわかった。笑際、 5匹全体での2i昨染色体の十日付切断

数 (16/238) を母比率と仮定した場合、マウスEにおいて観察他以上の2得染色体切断

13-



を生じる二項維率はかなり fh~ぃ他となる(= 0.026) 0 Slllirnov-G l'u bbsの ~LII検定では、

マウスEは ~'il1;\'fl{1 とは判定されなかったが、これは同検定υ、が、対象データ倣が少ない

場合に検IU))が格ちることが関係している 。 マウス Eについて32([hlの細胞を迫加 1(Q~きし

たところ、染色体ごとの切断数の分布はFig.3-6のようになり、仙の染色体の切断数が

Fig.3-5よりも均等化する1'1
'
で、 2m染色体の失lJ'lが-fr.i11祭立っている。以上のことから、

マウスEでは2番染色体のl広島j級感受性がイTなに高いと与えられる。

Tabl巴3-2.Number of chromosomal breakpoints in lhe irradiat巴dmic巴.

Mouse [D Chromosol1le 2 Others Total 

A 4 ( 5.6%) 68 72 

B I ( 2.3%) 42 43 

C 4 ( 8.2%) 45 49 

D 。(0.0%) 30 30 

E 7 (15.9%) 37 44 

Tot日l 16 222 238 
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(2)染色体切l割「点の分布

Fig.3-71止、 2喬染色体上の切断.I，I~ について、染色体制j或ごとの JJSU交をまとめたもので

ある。マウスEについては、追加飢祭した32の分裂像のデータが合まれている。マウスA

~DではりQI折点が比較的ぱらついているのにおj し、マウスEでは2Cおよび2F領域に切断

点が偏っていることがわかる。とくに2F領域は、 2番染色体の全体長の8.5%を占めるに

すぎないが、マウス Eの切断}.I:~の38%が集'1 ' している 。

2{存染色体以外の切断点の分;(riについては、付録にデータをまとめた。全体として切

断点がぱらついている'1'で、クラスターと忠われる領域がいくつかのイtする。しかし、

いずれも染色体あたりの切断数が l'分ではないため、ゲノム全体でのホ ットスポ 7 トの

イ'j，1!!~ に関して、統計的な W~析は行わなかっ た。

(3) 2併染色体のfjJJUj異常の傾~Ji

2帯染色体に情活(M~ '以・が凡られたすべての細胞について、核型をTable3-3に示す。2

帯染色体には、才>j{々なH!13lの異常が生じていたが、マウスEにl則しては10秒ilj'i'7!刈が欠火

であり、そのうち3fý肋汁1' lIiJ 部欠うたであった。 2寄染色体の切断数について、 jy災I~引己なれ~j常J

ごとにRCL(n凶-ela剖山IIV刊ec∞0叩rre陀官cαl防以削E町ωdl同巴凹n略叩g引糾Ih)に占基Eづ〈月m早析を行うと、 観測他とJUJ/.HIIはFig.3-8

のようになり、マウスEでは欠失、とくに'I'rml'ill欠うたのij;J[I交が向いことがわかる。

Table 3-3のrl'で、下i'J止をヲlいたのは、先行1口f究で砂]らかにされているAMLに!1!ij'MI()な

2番染色体と同型の災'，:i¥'(以下、マーカー染色体とH予ぷ)である。Fig.3-9にその分染{象

の例を示1。マウスEでは82個の観察細胞rl'に5悩のマーカー染色体が認められたのに付

し、マウスA-Dでは200側のli，.Q祭k:IUJJ包'1'に2個認められただけであった。
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3-ト2.染色体ペインティングによる似析結栄

( 1 ) 験{_l J] されたJ'~常の極'iiíi

染色体ペインテイングにより制察された2帯染色体の主)JJUIY~'':誌の Jt.iiJ交を、 Tablc 3-4にま

とめた。 獄々な穐fJiの ~I~~t~が認められ、いずれの災常も ;jiEE とともに fì1)JIIするi可ill'Jが凡

られた。 Fig.3-1 0 ~こ相互i[!1iffiの lJU を、 Fig.3-1 1 に欠うたの例を示す。 )1~'ffi・のぬf.íiとしては、

交換型の児常 (t，dic， ins) のJlJH改がおく 、 それに対して欠失 (del ) の駅皮は交換!~~\~'，討

の6割程度であった。 しかし、ベインテインク酔では小さな火矢 lよ検 n~できないため、欠

失の妨j交はi~干過少許制になっている可能性も考えられる 。 また、ペイン卜した染色体

ではDAPIのQーバンドパターンが不明瞭であることが多く、欠失にI'.!Iして'1'1::1百11欠火と端

部欠失を区別することは不可能であった。

(2) 庁~llll: - 反応関係

染色体ペインテイングのデ タを元~lì1 (10 に角1-析する上で、 ペイ ン トされた染色体のI，;

常に|渇して次の三つのJ刑法を選定した。

ー異常調11胞の狐J主 (frequcncy01' Ihe aberranl cells) 

・欠失の矧l文 (frequencyof dclclions) 

・カ ラー接合音11のJj'J!皮 (frequcncyof color junclions) 

