
(57)【要約】

 

【課題】放射腺被爆後のヒト表皮角化細胞において発現

が変動する遺伝子を同定し、それに基づき、被爆量又は

皮膚障害の予後等の推定又は予測に役立つ各種の方法、

及び放射線誘導性の細胞アポトーシスを阻害する物質の

スクリーニング方法等を提供すること。

【解決手段】転写促進因子３（ＡＴＦ３）遺伝子の発現

の変動に基づき、該放射線の吸収線量を推定したり、該

細胞のアポトーシスへの誘導を予測する方法、及び、放

射線誘導性の細胞アポトーシスを阻害する物質をスクリ

ーニングする方法。

【選択図】図２
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
放 射 線 被 爆 後 の 表 皮 角 化 細 胞 に お け る 転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 を
測 定 す る こ と に よ り 、 該 放 射 線 の 吸 収 線 量 を 推 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
放 射 線 被 爆 後 の 表 皮 角 化 細 胞 に お け る 転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 を
測 定 す る こ と に よ り 、 該 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス へ の 誘 導 を 予 測 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
（ １ ） 被 検 物 質 と の 共 存 下 で 表 皮 角 化 細 胞 に 放 射 線 を 照 射 す る 工 程 、 及 び （ ２ ） 該 表 皮 角
化 細 胞 に お け る 転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、
放 射 線 誘 導 性 の 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
（ １ ） 放 射 線 を 照 射 さ れ た 表 皮 角 化 細 胞 に 被 検 物 質 を 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び （ ２ ） 該 表 皮
角 化 細 胞 に お け る 転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 を 測 定 す る 工 程 を 含 む
、 放 射 線 誘 導 性 の 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
表 皮 角 化 細 胞 が 被 爆 し た 生 体 組 織 由 来 で あ る 、 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
表 皮 角 化 細 胞 が 樹 立 細 胞 株 で あ る 、 請 求 項 ３ 又 は ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
表 皮 角 化 細 胞 が 哺 乳 動 物 由 来 で あ る 、 請 求 項 １ な い し ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 を 該 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 に 基 づ き
測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ な い し ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 を 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ）
で 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 を 転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 蛋 白 質 の
発 現 量 に 基 づ き 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ な い し ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ １ 】
転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 蛋 白 質 の 発 現 量 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で 測 定 す る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 蛋 白 質 の 発 現 量 を 固 相 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） で 測 定
す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 特 に 高 線 量 の 放 射 線 被 爆 後 の 表 皮 角 化 細 胞 に お け る 放 射 線 皮 膚 障 害 誘 導 遺 伝
子 、 特 に 、 転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 に 基 づ き 、 該 放 射 線 の 吸 収 線
量 を 推 定 し た り 、 該 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス へ の 誘 導 を 予 測 す る 方 法 、 及 び 、 放 射 線 誘 導 性 の
細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 等 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 電 離 放 射 線 （ 以 下 、 単 に 「 放 射 腺 」 と も い う ） は 、 癌 化 、 ア ポ ト ー シ ス 、 老 化 、 及 び 免
疫 抑 制 等 を 生 起 な い し 促 進 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る 。 皮 膚 は 外 部 環 境 か ら に 刺 激 や ス ト
レ ス か ら 体 内 を 防 御 す る た め に 重 要 な 組 織 で あ っ て 、 主 に 表 皮 角 化 細 胞 （ ケ ラ チ ノ サ イ ト
） か ら な る 表 皮 層 と 線 維 芽 細 胞 か ら な る 真 皮 層 等 か ら 構 成 さ れ て い る 。 放 射 線 に よ る 全 身
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被 曝 な ど に よ っ て 、 皮 膚 組 織 に お い て は 、 皮 膚 癌 、 及 び 、 ア ポ ト ー シ ス に よ る 幹 細 胞 の 枯
渇 が 一 因 と 思 わ れ る 放 射 線 障 害 が 引 き 起 こ さ れ 促 進 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ れ ま で に 、 マ ウ ス 皮 膚 及 び ヒ ト 培 養 ケ ラ チ ノ サ イ ト を ヒ ト 皮 膚 の モ デ ル と し て 用 い て
、 放 射 腺 照 射 に よ る 影 響 が 研 究 さ れ て き た 。 そ の 結 果 、 ５ グ レ イ （ Ｇ ｙ ） の 放 射 腺 を 吸 収
し た ヒ ト 培 養 ケ ラ チ ノ サ イ ト の 生 存 率 は 非 照 射 細 胞 の ５ ％ 未 満 で あ る こ と が 示 さ れ て い る
（ 非 特 許 文 献 １ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ れ ま で に 、 放 射 腺 照 射 に よ る ス ト レ ス に 対 す る 細 胞 の 応 答 は 複 雑 で 多 様 で あ る こ と が
様 々 な 文 献 で 指 摘 さ れ て お り 、 転 写 応 答 は 組 織 又 は 器 官 に よ っ て 著 し く 異 な る 可 能 性 が 報
告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 例 え ば 、 Ｍ Ｌ － １ ヒ ト 骨 髄 細 胞 及 び ジ ャ ー カ ッ ト Ｔ 細 胞
に 対 す る ガ ン マ 線 照 射 に よ る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン が Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 調 べ ら
れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ 、 非 特 許 文 献 ３ ） 。 こ れ ら の ア ッ セ イ に お い て 、 発 現 パ タ ー ン が
影 響 を 受 け た 遺 伝 子 は 、 細 胞 周 期 調 節 、 ア ポ ト ー シ ス 、 及 び 発 癌 等 の 様 々 な 細 胞 プ ロ セ ス
に 関 与 し て い る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Parkinson, E.K., Hume, W.J., and Potten,C.S. (1986) The radiosen
sitivity of cultured human and mouse keratinocytes. Int. J. Radiat.Biol. 50: 717
-726.
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Amundson, S.A., Bittner, M., Chen, Y., Trent, J., Meltzer, P., a
nd Fornace Jr., A.J. (1999) Fluorescent cDNA microarray hybridization reveals co
mplexity and heterogeneity of cellular genotoxic stress responses. Oncogene 18: 
3666-3672.
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Park, W.Y., Hwang, C.I., Im, C.N., Kang, M.J., Woo, J.H., Kim, J
.H., Kim, Y.S., Kim, H. Kim, J.H., Kim, K.A., Yu, H.J., Lee, S.J., Lee, Y.S., an
d Seo, J.S. (2002) Identification of radiation-specific responses from gene expr
ession profile. Oncogene 21: 8521-8528
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 皮 膚 に 対 す る 高 線 量 放 射 線 の 照 射 の 影 響 を 分 子 レ ベ ル で 研 究 す る こ と は 、 放 射 線 皮 膚 障
害 を 理 解 し 、 且 つ 、 そ れ に 対 す る 治 療 方 法 を 確 立 す る 上 で 大 変 重 要 で あ る 。 即 ち 、 皮 膚 は
全 身 を 覆 っ て お り 且 つ 身 体 の 最 外 層 に あ る こ と か ら 、 局 所 被 爆 の 際 に は 被 爆 量 の 推 定 に 使
用 し や す い 組 織 で あ る 。 そ こ で 、 放 射 腺 被 爆 後 の 皮 膚 障 害 の 予 後 を 推 定 で き れ ば 、 適 切 な
初 期 治 療 が 可 能 と な る 。 又 、 高 線 量 被 爆 に よ る 皮 膚 損 傷 に よ る 体 内 の 他 の 部 位 へ の 影 響 を
最 小 限 に 防 ぐ に は 、 一 時 的 に 放 射 腺 に よ る 皮 膚 障 害 を 阻 害 す る こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 し か し な が ら 、 例 え ば 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト ヒ ト の よ う な ヒ ト 表 皮 角 化 細 胞 に お い て 、 放 射
腺 照 射 に 応 答 し て 発 現 調 節 さ れ 、 か つ 、 放 射 腺 皮 膚 障 害 を 誘 導 す る 遺 伝 子 は 未 だ 同 定 さ れ
て お ら ず 、 放 射 線 照 射 に 因 る 障 害 の メ カ ニ ズ ム も 解 明 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 上 記 の 課 題 を 解 決 す る こ と で あ り 、 具 体 的 に は 、 高 線 量 放 射 腺
被 爆 後 の ヒ ト 表 皮 角 化 細 胞 に お い て 発 現 が 変 動 す る 遺 伝 子 を 同 定 し 、 そ れ に 基 づ き 、 被 爆
量 又 は 皮 膚 障 害 の 予 後 等 の 推 定 に 役 立 つ 各 種 の 方 法 、 及 び 放 射 線 誘 導 性 の 細 胞 ア ポ ト ー シ
ス を 阻 害 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 等 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 解 決 す べ く 、 鋭 意 研 究 の 結 果 、 高 線 量 放 射 線 被 爆 後 の ヒ ト 表
皮 角 化 細 胞 で 発 現 変 動 す る 遺 伝 子 を DNAチ ッ プ 法 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 結 果 、 Ａ Ｔ Ｆ
３ （ LRG-21） 遺 伝 子 を 同 定 さ れ た 。 次 い で 、 ヒ ト 表 皮 角 化 細 胞 に お い て 、 該 遺 伝 子 の 発 現
が 線 量 依 存 的 に 誘 導 さ れ る こ と を 明 ら か に な っ た 。 次 い で 、 マ ウ ス の 全 身 に マ ウ ス の 皮 膚
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に 細 胞 死 を 誘 導 す る 線 量 の 放 射 線 照 射 を 行 い 免 疫 組 織 化 学 法 で 解 析 を 行 っ た 結 果 、 該 遺 伝
子 が マ ウ ス の 皮 膚 角 化 細 胞 で 発 現 誘 導 さ れ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 更 に 、 該 遺 伝 子
を ヒ ト 表 皮 角 化 細 胞 に 導 入 し 、 強 制 発 現 後 の 細 胞 死 の 誘 導 の 有 無 を 解 析 し た 結 果 、 ア ポ ト
ー シ ス に よ る 細 胞 死 が 誘 導 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 知 見 に 基 づ き な さ れ た も の で あ る 。
　 即 ち 、 本 発 明 は 第 一 の 態 様 と し て 、 放 射 線 被 爆 後 の 表 皮 角 化 細 胞 に お け る 転 写 促 進 因 子
３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 を 測 定 す る こ と に よ り 、 該 放 射 線 の 吸 収 線 量 を 推 定 す
る 方 法 に 係 る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 第 二 の 態 様 と し て 、 放 射 線 被 爆 後 の 表 皮 角 化 細 胞 に お け る 転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ
Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 を 測 定 す る こ と に よ り 、 該 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス へ の 誘 導 を 予
測 す る 方 法 に 係 る 。
　 本 発 明 は 第 三 の 態 様 と し て 、 （ １ ） 被 検 物 質 と の 共 存 下 で 表 皮 角 化 細 胞 に 放 射 線 を 照 射
す る 工 程 、 及 び （ ２ ） 該 表 皮 角 化 細 胞 に お け る 転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の 発 現
の 変 動 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 放 射 線 誘 導 性 の 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る 物 質 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る 方 法 に 係 る 。
　 本 発 明 は 四 の 態 様 と し て 、 （ １ ） 放 射 線 を 照 射 さ れ た 表 皮 角 化 細 胞 に 被 検 物 質 を 接 触 さ
せ る 工 程 、 及 び （ ２ ） 該 表 皮 角 化 細 胞 に お け る 転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の 発 現
の 変 動 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 放 射 線 誘 導 性 の 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る 物 質 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る 方 法 に 係 る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に よ っ て 、 高 線 量 被 爆 後 の 比 較 的 短 い 時 間 内 に 、 線 量 依 存 的 な 転 写 促 進 因 子 ３ （
Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 を 半 定 量 的 又 は 定 量 的 に 測 定 す る こ と に よ り 、 放 射 線 被 爆
量 、 及 び 、 被 爆 し た 組 織 の 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス へ の 誘 導 を 予 測 す る こ と が 可 能 と な る 。 更
に 、 放 射 線 誘 導 性 細 胞 死 を 阻 害 す る こ と が 出 来 る 物 質 を 迅 速 且 つ 簡 便 に ス ク リ ー ニ ン グ す
る こ と が 可 能 と な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 放 射 線 に は 、 物 質 に 電 離 作 用 を 及 ぼ す 電 離 放 射 線 と 非 電 離 放 射 線 が あ り 、 更 に 電 離 放 射
線 は 、 エ ッ ク ス 線 及 び ガ ン マ 線 等 の 電 磁 放 射 線 と α 線 及 び β 線 な ど の 粒 子 線 と に 大 別 さ れ
る 。 こ の う ち 、 エ ッ ク ス 線 は １ ｐ ｍ ～ １ ０ ０ ｎ ｍ 程 度 の 波 長 を 有 す る 電 磁 波 で あ り 、 波 長
範 囲 は ガ ン マ 線 と 一 部 重 な る が 、 加 速 し た 電 子 を 原 子 に ぶ つ け る こ と に よ り 人 工 的 に 得 ら
れ る 放 射 線 で あ る 。 エ ッ ク ス 線 の 有 す る 透 過 、 吸 収 、 散 乱 、 電 離 、 及 び 励 起 等 多 様 な 相 互
作 用 を 利 用 し て 、 医 療 分 野 に お け る エ ッ ク ス 線 撮 影 及 び エ ッ ク ス 線 CTに 代 表 さ れ る 各 種 診
断 、 各 種 材 料 の 非 破 壊 検 査 、 結 晶 構 造 解 析 等 に 利 用 さ れ て い る 。 又 、 医 療 器 具 ・ 装 置 、 放
射 光 利 用 施 設 、 又 は 原 子 力 発 電 所 等 の 産 業 施 設 等 に お け る 不 慮 の 事 故 に よ っ て 発 生 す る 恐
れ が あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 方 法 に お い て 、 放 射 線 の 種 類 に 特 に 制 限 は な い が 、 放 射 線 被 爆 後 の 細 胞 に お け る
遺 伝 子 発 現 の 変 動 を 測 定 す る 目 的 か ら す る と 、 エ ッ ク ス 線 の よ う な 電 磁 放 射 線 、 特 に 、 上
記 の よ う な 各 種 医 療 器 具 ・ 装 置 、 及 び 産 業 施 設 に お け る 事 故 に よ っ て 発 生 し た エ ッ ク ス 線
を 代 表 的 な 例 と し て 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 尚 、 放 射 線 の 吸 収 線 量 と は 、 実 際 に 人 体 等 の 被 爆 対 象 物 質 に 吸 収 さ れ た 放 射 線 の エ ネ ル
ギ ー を 示 す 物 理 量 で あ り 、 電 離 放 射 線 の 照 射 に よ る 物 質 １ ｋ ｇ 当 り １ ジ ュ ー ル の 吸 収 エ ネ
ル ギ ー を 単 位 に と り 、 こ れ を １ グ レ イ （ Gy） と 呼 ぶ 。 尚 、 か か る 放 射 線 の 吸 収 線 量 は 当 業
者 に 公 知 の 任 意 の 方 法 、 例 え ば 、 放 射 線 の 測 定 に は Ｇ Ｍ 管 （ ガ イ ガ ー ミ ュ ー ラ ー 計 数 管 ）
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を 被 爆 対 象 物 質 の 横 に 置 く こ と に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 因 み に 、 Ｇ Ｍ 管 に は 円 筒 形
の 内 部 に ヘ リ ウ ム 、 ア ル ゴ ン 等 の 不 活 性 ガ ス が 詰 め ら れ て お り 、 高 電 圧 を か け て お く と 、
放 射 線 が 入 射 す る と Ｇ Ｍ 管 内 部 の あ る 原 子 が 励 起 さ れ 、 壁 材 と 反 応 し て 内 部 に 電 子 を 放 出
さ せ 、 電 子 は 内 部 の ガ ス に 電 離 を 引 き 起 こ す 。 電 離 に よ っ て 生 じ た イ オ ン が き っ か け と な
っ て 管 内 に 放 電 が 起 き 、 放 電 に よ る パ ル ス を 計 測 す る こ と に よ り 測 定 が 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 方 法 に お い て 、 表 皮 角 化 細 胞 に 対 す る 放 射 線 の 照 射 は 、 例 え ば 、 本 明 細 書 中 の 実
施 例 に 引 用 さ れ て い る よ う な 、 当 業 者 に 公 知 の 適 当 な 方 法 で 実 施 す る こ と が 出 来 る 。 例 え