カラー媛合青11とは、ペイン トされた染色体とペイン卜されていない染色体が抜合してい

る部分のことで、その頒j支は交換型兵'm'の指標となる<1J。

これら三つの指標に対する総量一反応関係をFig.3-12-14に示す。u、ずれの総量一反

応関係においてもかなりの似体廷が設、められるが、全体としてはlìJ. 制lpゆ1I !f，~の 1111似にな っ

ている 。 校~分析において;JP!閥、l 併には2番染色体の jtj~'t;~が見られなかったことから、

切片をOとして、直線、菌紘一二次111出止、 二次1IlIMAの各モデルによるフィッテイングを

試みた。 その結果、いずれの指標についても、 二次 I Il "î!~モデルは l立線モデルよりもよく

フィッ 卜したが、直線一二次 llll ;Í'J~モデルとの-fÏ)な差は認められなかった。 したがって、

統計学的には、線量一反応関係はすべて二次1111総と考えることが妥当である。
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(a) nuorescein-painted chromosome 2 with PI counterstain 

(b) DAPI counterslain 

Fig. 3-10. An example of reciprocaJ translocation detected by chromosome painting. 
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(a) f1uorescein-painted chromosome 2 with P! counterstain 

(b) DAPI counterstain 

Fig. 3-11. Ao example of deletion detected by chromosome painting. 
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(3) 染色体異常の~:î[J支に l刻する佃休l~

Fig.3-12において、 jZ常利IJ胞の頻度を個体j/iJで比較すると、 f付出:，l/l'fに11)じずつ、炎/1¥

して高い値を示す個体が見られる(マウスID: 1 g， 2b， 3a) 0 X 1検定では、どのtafii;目下

についても有意差は認められなかったが、 Smirnov-Grubbsの棄却l検定では、 Ji11!11検定で

この3 1庄は兵常値であると判定さ れた。 Fig.3-13の欠うたの ~Jwrに|刻し でも同様の検定手出来

刊号られたが、 Fig.3- 1 4のカラ ー1~令部の ~liJ立については、いずれのf9(j~i.上でも MI体iE

は倹IBされなかった。これらの結果から、マウスIg，2b， 3aの3匹において、 2番染色体の

異常の '1] でも欠うたの~'ÍÍ J立がrEいことがわかる。

3-2.放射線による急性骨髄性白血病の誘発

3-2・1.急性'IJ"悦↑:l:内jflL病の誘発ホ

JGy十プレドニゾロン投与昨および3Gy十プレドニゾロン十M-CSF投'j./J下の'1ミイ(.11.11紋

をFig.3-15に示す。M-CSFi交与を迫}JJIしたlif.の方が、計千;;!;;命が短くなる傾向が認めら

れたが、 Log-RankおよびWilcoxonのいずれの検定法でも、阿実験lif.の'tイ(.111ぱ虫には訂;な

差は検I.Uきれなかった。

Table 3-5は、 AMLを発症したマウスの潜伏JU]等をまとめたものである。 3Gy+プレド

ニゾロン投与ItFにおいて4匹、 3Gy+プレドニゾロン+M-CSFi交与1作においてIj)_Cのf聞イ本

に、 AMLが認められた。 AMLと判定されたマウスでは、 |士/11良的な病Jlll観祭によって}ITH単

独と峰皮のリンパ節}J重大が訟められ、組織燃本において、 .r'J髄系の白I!IL病和11胞がJWJ臓お

よび肝臓に夜il~J し ている像が飢祭された (Fi g . 3-16， 17)。センサ リングを行った事例

を除外してAMLの誘発率を求めると、 Table3-6に示すように、 3Gy+プレドニゾロン投

与昨では11%、3Gy+プレドニゾロン +M-CSF投与群では10%となり、 M-CSF投与によ

る誘発率の上昇ーは認められなかった。 m(MからAMしによる死亡までのi倖伏JUJは、 3Gy

+プレドニゾロン投与併では302~422 円であり、 3Gy+ プレドニゾロン +M-CSF投与詐

のIJ!.I;については307日であった。
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Fig. 3-15. Sllrvival cllrves oflhe n1ice in Ihe AML indllclion experil11enl 

Table 3-5. Descriplion of AML-inclllced mice. 

Trealll1ent 
Larency Bocly weight Splcen weighr Livcr weight 

(clays) (g) (g) (呂)

3Gy + prednisolone 302 26.9 0.74 

341 25.2 0.77 3.31 

382 28.4 0.84 2.72 

422 24.5 0.33 1.81 

3Gy + preclnisolone 

+ M-CSF 
307 33.2 0.88 4.32 

• Time berwcen irradialion anclleukell1ic cleaths 
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(a) low magnification 

(b) high magnification 

Fig. 3-17.lnfiltration of leukemic ceJls in liver (AML induced by 3Gy + predoisolone + M-CSF). 
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C3H!HeマウスはJJf艇場を好発することが主11られており、本研究においても、 !!(¥q・I後

40011ごろから発生が認められ、 550rl以降は大半のマウスに観察された。 しかし、 AML

はいずれも、 JJlJ胆揚が優勢になる前に発症しており、死因の競合の影響は少ないものと

考えられるため、 AML誘発率の鈴定に|探して、とくに補正を行う必姿はない。

Table 3-6. Inciclence of AMし

Number of Numberof Number of AMし
Treatment 

treatecl mice censored mice AML mice inciclencc 

3Gy + prednisolone 41 4 4 11% 

3Gy + pr官c1nisolonc+ M-CSF 10 。 10% 

3ふ2.急性"l-1ii

Fig. 3-18.19に示すように、 BACクローン61、471とも、 2需染色体のC領域にマップさ

れることが確認された。これらのクローンをプロープとして、パラフィン包J!Il*ll織への

FISHを行った結果、ハイブリダイゼーションが良好な剥111胞では、 Fig.3-20に示すような

明瞭なシグナルが得られた。このような特異的シグナルが認められた細胞を l傑本につ

き50個以上観察し、シグナル数に応じて集計した結来を、 Table3-7およびFig.3-21に示

す。なお、 AMLを発疲した5匹のマウスのうちII!!::については、ペプシン処思の条1'1ーを加

減しても細胞伎の般fZ〉が著しく 、FISI-IJIJの桜本を作成することができなかった。そのた

め、 Table3-7およびFig.3-21には、他の4匹とコントロール UI:I!(1M.7刀齢)についての

データを示してある。

2番染色体に欠失がなければ、いずれのプロープをmいた場合でも、 二情性五111胞では2

個のシグナルが訟められるはずである。 しかし、 Table3-7および‘Fig.3・21からIYJらかな

ように、コントロールについても、シグナル数カtlの細胞と2の細胞がほぼ同数認められ

る 。 これは、プアン回定による DNA慣傷に ))11 えて、ハイ プリダイゼーションの効!.{~が
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ヨー-ー一一

100%ではないために、正官¥-*IIIJ胞でも lつのシグナルしか検IIUされない例カ匂0-50%ある

ことを示している。シグナJレ数の分布を比較すると、コントロールおよびAML-2では、

クローン61と471の問に有意差は認められないが、他の3例のAMLでは、クローン61につ

いて、シグナル数がlの和11胞がゆ]らかに多い(し寸sれも、 X2検定で pく 0_0001)。クロー

ン61は471よりも2番染色体の末端1J!!Jに佐世することから、この31!fでは、 2111・染色体の-

7iのホモローグにおいて、C領域に切断点があり、プロープ61を含む染色体節減が欠vと
していることがわかる。シグナル数が2の細胞も少数認められるが、これは、正'iE-k:1II胞

がI~IJN~髄に残存しているためであると 考えられる。また、 AML-2については、 2番染色

体の欠失がないか、あったとしても、切断}，I，(はプロープ61よりも末端側に位ii"tすること

になる。

以上の車出来から、 5例のAMしのうち、少なくとも3例において、 AIvIしに特有な2番染色

体の欠失が確認された。



(a)f111orescent sig口aJswith PI COlll1lerstain (伶仰b的)DAPlc∞Oll叩m脚伽t飽er凶sr凶a剖IT川n 1 

Fig. 3-J8. Mapping of BAC clone61 on chromosome 2 by FISH 

(a)日uorescel1tsigllals with PI counterstaill (b) DA PI counterstain 

Fig. 3-19. Mapping of BAC c10ne 471 011 chromosome 2 by FISH 
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(a) AML-l， clone 61 

(b)AML-1‘clone 471 

Fig. 3-20. Examples of円SHto interphase Jluclei obtained from paraffin-ernbedded sp.leen ceUs 

-40-



Table 3-7. Summary of FISト1to川l巴巾h出 enuclei obt山nedfrum paraffin-embedded splcen cells 