ば 、 エ ッ ク ス 線 を 用 い る 場 合 に は 、 放 射 線 発 生 源 と し て 、 PANTAC-320S型 Ｘ 線 発 生 装 置 （
島 津 ） 等 の 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 市 販 の 装 置 を 用 い て 、 適 当 な 培 地 で 培 養 さ れ て い る 表 皮
角 化 細 胞 に 適 当 な 量 の 放 射 線 を 照 射 す る こ と が 出 来 る 。 尚 、 使 用 す る 細 胞 は 、 生 体 内 の 増
殖 中 の 細 胞 に 近 い 条 件 と す る た め に 指 数 増 殖 期 に あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 方 法 に お い て 、 数 グ レ イ ～ 数 十 グ レ イ と い う 高 線 量 の 放 射 線 被 爆 に よ り 、 数 時 間
と い う 比 較 的 短 時 間 の 間 に 、 表 皮 角 化 細 胞 に お け る 転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の
発 現 が 増 大 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 従 っ て 、 本 発 明 に お い て 該 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 と は 、
通 常 、 発 現 の 増 大 を 意 味 す る が 、 そ れ に 限 定 さ れ ず 、 よ り 広 義 に 、 減 少 等 も 含 め て 発 現 量
の 任 意 の 変 化 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） は CREB/ATFフ ァ ミ リ ー に 属 す る 蛋 白 質 で あ る 。 又 、 ATF3 m
RNA が 誘 導 さ れ た る と き に は 遺 伝 子 損 傷 ス ト レ ス を 引 き 起 こ す こ と が 示 し て い る が （ Hai,
 T., Wolfgang, C.D., Marsee, D.K., Allen, A.E., and Sivaprasad, U. (1999) ATF3 a
nd stress responses. Gene Expr. 7: 321-335.） 、 標 的 遺 伝 子 は 未 だ 同 定 さ れ て い な い
。 更 に 、 ATF3 に は 生 理 的 に 保 護 効 果 と 有 害 な 効 果 の 両 方 の 効 果 が あ る と 報 告 さ れ て い る
け れ ど も 、 こ れ に つ い て は ま だ 議 論 が あ る 。 他 方 、 正 常 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト や 皮 膚 で の AT
F3の 機 能 は ま だ 明 ら か に な っ て い な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 各 種 方 法 で 使 用 さ れ る 表 皮 角 化 細 胞 の 種 類 及 び 由 来 等 に 特 に 制 限 は な い 。 本 発
明 の 放 射 線 の 吸 収 線 量 又 は 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス へ の 誘 導 を 予 測 す る 方 法 に お い て 使 用 す る
表 皮 角 化 細 胞 は 、 被 爆 し た 皮 膚 等 の 生 体 組 織 か ら 適 切 な 方 法 に よ り 採 取 し た 細 胞 で あ る こ
と が 好 ま し い 。 一 方 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 使 用 す る 表 皮 角 化 細 胞 と し て は 、 経
済 的 及 び 効 率 的 観 点 か ら は 市 販 さ れ て い る 入 手 容 易 な 適 当 な 樹 立 細 胞 株 を 使 用 す る こ と が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ れ ら の 表 皮 角 化 細 胞 は 、 ヒ ト 及 び マ ウ ス 等 の 齧 歯 類 を 含 む 哺 乳 動 物 由 来 で あ る こ と が
好 ま し い 。 例 え ば 、 表 皮 角 化 細 胞 の 樹 立 細 胞 株 と し て は 、 例 え ば 、 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト 等
の 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 市 販 品 を 使 用 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 方 法 に お い て 、 転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 は 、 例 え ば 、 該
遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は そ の 蛋 白 質 の 発 現 量 に 基 づ き 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 方 法 で 半 定 量
的 又 は 定 量 的 に 測 定 す る こ と が 出 来 る 。 又 、 発 現 変 動 の 影 響 が 十 分 に 現 れ 、 信 頼 度 の 高 い
結 果 を 得 る に は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 を 測 定 す る 場 合 に は 放 射 線 被 爆 後 の 約 ２ ～ ４ 時 間 内 に
、 又 、 蛋 白 質 の 発 現 量 を 測 定 す る 場 合 に は 放 射 線 被 爆 後 の ４ ～ ８ 時 間 内 に 測 定 を 行 う こ と
が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 例 え ば 、 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 は 公 知 （ Chen,B.P., Liang,G., Whelan,J. and Hai,T. AT
F3 and ATF3 delta Zip. Transcriptional repression versus activation by alternati
vely spliced isoforms. J. Biol. Chem. 269 (22),15819-15826 (1994)で あ る の で 、 そ
れ に 基 づ き 設 計 し た プ ラ イ マ ー を 用 い る 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） 、 リ ア ル タ イ ム Ｒ
Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 又 は 競 合 的 Ｐ Ｃ Ｒ 等 の 定 量 的 方 法 で 該 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 を 定 量 的 に
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測 定 す る こ と が 出 来 る 。 或 い は 、 電 気 泳 動 後 に 染 色 等 の 適 当 な 手 段 で 可 視 化 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ
を 検 出 す る こ と 、 又 は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て も 半 定 量 的 に 測 定 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 一 方 、 該 遺 伝 子 の 蛋 白 質 の 発 現 は 、 例 え ば 、 そ の 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 を 用 い る ウ ェ ス
タ ン ブ ロ ッ ト 法 又 は 固 相 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） で 定 量 的 に 測 定 す る こ と が 出 来 る
。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 以 上 の 各 測 定 に 使 用 す る 材 料 及 び 器 具 ・ 装 置 な ど は 当 業 者 に 容 易 に 入 手 可 能 で あ り 、 各
測 定 操 作 の 手 順 ・ 条 件 等 は 、 使 用 す る 器 具 ・ 装 置 に 添 付 の マ ニ ュ ア ル に 従 う か 、 又 は 、 使
用 す る 細 胞 の 種 類 等 の そ の 他 条 件 に 応 じ て 適 宜 設 定 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 放 射 線 被 爆 し た 表 皮 角 化 細 胞 に お い て 転 写 促 進 因 子 ３
（ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の 発 現 の 増 大 が 関 与 し て ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ る こ と を 利 用 し 、 放
射 線 誘 導 性 の 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る も の で あ る 。 従 っ て
、 ス ク リ ー ニ ン グ の 対 象 と な る 被 検 物 質 の 表 皮 角 化 細 胞 に 対 す る 影 響 は 、 そ れ ら が 何 等 か
の 態 様 で 互 い に 作 用 す る こ と が 出 来 る 状 態 を 設 け る こ と に よ っ て 観 察 す る こ と が 可 能 で あ
り 、 そ の 具 体 的 な 方 法 に 特 に 制 限 は な い 。 例 え ば 、 被 検 物 質 と 表 皮 角 化 細 胞 を 共 培 養 す る
こ と 等 に よ っ て 共 存 せ し め 、 そ こ に 放 射 線 を 照 射 す る 工 程 、 又 は 、 表 皮 角 化 細 胞 に 放 射 線
を 照 射 し た 後 に 、 該 被 爆 細 胞 の 培 養 培 地 に 被 検 物 質 を 添 加 す る こ と 等 に よ っ て 、 該 被 爆 細
胞 に 被 検 物 質 を 接 触 さ せ る 工 程 な ど が あ る 。 従 っ て 、 被 検 物 質 が 放 射 線 誘 導 性 の 細 胞 ア ポ
ト ー シ ス を 阻 害 す る 活 性 を 有 す る 場 合 に は 、 放 射 線 被 爆 し た 表 皮 角 化 細 胞 に お い て 転 写 促
進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の 発 現 の 増 大 が 抑 制 さ れ る こ と が 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 以 下 、 実 施 例 に 基 づ き 本 発 明 を 更 に 詳 細 に 説 明 す る が 、 こ れ ら の 実 施 例 は 本 発 明 の 技 術
的 範 囲 を 何 等 限 定 す る も の で は な い 。 当 業 者 で あ れ ば 、 本 明 細 書 の 記 載 に 基 づ き 、 本 発 明
の 技 術 的 範 囲 を 逸 脱 せ ず に 、 多 く の 変 形 及 び 修 飾 を 実 施 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ ６ 】

　 正 常 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト （ 以 下 、 単 に 「 ケ ラ チ ノ サ イ ト 」 と も い う ） は 、 Sanko Junyak
u Coporation (Osaka, Japan) あ る い は Kurabo Industries Ltd. (Osaka, Japan)か ら 購
入 し た 。 細 胞 は 、 牛 下 垂 体 抽 出 物  (BPE)不 含 の サ プ リ メ ン ト と 抗 生 物 質 を 添 加 し た EpiLif
e Extended Life Span 血 清 不 含 培 地  (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) を 用 い て 、 37℃
、 5 % CO 2 の 条 件 で 培 養 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】

　 指 数 増 殖 期 に あ る ケ ラ チ ノ サ イ ト 、 及 び 、 マ ウ ス （ C57 BL/6J、 雄 、 独 立 行 政 法 人 放 射
線 医 学 総 合 研 究 所 で 系 統 維 持 ） は 室 温 で ３ 時 間 X線 照 射 し た （ Koike, M., Kuroiwa, A., K
oike, A., Shiomi,T., and Matsuda, Y. (2001) Expression and chromosome location o
f hamster Ku70 and Ku80. Cytogenet. Cell. Genet. 93: 52-56.;及 び Koike, M., and K
oike, A. (2004) Establishment and characterization of stable cell Lines expressi
ng human Ku80 tagged with enhanced green fluorescent protein. J. Radiat. Res. 45
: 119-125） 。 尚 、 照 射 し た X線 の 吸 収 線 量 は 、 上 記 文 献 で 致 死 量 と し て 示 さ れ た ５ Ｇ ｙ と
な る よ う に 設 定 し た 。
　 尚 、 X線 照 射 に は 、 PANTAC-320S型 Ｘ 線 発 生 装 置 （ 島 津 ） を 用 い た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】

　 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 は 、 既 知 の ヒ ト 遺 伝 子 が 約 1000遺 伝 子 （ cDNA） が ス ポ ッ ト さ れ て い
る IntelliGene Human CHIP 1K Set 1 version 1.0 (Takara Biomedicals, Shiga, Japan)
 を 使 用 し て 行 っ た 。 総 RNAは 、 細 胞 か ら ト リ ゾ ー ル  (Life Technologies, Rockville, MD
)で 抽 出 し 、 そ れ を oligo-dT column (Oligotex-dT30, Takara)に か け て mRNAを 精 製 し た 。
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X線 照 射

マ イ ク ロ ア レ イ 解 析



 蛍 光 プ ロ ー ブ は 、 約 1μ g mRNAを 鋳 型 と し て 、 50 U AMVの 逆 転 写 酵 素 を 用 い て 、 Cy3-dUTP
 又 は Cy5-dUTP を 取 り 込 ま せ て 合 成 し た 。 Cy3-dUTP と  Cy5-dUTPで ラ ベ ル し た プ ロ ー ブ は
、 そ れ ぞ れ 、 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と X線 照 射 し た 細 胞 か ら 得 た 。 マ イ ク ロ ア レ イ の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 洗 浄 は 製 造 者 の 推 奨 す る 方 法 で 行 っ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た チ ッ プ は 、
Affymetrix (Woburn, MA) 428 ア レ イ ス キ ャ ナ ー で 可 視 化 し た 。 蛍 光 強 度 は 、 ImaGene so
ftware Ver.4 (BioDiscovery, Los Angels, CA) で 測 定 ・ 解 析 し た 。 各 蛍 光 強 度 の 補 正 は
、 コ ン ト ロ ー ル シ グ ナ ル 以 外 の 総 蛍 光 シ グ ナ ル の グ ロ ー バ ル ノ ー マ ラ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ
て 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 そ の 結 果 、 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と 比 較 し て 、 X線 照 射 し た 細 胞 に お い て １ ６ 種 類 の 遺 伝 子
の 発 現 が 増 加 し 、 ５ ９ 種 類 の 遺 伝 子 の 発 現 が 減 少 し た こ と が 判 明 し た 。 こ れ ら の 中 に は 、
放 射 線 照 射 に よ っ て 発 現 誘 導 さ れ る こ と が 既 に 知 ら れ て い る Ｈ Ｄ Ｍ ２ 及 び Ｉ Ｌ － １ 遺 伝 子
、 並 び に 、 放 射 線 照 射 に よ っ て 発 現 が 抑 制 さ れ る こ と が 既 に 知 ら れ て い る ト ポ イ ソ メ ラ ー
ゼ Ｉ 及 び Ｉ Ｉ 遺 伝 子 が 含 ま れ て い た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と 比 較 し て 、 X線 照 射 し た 細 胞 に お い て 最 も 強 く 発 現 が 誘 導 さ れ た 遺
伝 子 は Ａ Ｔ Ｆ ３ 遺 伝 子 （ コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に 対 し て ３ ． ３ １ 倍 の 蛍 光 強 度 を 示 し た ） で あ
っ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ３ １ 】