Lalency Probe NUl1lbcr of c巴115with n signals 
Descnptlon Treatment 

(days) (BAC clone ID) n=1 n=2 nミ3

Control 61 2S 32 3 

471 34 45 2 

AML-I 3Gy + 302 61 S6 14 

predni5010n巴 471 28 4S 7 

AML-2 3Gy+ 382 61 23 26 3 

prednisolone 471 27 32 コ

AMし3 3Gy + 422 61 4S 7 2 

prednisolone 471 25 28 。

AML4 3Gy + 307 61 62 4 

prednisolon巴 471 31 34 2 

+ M-CSF 
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4.考察

4-1.放射線による急性骨髄性白血病の標的細胞とイニシエーション

白血病は、造Jlll幹細胞あるいは前駆細胞がIJ重傷化して、クローン性に地fIt!したものと

考えられている哨。マウスの欣射線誘発AMしについても、 X染色体上のPGK

(pho叩hoglyceratekinase)遺伝子のアイソザイムパターンを平IJIIJして、 L':iIlIlf，R系の前駆

細胞あるいはよりづ!と分化な制胞をi@iWとするクローン性疾忠であることが不されている

問。放射線によるAML誘発においては、これらの未分化な制11胞にイニシエーションが引

き起こされ、さらにプロモーションやプログレッションといった何段附かの変化を符て、

11ft鋭化に至るものと考えられる。放射線による 2祢染色体の Y~1;~がAMLのイ ニシエーショ

ンであるとする ならば、八MUこ特布なマーカー染色体はmHl・I後早JVIから泣Illl制JJJJ包rl-'に存

在し、一定の11手間経過に十1'.って、異常をもった*"1Jl包の数がI竹)Jjlするはずである。これま

で複数の研先によって、 AML発症以前にマーカー染色体カ匂'f-1'Eしていることが示されて

はいるカ科礼刷、!'{i.!H後i此j<}Jの分裂!象における決色体処.m.のパターンを剃べた例はなく、

マーカー染色体が放射線によって生成されたものなのか、 二次(I{jな変化なのかがはっき

りしなかった。

本研究では、この点をrY"Jらかにするために、 !'HM24n与I/IH去のマウス骨髄細胞における

染色体異常について、系統的なWI析を行った。染色体411木を作成する段階で、人工的な

i首殖刺激や府養操作を加えていないため、本研究で在日祭した細胞の大'1三は、!!日射後最初

の分裂却l にあったものと考えられる。染色分体型~I~ 'j;~.が一語11の細胞に認められたことも、

このことを裳付けている。 一方、 'n悦'1'には分化の段附が進んだk:IIIJ胞が数(10に多いこと

を考えると、観察した細胞の多くはlji能性前.~~*IlI JJ~であり、 AMLの標的中111胞ではないこ

とになる。しかし、マウス句髄細胞'_1'の染色体製常を経時的に訓べた研究によると、 *111

l抱培地による重複を除外した場合に、染色体ごとの+LlNW'i日初j支は !!(!~・l後のH引引によら

ずほほ一定であることが幸11告されている担制。このことは、染色体rll]の欣射線に対する
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WH感受性がlflli!主系細胞の分化の段IWiによって大きく変化しないことを立l味している。

また、 CBA川マウスの'目・髄剣111胞をmいたア γセイでは、多能性';l'f:*lll/j包にj!lい

MRA[CFU-S-121の放射線感受性が、かなり分化の進んだCFU-Cと大きく変わらないこと

が示されている川。したがって、本研究で観察した照射241 1 ~'r/i]後の染色体 ~~~'ìi~. は、 AML

の標的細胞をも含むiをIUl細胞全体の政射線il'H拐を反映しているものとJ号えられる。

4-2.放射線による初期損傷としての骨髄細胞の染色体異常の特徴

4-2-1. 2番染色体の欣射線感受性と個体差

抜型分析ではSJLL.のうちI[C (マウス E) において、 2孫染色体の Y;}.'l~-JJ:riJ支がイiなに ，:・~~ 、

という結泉が作られた。 この個体は、 2併染色体の jll~'，おの '1' でも、欠;);:、とくに""日i部

欠失が多いという特徴を持っていた。'1-'1111自11欠失がよtじるためには、 |百jー染色体 lこに少

なくとも2つ以上の切|析がInjfl.~， に起こる必要があり、}/J(~.j 総による í~~I[官l交がiJ;~ くなけ

ればならない。したがって、 fl~LET欣射線によって'i 'II11 ml欠失を : 1三 じた *"U泡では、他に

も多数の染色体異'I~;~. を1lっているはずである 。 尖lm、マウスCに制民きされた2指:染色体の

'i'lIil部欠失の例では、複数のJ'~常が認められている 。 しかし、マウス巳においては、 2佐

染色体のQ'I/Jj部欠失が3例認められたにもかかわらず、いずれも2需以外の染色体には情

造的 ~~'I常が見られなかった。このこと は、マウス巳のゲノムの"，で、 2需染色体のみがj皮

射線にNして高感受性であることを示している。

染色体ペインテイングでは、各線盆l作に I IIIずつ、合言 1'3匹の個体において高~Ji l文の2

昏染色体の探常が観察された。欠炎の!ffir.i[については、統計(I(Jに祈-YJな個体差が認めら

れたが、カラーJ長合詰11の矧j互については、個体差は検出されなかった。したがって、こ

の3匹についても、 2帯染色体の欠夫に対する I~'豆性がÎ:'~ <、被型分析におけるマウスE

と共通の特徴が認められた。 これらの結果から、本主~~.食で IIJ いた C3 H/I-leNCりマウスで

は、 21ft染色体の欣射線感受性に似体法があり、ある一定の・川合で市Ii'，.~受t'1'の似体(以

下、高感受性個体と 11手ぷ)が:fr:(Eするものと考え られる。
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C3H/Heマウスの別のTIE系について、 x{(1~全身照射 1 - 8 刀後の ';~l' 部frk:1I 11胞で2待染色体の