　 次 に 、 上 記 の マ イ ク ロ ア レ イ の 結 果 を 確 認 す る た め に 、 RT-PCR解 析 に よ っ て 照 射 し た 細
胞 に お け る ATF3の 誘 導 を 確 認 す べ く 、 更 な る 解 析 と し て 、 よ り 高 線 量 の X線 （ 5 ～  20 Gy 
） を 用 い て 高 線 量 域 で の mRNA の 誘 導 の 比 較 を 行 っ た 。 ATF3の 誘 導 プ ロ フ ァ イ ル の 比 較 に
加 え て 、 他 の ATF フ ァ ミ リ ー の 遺 伝 子 、 す な わ ち 、 ATF1, ATF2,及 び ATF4に つ い て も 解 析
を 行 っ た 。 ATFフ ァ ミ リ ー に 属 す る こ れ ら ３ つ の 遺 伝 子 に つ い て は ヒ ト の ケ ラ チ ノ サ イ ト
で の X線 へ 反 応 は ま だ 示 さ れ て い な い が 、 ス ト レ ス や 細 胞 外 か ら の シ グ ナ ル に よ り 誘 導 さ
れ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 総 RNAは 処 理 後 3時 間 で 回 収 し て 、 製 造 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 SV total RNA isola
tion system (Promega, Madison, WI) を 用 い て 調 製 し た 。 RT-PCRは 、 同 様 に 、 Qiagen On
e-Step RT-PCR キ ッ ト (QIAGEN Inc, Chatworth, CA) で 行 っ た 。 RT-PCRに お け る プ ラ イ マ
ー 配 列 と し て 以 下 の 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し た 。 生 成 物 は 、 ト リ ス
ー 酢 酸 ー EDTA 緩 衝 液 を 用 い た 2% ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 離 し 、 エ チ レ ン ブ ロ マ イ ド で 染 色 ・
可 視 化 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】

セ ン ス 鎖 ： 5'-CAACCTGGTTCAGCAGTTCA-3'（ 配 列 番 号 １ ） 、
ア ン チ セ ン ス 鎖 ： 5'-CTGATTGCTGGGCACAAGTA-3'（ 配 列 番 号 ２ ） ；

セ ン ス 鎖 ： 5'-ATGAAATTCAAGTTACATGTG-3'（ 配 列 番 号 ３ ） 、
ア ン チ セ ン ス 鎖 ： 5'-GAAACTGGTCTTTCCTTGATT-3'（ 配 列 番 号 ４ ） ；

セ ン ス 鎖 ： 5'-CTTTGTCAAGGAAGAGCTGAG-3'（ 配 列 番 号 ５ ） 、
ア ン チ セ ン ス 鎖 ： 5'-TTAGCTCTGCAATGTTCCTTC-3'（ 配 列 番 号 ６ ） ；

セ ン ス 鎖 ： 5'-AACCGACAAAGACACCTTCG-3' （ 配 列 番 号 ７ ） 、
ア ン チ セ ン ス 鎖 ： 5'-GTGTCATCCAACGTGGTCAG-3' （ 配 列 番 号 ８ ） ；

セ ン ス 鎖 ： 5'-GCTGAGCCGCGACTGTGATG-3'（ 配 列 番 号 ９ ）
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ヒ ト ATF1遺 伝 子 (450bp)：

ヒ ト ATF2遺 伝 子 （ 1591 bp)：

ヒ ト  ATF3遺 伝 子 (429bp)：

ヒ ト  ATF4遺 伝 子 (415bp)：

ヒ ト  p21遺 伝 子 (306bp)：



ア ン チ セ ン ス 鎖 ： 5'-CCTGAGCGAGGCACAAGGGT-3'（ 配 列 番 号 １ ０ ） ；

セ ン ス 鎖 ： 5'-TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGT-3'（ 配 列 番 号 １ １ ） 、
ア ン チ セ ン ス 鎖 ： 5'-CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC-3' （ 配 列 番 号 １ ２ ） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 そ の 結 果 、 ATF3 mRNAは 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た p21と 同 様 に 、 5Ｇ ｙ 照 射 し た ケ
ラ チ ノ サ イ ト で 誘 導 さ れ た 。 p21 は 、 5 Gyの 照 射 に 検 討 し た 遺 伝 子 の 中 で 最 も 誘 導 さ れ た
。 他 方 、 以 下 の 表 １ に 示 す よ う に 、 ATF3 mRNA は 、 X線 に よ っ て 線 量 依 存 的 に 誘 導 さ れ る
こ と が 判 明 し た 。 こ れ に 対 し て 、 他 の ATF family 遺 伝 子 は 、 こ れ ら の 線 量 で は 、 ほ と ん
ど 変 化 し な か っ た 。 以 上 の 結 果 は 図 １ 、 Ａ に 示 さ れ て い る 。 か か る ATF3 mRNA発 現 の 線 量
依 存 性 を 示 す 折 れ 線 グ ラ フ を 図 ２ に 示 す 。 こ の 結 果 か ら 、 放 射 線 被 爆 後 の 表 皮 角 化 細 胞 に
お け る 転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 を 測 定 す る こ と に よ り 、 該 放 射 線
の 吸 収 線 量 を 推 定 す る こ と が 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 次 に 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 、 高 線 量 の X線 (20 Gy)を 照 射 し た ケ ラ チ ノ サ イ ト
に お け る ATF3蛋 白 の 誘 導 を 確 認 し た 。 ケ ラ チ ノ サ イ ト は 、 処 理 後 ４ 時 間 と ８ 時 間 で サ ン プ
リ ン グ を 行 い 、 ATF3蛋 白 質 の 発 現 を 調 べ た 。 そ の 結 果 、 X線 を 照 射 し た 細 胞 は 、 未 照 射 の
細 胞 に 較 べ て ATF3蛋 白 質 を 強 く 誘 導 し て い る こ と が 判 明 し た （ 図 １ 、 Ｂ ） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】

　 尚 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 は 、 文 献 記 載 の 方 法 で 行 っ た （ Koike, M., Ikuta, T., Miya
saka, T., Shiomi, T. (1999) Ku80 can translocate to the nucleus independent of t
he translocation of Ku70 using its own nuclear localization signal. Oncogene 18:
 7495-7505.; 及 び Koike, M., Shiomi, T., and Koike, A. (2001) Dimerization and nu
clear localization of Ku proteins. J. Biol. Chem. 276: 11167-11173） 。 即 ち 、 細 胞
か ら の 全 溶 解 物 を 加 熱 沸 騰 さ せ て 遠 心 に か け た 。 そ の 上 清 を ５ － １ ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に か け た 。 分 離 さ れ た 生 成 物 を Immunobilon-P メ ン ブ ラ ン （ Mlipor
e, Bedford, MA） に 写 し た 。 １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン で 非 特 異 的 部 位 を ブ ロ ッ キ ン グ し た
後 、 該 メ ン ブ ラ ン を ウ サ ギ 抗 Ａ Ｔ Ｆ ３ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA） と 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 ProtoBlot ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト Ａ Ｐ シ ス テ ム （
Promega） を 用 い て 蛋 白 質 を 可 視 化 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】

　 培 養 硝 子 ス ラ イ ド (Falcon, Lincoln Park, NJ)上 で 培 養 し た 細 胞 を PBSで 洗 浄 後 、 室 温
で 固 定 し た 。 固 定 し た 細 胞 は 、 最 初 に 30分 間 、 非 特 異 的 な 結 合 を 防 ぐ た め に ブ ロ ッ キ ン グ
し た 。 そ れ か ら 、 上 記 ウ サ ギ 抗 ATF3ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ウ サ ギ 抗 PARP p85フ ラ グ メ ン ト
抗 体 (Promega製 )、 ウ サ ギ 抗 活 性 化 型 Caspase-3ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (Promega製 )、 及 び 、
マ ウ ス 抗 M30 CytoDEATHモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, 
Germany)と 室 温 で 30分 間 反 応 さ せ た 。 PBSで 洗 浄 後 、 抗 体 結 合 は Alexa fluor 568-conjuga
ted 2次 抗 体 (Molecular Probes, OR, USA)で 検 出 し た 。 DNA は 0.025 μ g/ml 4,6-diamino
-2-phenylindole (DAPI) 蛍 光 色 素  (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany)で 染 色 し
た 。 細 胞 内 の 局 在 は 、  オ リ ン パ ス  IX 70 蛍 光 顕 微 鏡  (Olympus, Tokyo, Japan) で 調 べ
た 。   イ メ ー ジ は 、 IP lab (Signal Analitics Corp., Vienna, VA) イ メ ー ジ ン グ ソ フ ト
ウ エ ア ー を 使 用 し て Hamamatsu chilled 3-chip color charge-coupled-device camera (C
5810-01)で 取 り 込 ん だ 。  
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ の よ う に 高 線 量 X線 に よ っ て 強 く 誘 導 さ れ た ATF3蛋 白 質 が 、 転 写 因 子 と し て の 機 能 に
一 致 し て ケ ラ チ ノ サ イ ト の 核 の 中 に 蓄 積 す る か ど う か 調 べ る た め に 、 照 射 ４ 時 間 後 に 抗 AT
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ヒ ト GAPDH)遺 伝 子 (982 bp)：

ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法

免 疫 蛍 光 染 色 法



F3抗 体 を 用 い た 蛍 光 免 疫 染 色 に よ っ て ヒ ト 正 常 ケ ラ チ ノ サ イ ト で 調 べ た 。 未 照 射 の ケ ラ チ
ノ サ イ ト で は 、 ATF3は 低 い レ ベ ル か あ る い は 発 現 し て い な か っ た 。 高 線 量 X線 (20 Gy)を 照
射 し た ケ ラ チ ノ サ イ ト で は 、 核 内 に お い て 増 加 し た ATF3レ ベ ル を 示 し た 。 即 ち 、 ATF3蛋 白
質 は 、 こ れ ら の 細 胞 で 主 に 核 の 中 に 局 在 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 核 は DAPIに よ る DNA
染 色 に よ り 可 視 化 し た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 更 に 、 ヒ ト 正 常 ケ ラ チ ノ サ イ ト で の ATF3の 核 局 在 を 確 認 す る た め に 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ
ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に EYFP（ 黄 色 蛍 光 蛋 白 ） と ヒ ト 全 長 ATF3の 融 合 遺 伝 子 を
構 築 し （ 図 ３ ） 、 正 常 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト の 中 に 導 入 し た 。 融 合 蛋 白 の 細 胞 内 局 在 は 、 遺
伝 子 導 入 ２ 日 後 に 蛍 光 顕 微 鏡 で 調 べ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】

　 全 長 ヒ ト ATF3 cDNAは 、 pEYFP-C1 (Clonetech, Palo Alto, CA) ベ ク タ ー に 導 入 し た （ K
oike, M., Shiomi, T., and Koike, A. (2001) Dimerization and nuclear localization
 of Ku proteins. J. Biol. Chem. 276: 11167-11173） 。 構 築 物 の ジ ャ ン ク シ ョ ン の 配 列
は 、 配 列 決 定 に よ っ て 確 認 し た 。 ケ ラ チ ノ サ イ ト は 2x10 5  cells/well の 細 胞 密 度 で 遺 伝
子 導 入 前 日 に 35-mm 培 養 皿 (Falcon)に 蒔 い た 。  遺 伝 子 導 入 は 、 Effectene (QIAGEN Inc) 
で 行 っ た （ Koike, M., 等 同 上 ） 。 遺 伝 子 導 入 し た 細 胞 の 中 の 蛍 光 は 文 献 記 載 の 方 法 で 可
視 化 し た （ Koike, M., Ikuta, T., Miyasaka, T., and Shiomi, T. (1999) The nuclear 
localization signal of the human Ku70 is a variant bipartite type recognized by 
the two components of nuclear pore-targeting complex. Exp. Cell Res. 250: 401-41
3） 。 即 ち 、 細 胞 は 、 4 % paraformaldehyde (PFA)を 含 む 0.2 M リ ン 酸 緩 衝 液  (pH 7.4) 
で 固 定 し た 。  DNAは  DAPI 蛍 光 色 素 で 染 色 し た 。 そ れ か ら 、 細 胞 内 の 局 在 を  オ リ ン パ ス  
IX 70 蛍 光 顕 微 鏡  (Olympus, Tokyo, Japan) で 調 べ た 。 画 像 は 、 IP lab (Signal Analit
ics Corp., Vienna, VA) イ メ ー ジ ン グ ソ フ ト ウ エ ア ー を 使 用 し て Hamamatsu chilled 3-c
hip color charge-coupled-device camera (C5810-01)で 取 り 込 ん だ 。  
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 細 胞 は 、 ATF3 抗 体 を 用 い て 、 EYFPに よ り 可 視 化 し た 蛋 白 が EYFP-ATF3融 合 蛋 白 で あ
る こ と を 確 認 す る た め に 、 免 疫 蛍 光 法 に よ り 解 析 し た 結 果 、 EYFP-ATF3 を 発 現 す る 形 質 転
換 細 胞 に お い て ATF3を 検 出 し た 。 他 方 、 EYFPの み を 発 現 す る 形 質 転 換 細 胞 に お い て は ATF3
を 検 出 で き な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 EYFP-ATF3融 合 蛋 白 は 正 常 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト で
発 現 さ せ る こ と が で き る こ と を 示 す 。 又 、 EYFP-ATF3融 合 蛋 白 は 核 で 検 出 さ れ た が 、 EYFP
単 独 で は ケ ラ チ ノ サ イ ト の 細 胞 全 体 に 局 在 し て い た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ATF3蛋 白 は 正 常 ヒ
ト ケ ラ チ ノ サ イ ト の 核 の 中 に 蓄 積 す る こ と を 示 唆 し た 。 こ れ は 、 実 施 例 ４ の 免 疫 染 色 法 で
得 ら れ た 結 果 と 一 致 し て い た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ATF3蛋 白 質 が イ ン ビ ボ で 高 線 量 Ｘ 線 に よ っ て 誘 導 さ れ る か ど う か を 調 べ る た め に 、 ATF3
蛋 白 質 の 発 現 を 抗 ATF3抗 体 を 用 い た 免 疫 蛍 光 染 色 に よ っ て マ ウ ス 皮 膚 の 凍 結 切 片 で 調 べ た
。
【 ０ ０ ４ ３ 】