J~'ì'~が相対的に多く、しかも J~常如伎の仙l体差が大きかったことが搬手;されている向。

CBNCaマウスを}f]いた実験でも、ゆ'JI僚な個体差が報告されており、 mlM後のH別UJによ

らず、 一部 (20-30%)の個体にのみ2帯当法L体の拠:常が認められている問。このように、

系統あるいは盟系による多少の違いはあるものの、 C3HとCBAでは、一部の似体におい

て2容染色体の肱射線感受性が高いことが、文紘からも示唆される。系統あるいは斑系

によって、高感受性111H本の全体に内める割合が異なるとすれば、本研究で111いた

C3H/HeNCrjではその刻合が比較的小さかったために、個体jをとして倹tHされやすかっ

たと考えられる。

C3H/HeNCrjは、米国NIトIで維持されていたC3H/HeNに出来し、米CharlesRivedJでの

12代の交配の後、 [1*チヤールス・ 1)パ一社に導入されたものである。本研究をIJfJilfiし

た 1994年 12月の 11 .\'点で、 li~幹の世代数はF76であり、 N IHおよび米Charl es Rived-J: ~こおけ

る交配|止代数も考慮すると、基本的にはsyngeneicであるとみなされる。しかし、交配を

重ねる聞に自然発生の突然変異を生じたとすれば、それによるheterozygosityが残存し、

個体差の原因となった可能性も考えられる。

4-2-2.放射線による染色体切断点と染色体I1危弱者11位との閲述

高感受性個体のマウスEでは、 2Cおよひ、2Ff!l1J或に染色体切断点の集Htが認められ、そ

の傾向は2F領域において顕著であった。この2つの染色体f筑波はともに、 CBA!トIの 'I~j 髄

細胞において、欣射線による染色体切断のホッ トスポッ トとして同定されている)1.32. 3九

また、 2F領域は、aphidicolinやmethotrexat巴等の化学物質で誘導される染色体脆弱者別立で

もある52，53)。ヒトのリンパ球をJJJいた実験で、染色イ<f.:lJf~!lIlr'il\ f立と欣射線による t:ï !kli皮切

断点がかなり一致していると U寸報告もあり判、本研究のマウスEにおいては、 2者二染色

体上にIJ位弱音111立が存在していた可能性がある。

CBA/Hマウスに対しては、 2番染色体の高感受性に附する分子i紛I~が検討されており、
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染色体の末端以外に存イEするテロメア反復旧3iIJが、 !陀i1i1'1'JこのJJR凶として提案されている

抗拙。本研究のマウスEについても、 子fJlil的実~?iと して、(1寸AGGG). をプライマーに)/jい

たPRINS(oligollucleotidc-prirn巴din silu DNA synlhes i s) を ~Jtみたが、 2-1líニ染色体ではぷ端

音11以外にシグナルは認められなかった。PRIr唱では小さな反復配列は倹11'，できないとし

ても、そのような小規伎の反復がゲノムの ，/， で特妹な↑~UJt を持つと は与えにく し、。した

がって、木研究で使川したC3H/HeNCηマウスでは、テロメア配列が11危弱部位の}J;(闘で

ある可能性は低い。ヒトの円~AXAにおける (CCG).のような他の反復配列叫や、何らかの

、pigenelic"な要因が関与していることも与えられるが、現(1，'1'.'立で'l:l:iIUJ!I]のj或を，IUない。

4-2・3.2苓染色体の初Jum'!p;の級泣一反T.i::・関係

染色体ペインテイングの結来、異常細胞の矧j立、欠失の ~JlJ交、カラー接合百11の JHiJ..(tの

いずれについても、 二次 111ぱ~jtillの線祉 -)反応関係が認められた。 tji l訟の W:}JI! Iこ I ' /ó って

l11itotic indexが低下する傾向が認められたが、これはゲノムのmmによ って分裂遅延 ・f';;
Jt.か主E こ っ たためで、 IIfl WJ核における染色体ál~常も線沿とともにJ'~}Jnすることを示唆し

ている。したがって、全細胞集団での潜在的な染色体Y4'HIに付する級52一反1，(:，1111線も、

ベインテイングの結果と大きく変わらないはずである。

欠失の場11支は直線モデルに従う ことがJUH;\' されたが、 l ヒット ~JT象の端古11欠失に }JI I え

て、不完全，/正座(転庵において、染色体のi.!f結合がー箇rrrでしか起こらず、 1，del， ac巴が

生成されたもの)や'1"問吉11欠失など、 2ヒット事象による欠失が含まれているために、

二次のJ買の影響が現れた可能性がある。さらに、ペインテインクeでは小さな欠失を検:U

できないため、 一次のJt¥を過小号|イ!日 したことも考えられる。実際、欠失や'/ii;I.'iiがなく微

小な断片のみ検出された例が、 IGyおよび2Gy!照射併で何I)'IJか認められた。

カラー接合古/1の頻度については、ヒトのリンパ球で二次111ぱ:)j(型の総長一反応関係が報

告されており、本研究でも問機の結果が得られた問。

高感受性個体の3/~ (マウス Ig， 2b， 3a) に若日すると、 à~'Ji;l・の~JiI交はおいものの、級
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畳一反応関係の形は二次1111線型ないしI!JJ涼一二次111ぱ紅白であり、令体の傾向と変わらな