　 免 疫 組 織 染 色 の た め に 、 新 鮮 な 状 態 で C57BL/6J マ ウ ス か ら 得 た 全 皮 膚 は 、 O.C.T. comp
ound (Sakura Fine Technical Co., Ltd., Tokyo,  Japan) 内 で 液 体 窒 素 で 凍 結 し た 。 そ
し て 、 凍 結 ミ ク ロ ト ー ム で 切 片 を つ く っ た 。 免 疫 染 色 は 、 抗 ATF3 あ る い は 、 抗 p53 抗 体  
(NovaCastra, Newcastle upon Tyne, UK)と DAKO Envision Plus HRP system (DAKO, Ely,
 Cambridgeshire, UK)で 行 っ た 。 PFA (4 %)固 定 し た マ ウ ス 皮 膚 組 織 切 片 は 、 ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ ブ ロ ッ キ ン グ (3 %, v/v hydrogen peroxide)の 前 に ク エ ン 酸 緩 衝 液 で 15分 間 、 電 子
レ ン ジ で 熱 に よ る 抗 原 賦 活 化 を 行 っ た 。 1次 抗 体 と horseradish peroxideラ ベ ル し た ポ リ
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マ ー は  DAKO Envision kitで DAB発 色 処 理 し 、 封 入 前 に ヘ マ ト キ シ リ ン 染 色 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 そ の 結 果 、 未 照 射 皮 膚 に お い て 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た p53と 同 様 に ATF3は 、 未 検
出 あ る い は 検 出 さ れ て も 低 い レ ベ ル で あ っ た 。 こ れ に 対 し て 、 高 線 量 x線  (40 Gy) を 照 射
し た 皮 膚 サ ン プ ル は 、 ATF3と P53 レ ベ ル が 増 加 し た 。 Ｘ 線 に 被 ば く 後 ５ 時 間 と ８ 時 間 に 表
皮 層 の ケ ラ チ ノ サ イ ト と 真 皮 層 の 線 維 芽 細 胞 の 両 方 で 、 ATF3は 陽 性 で あ っ た 。 こ れ ら の 細
胞 の 核 の 中 に 主 に 局 在 し て い た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 イ ン ビ ボ で ATF3が 高 線 量 X線 で 誘 導 さ
れ る こ と 、 及 び 、 ATF3が 照 射 マ ウ ス 皮 膚 の 核 の 中 に 蓄 積 す る こ と を 示 す 。 以 上 の 結 果 を 図
４ に 示 す 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 上 記 に 記 述 し た よ う に 、 ATF3機 能 は 正 常 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト と 皮 膚 で の 機 能 は 、 不 明 瞭
な で あ る 。 他 方 、 こ れ ま で に ATF3発 現 の 保 護 効 果 及 び 有 害 効 果 が 他 の 細 胞 で 報 告 さ れ て い
る 。 ラ ッ ト ATF3は 、 初 代 培 養 細 胞 を 部 分 的 に 形 質 転 換 す る の で 、 潜 在 的 に ガ ン 源 性 を 持 つ
こ と が 示 唆 さ れ る （ Perez, S., Vial, E., van Dam, H., and Castellazzi, M. (2001) T
ranscription factor ATF3 partially transforms chick embryo fibroblasts by promot
ing growth factorindependent proliferation. Oncogene 20: 1135-1141） 。 HeLa細 胞 で
は 、 ATF3の 過 剰 発 現 は エ ト ポ シ ド や カ ン プ ト テ シ ン の ア ポ ト ー シ ス 誘 導 能 を 促 進 す る （ Ma
shima, T., Udagawa, S., and Tsuruo, T., (2001) Involvement of transcriptional re
pressor ATF3 in acceleration of caspase protease activation during DNA damaging 
agent-induced apoptosis. J. Cell. Physiol. 188: 352-358） 。 他 方 、 ATF3蛋 白 の 過 剰
発 現 は HeLa 細 胞 に 細 胞 増 殖 を 抑 制 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Fan, F., Jin, S., Amund
son, S.A., Tong, T., Fan, W., Zhao, H., Zhu, X., Mazzacurati,- 17 -L., Li, X., P
etrik, K.L., Fornace Jr., A.J., Rajasekaran, B., and Zhan, Q. (2002) ATF3 induct
ion following DNA damage is regulated by distinct signaling pathways and over-ex
pression of ATF3 protein suppresses cells growth. Oncogene 21: 7488-7496.） 。 又
、 cardiac monocytes で の ATF3の 抗 ア ポ ト シ ス な 役 割 が 示 さ れ て い る （ Nobori, K., Ito,
 H., Tamamori-Adachi, M., Adachi, S., Ono, Y., Kawauchi, J., Kitajima, S., Marum
o, F., and Isobe, M. (2002) ATF3 inhibits doxorubicin-induced apoptosis in cardi
ac myocytes: a novel cardioprotective role of ATF3. J. Mol. Cell. Cardiol. 34: 1
387-1397.） 。 最 近 、 beta細 胞 で ATF3蛋 白 が 明 ら か に プ ロ ア ポ プ ト チ ィ ッ ク な 役 割 を 持 つ
こ と が 示 さ れ た （ Hartman, M.G., Lu, D., Kim, M.L., Kociba, G.J., Shukri, T., Bute
au, J., Wang, X., Frankel, W.L., Guttridge, D., Prentki, M., Grey, S.T., Ron, D.
, Hai, T. (2004) Role for activating transcription factor 3 in stress-induced be
ta-cell apoptosis. Mol. Cell. Biol. 24: 5721-5732.） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ の よ う に 、 こ れ ま で に ATF3蛋 白 質 の 機 能 に 関 し て 得 ら れ て い る 結 果 は 、 互 い に 矛 盾 す
る よ う な も の で あ る 。 そ こ で 、 正 常 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト を 材 料 に 、 ATF3の 持 続 し た 発 現 が
細 胞 増 殖 に 影 響 す る か 、 ま た 、 細 胞 死 を 生 じ る か ど う か を 明 ら か に す べ く 、 実 施 例 ５ で 作
成 し た EYFPと ATF3と の 融 合 遺 伝 子 （ EYFP-ATF3） を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 以 下 の 一
過 性 遺 伝 子 発 現 ア ッ セ イ 法 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】