い。 このことは、これら3匹のマウスにおいて、染色体jl~1i~'のパ ッ クグラウンドが尚い

のではなく、 2番染色体の欣射線感受性が高いことを示している。

4ふ急性骨髄性白血病マウスに見られる染色体異常と放射線による初期染色体異常

4-3-1.急性骨髄性白血病のイニシエーションとしての2苓染色体のj?市

長期間飼育後AMLを発症したマウスに対してI/ijJVj絞へのFISHを行った結果、 5例のう

ち少なくとも3例において、AMLに特布な21書染色体の欠5)坊主11ミじていることが俗認され

た。また、 AMLのマーカー染色体が、 liY.射線!照射24時間後にすでに生成されていること

が、核型分析によって証明された。校製分析でwi!祭されたマーカー染色体の頗l交は、 itjj

感受性側体のマウスEにおいて観察知IJlli'1'約 6%であり、 l国j必イじに至る過程で~rt! いm始能

を獲得すると考えれば、 Jザ'JJVj五~~]~の臨率としては充分に 111J山、 fluである 。 さらに、 AMLマ

ウスの2番染色体では、 2Cおよび2F領域が染色体切断の好発行111¥1:として知られているが

21.12.21，21¥，31.3'2)、i蕊感受↑引間体における2帯染色体の切断点はこの二つの傾峨に集"'，する傾

向が認められた。これらのf古来はいずれも、 j点射線によるマーカー染色体の生成が、

AMLのイニシエーションであるという仮説を支持する。

この仮説を前提とすれば、 AML誘先の観点カ、らは、イニシエー卜されたk:J11胞が*JlIJJ8J[

を起こさないこと、すなわち過度の欣射線引傷を受けないことが!fI~である。この l.~ に

関しでも、マウスEに代表される高感受性個体は、 AML誘発に有利な条件を耐iIえている

と考えられる。高感受性個体では2番染色体の兵1j~' が生じやすいが、他の染色体の JI~常

に対しては、それほど感受性が高くないからであるo .:;A際、マウスEにおいては、マー

カー染色体を有する細胞5側のうち、 2喬染色体以外の構造(J9~';~'m'が認められたのは l佃

だけであり、細胞としての煩12はi設ノト|促のレベルにとどまっていた。j笠に、マウスA-

Dでは飢祭k111胞の 1 %にマーカー染色体が認められたカミいずれも絞数の染色体5t~ ;m' を伴っ

ており、これらの細胞はいずれ細胞死をJ包こす可能性が高いと考えられる。長JVj~L1'ï-淵
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!)gにおけるマーカー染色f本の l民心 不は、マウス A- Dと Eの )1\) で、大 き な ì(~ を '1う じ る はず

である。したがって、 1/1，射線によるマーカー染色体の'1:，1&がAMしのイニシエーションで

あるとすれば、 ，'，五!i'，.~受't1 倒イイド とそれ以外のf!IH本の 11 1] で、イ ニ シエーションの fí(Jl'十三が大 き

く$.¥なると考えられる。

4-3-2 急性中J'悩伯白 l(lL病誘ラ色彩と 2~干染色体JZ常の~J[ J!.t

C3H川eNCりでは、ずら感受性個体においてのみ、 2if，~染色体の j引;r;tN!j~TIJ.irに 10i. f.'fされ

たが、 C3H/Heの他の!1E系やCBAβl等では、集1，11全体でJLたJ:J.b合でも、間以の傾向が十I(

告されている 。 とくにCBA/日では、 2脊染色体の高感受十lーがI>>JI~t に鋭祭されているにも

かかわらず、統計的にイi:(fな似体近は認められていなu、。したがって、マーカー染色体

の生成が品1のイニシエーションであると仮定した場合、 〉ネ本刑トド判;斗(1川1)[-庁fヲ究Eで{はま1正心山山穴九ω':j川:J山j!感E惑E受受1性|

合が全イ体小の lω0%に j~凸1 ぎないことを」与rえると、 C3H/トleNCけのAMし言語党本は、 C3 H/llcの{也

の~E系やCBA/トl等に比べて低くなることが予想される 。

白血病誘発尖験の結来、 AMLの誘~率は、 3Gy+ プレドニゾロン投与 Wfõにおいて 11 %、

3Gy十プレドニゾロン+M-CSF投与併において10%であった。C3H/I-leの別の班系

(C3H/Hef、C3H!HeNirMs)を)T)いた場合、AMLの誘党本は3Gy全身!!(1U・j-I件刻!で20-25%、

プレドニゾロンを1jj:JrJすると40%近くなることが線作されており 、それに比べて本liJf党

ではr>>)らかに低い他となったlNiwo マウスにおけるAMLの誘発守fは、以々な!英l却によ っ

て変化することが知られているが、*ii)f究では、文献のillf!?に tl~づいて i誌も誘発車が向

くなる条件で笑験を行っている 13，n~ 19 . .t!. sリ b九 したがって 、 この誘発E艇の~いは、実験条

1'1ーによるものではなく、使川したマウスのllE系による廷であると考えられる。

とのように、}i!i:射線による2帯染色体の初JUJ災常のj民JSf_と、欣射線誘発AMLの発症守と

との|自]に関連が認められたことから、欣身、t;I¥虫によるマーカー染色体の生成古川MLのイニ

ンエーションであるという仮説が支持 さ れた。 1~llflL1l!:j誘発実験における AMLの政大誘Jt

!f!と、集団における高感受性個体のわl合がほぼ一致したことを与え合わせると、
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C3H/HeNCりマウスでは、 Eき\!:'t;受十j:f困イイ与が欣射線による AMLの ~Cilr_に主としてがうし、

それ以外の個体からの寄与は、あったとしても小さいものとィラえられる。

牛3-3. 品~Lマーカー染色体における欠陥法伝子

マウスの系統lil]で多出を示すマイクロサテライト・マーカーをJllいた研究により、

山札マーカー染色体では、 D2Mit126-D2Mit62のr:lJの領域 (2君子染色体の49.0九 65.0cM)

が常に欠指していることが示されている26，2向。この領域にマップされる遺伝子のうち、

腿務化に関与する可能性のあるものをFig.4-1に示した。この"，で、欠航によってJJ'lJ::iJ)j化

が促進されるもの、すなわち泌抑制ill伝子に分類されるものは、 Ext2とWtlである剖I的。

Ext2は、遺伝性のmultipleexo~ losesの原凶泣伝子の一つであるが、:ili l fJ l系和IIJJ包での'Jc.lJI

は観察されていない刷。一方、 Wtlについては、ヒトの中1.1同j立(iミーfWTIと白1(ll病のl刻述

が~II られている。しかし、ヒトの白 Illl病では、未分化な *-111胞において正.il\.}\~wr l の J白川|

が観察されていることから、 WTIは1(./;抑制Jill伝子というよりはむしろ、 JJ，ni級車lllJJIl.を分化

~Jl It;1jあるいは l'i"tlîii促進するものと考えられている日州。それでも、ヒトのWT I とマウス

のWIIは機能的に民なることが指摘されており、マウスの(11(llMにおいて、 WIIがヒト

の場合と異なる仰jきを示す可能性はあるmo

このように、マウスのAMLマーカー染色体の共通欠失f.I[域に|均して、逃伝子レベルで

の機構は今のところ解IYlされていない。ヒトのJMi婚にl到する研究において、 WTIの近傍

に日IJの賂jJ"IJfljlJ遺伝子が存在する可能性が示唆されており、未知lの巡伝子がこの領域に干'f:

~Eする可能性もある 71)。いずれにしても、 AMLマーカー染色体は欠失引の災常であるこ

とから、なんらかの痴抑illIJjl'f伝子または遺Ifll系細胞の分化に関わるjl'f伝子が関与してい

るものと忠われる。放射線によって2番染色体の当該領域に欠:たが生じた場合、もう一

方の川leleにも突然変異を生じるか、あるいはgenedosageが変化することによって、創"胞

の150鎖能や分化iì~に異常をきたし、最終的に l'J l(l l'}j有化に至るものと考えられる 。
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4-4.動物実験をヒ 卜へ外挿する際の問題点

動物実験は、欣射線誘発がんの発生機構を知る上で石川な手段であるが、その車，'i~~を

ヒトへ外押するl祭には、災験JVJ物とヒトのr::]の生物学的な十Uj主}.IJ:について考祭する必要

がある。ここでは、マウスとヒトの浩lflL機能の相述、ならびにマウス IllflL病とヒト 1'llflL

病の相違について考祭する。
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4-4-1 マウスとヒ トの造I([l機能の相違

造 IIIl機能に i刻して、マウスとヒ ト の IliJ の大きな進いは、ヒ ト の.lD: I {l l~if. L\ は 'l'l-悦に |限定

されるのに対し、マウスでは'自髄の他にIW臓でも造 II[lが行われている，1，'.( である州。])'\~臓

は10I111l病と密接に|剥述したj胤昔話であり 、白Ull病化したマウスでは顕著な]J半l応大が認めら

れる一方で、予めlN~摘 したマウスでは放射線やウイルスによる 'iHillt'l: IIJ lll)IÁjの誘発事が

減少することが報告されている72-1九これらのことから、マウスにおいては、1J叫誌の述

1(ll創11]泡がAMLの標的制11J(rJ.になっている可能性がある。しカか、し、 Gra川r‘"日， v川l川n山us吋J長.fc虫Eによるf

髄悩性守白j泊血自血削l)病荷の域坊i合合ヤ、 lN'摘による発JJl率の低下は、正常マウスの]]'1，'1臓の移拙ぞウサギのJJ!¥!

臓抽出液の投与によって回復することから、 1J削減はAMLの原発巣としてよりも、サイト

カイン等のif引t因子の分倍、を通して白1111病化に寄与するものと考えられる加。白lfIl病に

wうlJ中]Jill大はヒトでも認められ、また、 lWl臓の組織学(10情j丘はヒトでもマウスでも本質
的に迷わないことから、 'N~臓におけるi!'iJIll能のイl 無によって、ヒトとマウスで欣射線に

よるAMLの発!:I:.機十1'11-カす.~~なることはないと 45・えられる 。

4-4-2.マウス白llIl病とヒト白血病の任1;主

ヒトの l血液系]J重坊では、骨髄性 1~ llll病が比較的大きな制合を，'iめるが、マウスでは 、

自然発生の特・髄性 1~l llll病は稀である砿7九政射線によるものでも 、 ヒ 卜 では原爆被爆~

の疫学制査において、AMしの)';1IJIIが認められているが、マウスでは]J旬腺リンパ脱が主で

あり、 AMLの誘発は一部の系統に限られている附 7九しかし、 AMLも含め、マウス白血

病とヒ ト白血病の病態は本質的に変わらないとされている加。

ヒトのAMLでは、殺々なf:HJjの病型特異的な染色体異常が報告されているが、マウス

の仙I¥Lでは、系統によ らずに2番染色体の欠うたが高JJ:i'UJrに認められる7-9.mEjo マウス

納札における2番染色体の共通欠失領域は、ヒ卜染色体のIlpl4-ql2および15pler-q14'こ相

当する26，2j;t)。 ヒトのAMしでIIp領域が欠失しているiIF.例があり、病型としてはFAs分J;t[の

M4、すなわち骨髄ljl.J.'Rtl:白Illl病が多いことが報告されている79)0 C3H/HeマウスのAML
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のj，ii型を調べた先行研究て、は、 'iHiftijHR'lt (1 Úlli，~]の制度がili も I'，'，'jいことか ら 1 91 、 こ のタ

イプのAMLについては、染色体jU円、約型ともに、ヒトとマウスの日¥Jでよい十111幻が何 ら

れている。

このように、ヒトとマウスのAMLに|均して、結状ならびに染色体レベルの変化がよく

対応しており、マウスAMしはヒトAMLのイi)JJなモデルとなり仰る。ただし、 llpfこ欠失

があるヒト白lf1l病の続例は比較的少数であり、また、マウスて、のAML)S!IEが-fillの系統

に限られることから、このタイプのAMLの発生にj自伝的素因がl刻勺している可能性があ

る。



5.結論

本研究では、 AML特異的マーカー染色体について検討するために、 C3H/I-leNCりマウ

スを月lいて、欣射線による初期の染色体5'1~常のWf析と、長WJ fi司背後に誘発されたAMLマ

ウスの染色体観祭を行った。その結果、以下のことがゆlらかとなった。

(1) !問、位4il~nllJ後の骨髄細胞における染色{村?誌のj附斤の結娘、 C3 1-1/l leNCrjマウスでは、

2帯染色体の放射線感受性に個体廷が認められた。全体の10%の個体において、 2iH:染色

体の災常が高知!立に観察され、これらの個体(高感受性個体)は、 2併染色体の欠炎、

とくに'iJII¥J苦11欠失に対する感受性が2.5いことがわかった。

(2) 高感受性個体においては、 !1\(~ ，t24IL't rlrJ後に観察された2番染色体の切 I~j'.'，l.': がCおよび

F領域に集中する傾向が認められた。これは、 AMLマウスの21l干染色体で、染色体切断の

H1訪日i立と して主11られている鋲域と一放した。

(3) 2帯染色体の異常頻度は、欠少と、 うどj負担 yi~1~.のいずれについても 、 一次 1111線型の紋註

一反応関係を示した。

付)インピボ笑験により誘発されたAMLマウスの 1~llflL病*1lJ胞に、 2:ffiニ染色体の災祁ーが生じ

ていることカ'FISHにより{i'{r認された。また、このようなAMLのマーカーと同型の2{f;"染

色体の一見常(マーカー染色体)が、照射24Ik~:I I \J 後にすでに ' I~J 純1:I11J胞にイ'f:{I:することが、

牧型分析によって証明された。

(5) !!({M241時間後のマーカー染色体の頻度は、南¥l'，'"l<;受性{間体において高〈、他の!1M体の

t~61奇であった。向感受性'n日体では、マーカ ー染色体をイfする車IIIJ胞に他の十時iiE的見 1;~' は
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認められなかった。それに刈し、向感受性以外の例休では、マーカー染色{本が彼放のY4

1市をfドっており、ゲノムの.JTi1忽が大きかった。

(6) インピ，J{笑験でのAML誘発不は、 3Gy全身m~射十プレドニゾロン投うの粂{'I で 11 %、

これにM-CSF投与を付加した昨で10%であり、 C3H/H巴の他の_i!fi:系やCsA/トl等に比べて、

191らかに低い値となった。

以tのように、 AMLのマーカー染色体が!!(![j.J後2411!ill¥Jという t，!い11切りlに飢祭され、そ

の異常がAML誘発マウスにも訟められた。さらに、放射線による2需染色体の初WJw'r;

の釘i皮と、放射線誘発AML(こ対する感受1'1:の問に l刻辿が認められた。 これらの品υ~は、

政射線によるマーカー染色体の生成が、 AML誘売のイニシエーションであることを支列

するものである。本研究で使JllしたC3H/HeNCrjマウスでは、向感受性ilulWが放射線に

よる AMLのづU，j'~に ーしとして~，~f 勺し、それ以外の 1削体からの言1・']は、あ っ たとしても小さ

いものと与えられる。

)jj(M放誘発がんの機情については、いまだ不明な.1'¥が多く、 jは近では、欣射線による

DNMJ:H~が発がん性の変災を誘発する という考え )jに刈して 、 ?仔定的なよ~W;. も数多く見

られる。 しかし、木研究では、染色体jZ'出という J/:l.射紋の直接 (I~f'r:J nが、 AML誘発のjDi

図となり得ることを示した。

自 Jfll病をはじめとするがんは、放射線|功設の観点から最もfJ)~な波乱I線影響である。

これまで、政射線誘発がんのリスクは、原爆被爆者等の高級11被ぱくの疫学データから

の外怖によ って1ft定されてきたが、低iJiEでのリスクJ住定の精度を高める上で、づ611:，機

!~にまで踏み込んだ議論が、今後必要になると思われる。本研究の紡栄は、政射線によ

る白血病誘発の機構およびJjj(MMJl~6がんの線量一反応関係等を考える 仁で、有川な↑i'fW

を提供した。
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付録

本研究では、マウスの骨髄創11胞における 2番染色体のJりIJ!切 ft~'I:日を 'I' {、に f~?i析したため、

本文'1'の図表には、他の染色体についてのデータがほとんど合まれていなし、。しかし、

放射線による初JVI染色体典'，'日をインピボで訓べた数少なu、例として、 2揺:以外の染色体

に|刻する 'h'l 'm も.ill:~であるため、核出分析において制策された染色体切断点に I !!Jする令

データを、 以下のとおり付録としてまとめた。

マウス 飢銭高11/1胞数 染色体番サ Figure No， JI，.)'I虫H

1-10 A-I (1) 65 
A 50 

11-19， X and Y A-I (2) 66 

1-10 A-2 (1) 67 
B 50 

11-19，XandY A-2 (2) 68 

1-10 A-3 (1) 69 
C 50 

11-19，X‘rnd Y A-3 (2) 70 

1-10 A-4 (1) 71 
D 50 

11-19， X and Y A-4 (2) 72 

1-10 A-5 (1) 73 
E 50 

11-19， X nnd Y A-5 (2) 74 

E 1-10 A-6 (1) 75 

(ibiJJII観察分)
32 

11-19，XandY A-6 (2) 76 
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