　 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ は 、 文 献 記 載 の 方 法 に 従 い 行 っ た （ Mo, X., and Dynan, W.S. (2002)
 Subnuclear localization of Ku protein: functional association with RNA polymera
se II elongation sites. Mol. Cell. Biol. 22: 8088-8099） 。 ケ ラ チ ノ サ イ ト は 2x10 5  
cells/well の 細 胞 密 度 で 遺 伝 子 導 入 前 日 に 35-mm 培 養 皿 (Falcon)に 蒔 い た 。  遺 伝 子 導 入
は 、 上 記 し た よ う に Effectene (QIAGEN Inc)で 行 っ た 。 EYFP-ATF3 ベ ク タ ー あ る い は EYFP
 ベ ク タ ー は 、 Effectene (QIAGEN Inc.)を 用 い て 導 入 し た 。 翌 日 、 細 胞 は 、 硝 子 ス ラ イ ド
(Falcon)上 に 蒔 い て 継 代 培 養 し た 。 そ の 1日 あ る い は 2日 後 、 黄 色 の コ ロ ニ ー を カ ウ ン ト し
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、 1つ 、 2つ 、 3つ 以 上 に 分 類 し た 。 各 分 類 の コ ロ ニ ー の 割 合 は 、 コ ロ ニ ー の 総 数 の 割 合 で
決 定 し た 。 各 実 験 で 200蛍 光 集 団 を カ ウ ン ト し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 ５ に 示 す 。 そ れ に よ る と 、 遺 伝 子 導 入 2日 後 に EYFP-ATF3を 発 現 す る 細
胞 は 、 約 40 % が 2細 胞 の 蛍 光 ク ラ ス タ ー か ら な っ て お り 、 ATF3の 発 現 が ヒ ト 正 常 ケ ラ チ ノ
サ イ ト の 細 胞 増 殖 を 促 進 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 対 照 的 に 、 EYFP単 独 発 現 細 胞 は 、 約 30
 %が 2細 胞 の 蛍 光 ク ラ ス タ ー で あ っ た 。 他 方 、 遺 伝 子 導 入 3日 後 に は 、 EYFP-ATF3を 発 現 す
る 細 胞 は 、 蛍 光 ク ラ ス タ ー の 約 75 % が 1細 胞 か ら な り 、 3細 胞 以 上 は ほ と ん ど な か っ た こ
と か ら 、 EYFP-ATF3は 2-3日 の 間 に 細 胞 死 を 誘 導 し た こ と が 示 唆 さ れ た 。 更 に 、 EYFP-ATF3
細 胞 は 、 4日 後 に 凝 縮 し 、 丸 く な り 培 養 皿 か ら は が れ た （ デ ー タ し め さ ず ） 。 対 照 的 に 、 E
YFP単 独 で は 約  50 %の ク ラ ス タ ー は 、 2、 あ る い は 3細 胞 以 上 だ っ た 。 以 上 の 結 果 を ま と め
る と 、 ATF3発 現 は 正 常 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト に 細 胞 死 を 引 き 起 こ す こ と が 示 唆 さ れ た 。 更 に
、 DAPI染 色 し た EYFP-ATF3 導 入 細 胞 の 核 は 、 典 型 的 な ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 特 徴 で あ る ク ロ
マ チ ン 凝 縮 を 示 し た こ と か ら 、 EYFP-ATF3 が 誘 導 す る 正 常 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト の 細 胞 死 は
ア ポ ト ー シ ス で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 そ こ で 、 EYFP-ATF3 が 誘 導 す る 正 常 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト の 細 胞 死 が ア ポ ト ー シ ス を 確 認
す る た め の 以 下 の テ ス ト を 行 っ た 。 活 性 型 カ ス パ ー ゼ ３ は ア ポ ト ー シ ス マ ー カ ー で あ る こ
と が 知 ら れ て い る 。 更 に 、 PARPの ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 な 85-kDa断 片 化 と サ イ ト ケ ラ チ ン 18
の 断 片 化 も 、 上 皮 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス の 過 程 で お こ る 特 徴 と し て 良 く 解 析 さ れ て い る 。 そ
こ で 、 こ れ ら に 対 す る 抗 体 で 染 色 し た 細 胞 を 蛍 光 顕 微 鏡 に よ っ て 調 べ た 。 活 性 型 カ ス パ ー
ゼ ３ の 特 異 抗 体 を 用 い た 実 施 例 ３ で 示 し た 免 疫 蛍 光 染 色 法 で 解 析 し た 結 果 、 活 性 型 カ ス パ
ー ゼ ３ は EYFP-ATF3発 現 細 胞 の 核 の 中 で 検 出 さ れ た が 、 EYFP発 現 細 胞 で は 検 出 さ れ な か っ
た 。 加 え て 、 陽 性 シ グ ナ ル は DAPI染 色 で 検 出 さ れ る 核 の 断 片 化 や 凝 縮 の 様 な 形 態 変 化 が 起
こ る 前 に 細 胞 で 検 出 さ れ た 。 活 性 型 PARPの 特 異 抗 体 及 び サ イ ト ケ ラ チ ン １ ８ の 特 異 抗 体 （
M30 CytoDEATH 抗 体 ） を 用 い た 免 疫 蛍 光 法 に よ っ て 、 こ れ ら の 活 性 型 が 、 EYFP-ATF3発 現
細 胞 の 核 の 中 で 検 出 さ れ た が 、 EYFP-ATF3発 現 細 胞 で は 検 出 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果
は 、 ATF3が 正 常 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト に カ ス パ ー ゼ 3依 存 的 な ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と
を 示 す も の で あ る 。 従 っ て 、 放 射 線 被 爆 後 の 表 皮 角 化 細 胞 に お け る 転 写 促 進 因 子 ３ （ Ａ Ｔ
Ｆ ３ ） 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 を 測 定 す る こ と に よ り 、 該 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス へ の 誘 導 を 予 測
す る こ と が 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ATF3遺 伝 子 が ヒ ト 表 皮 角 化 細 胞 に 細 胞 死 を 誘 導 す る こ と に 加 え て 、 こ の 蛋 白 質 が 線 量 依
存 的 に 誘 導 さ れ る こ と か ら 、 こ の 蛋 白 質 は 、 例 え ば 、 こ れ に 対 す る 特 異 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗
体 を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 使 用 す る こ と が で き 、 放 射 線 被 爆 後 の ヒ ト 皮 膚 の 予 後 を 診 断 す る
た め の バ イ オ マ ー カ ー と な る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ １ 】
【 図 １ 】 Ａ は 、 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト で の 電 離 放 射 線 に よ る ATF3　 mRNA と  蛋 白 質 の 誘 導 の
結 果 を 示 す 電 気 泳 動 。  (A) ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト で の 電 離 放 射 線 に よ る ATF3　 と そ の フ ァ
ミ リ ー 遺 伝 子 mRNAの 誘 導 の 結 果 を 示 す ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で の 電 気 泳 動 の 写 真 で あ る 。 Ｂ は
、 未 処 理  (0 時 間 )、 あ る い は 20 Gyの 電 離 放 射 線 で 処 理 し た 正 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト か ら 、
処 理 後 4と 8 hで 回 収 し た 総 細 胞 蛋 白 質 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 し て 得 ら れ た 電 気 泳 動 の
写 真 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 １ Ａ の 結 果 を 折 れ 線 グ ラ フ で 表 し た も の で あ る 。
【 図 ３ 】 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に EYFP（ 黄 色 蛍 光 蛋 白 ） と ヒ
ト 全 長 ATF3の 融 合 遺 伝 子 を 組 み 込 ま れ た 発 現 ベ ク タ ー の 概 略 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 X線 照 射 (40 Gy) し た マ ウ ス 皮 膚  (5 時 間 , 8 時 間 )と コ ン ト ロ ー ル 同 腹 マ ウ ス 皮
膚 （ 未 処 理 ） 切 片 を 、 P53あ る い は ATF3に 対 す る 特 異 抗 体 を 用 い る 免 疫 化 学 染 色 法 に よ っ
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て 調 べ た 結 果 得 ら れ た 蛍 光 顕 微 鏡 写 真 （ ｘ ４ ０ ） で あ る 。 尚 、 核 は 封 入 前 に ヘ マ ト キ シ リ
ン で 対 比 染 色 に よ り 可 視 化 し た 。
【 図 ５ 】 一 過 性 遺 伝 子 発 現 ア ッ セ イ 法 に よ る ATF3の 細 胞 増 殖 へ の 影 響 解 析 の 結 果 を 示 す グ
ラ フ で あ る 。 グ ラ フ は 、 1、 2、 又 は 3細 胞 あ る い は そ れ 以 上 の 蛍 光 ク ラ ス タ ー の 割 合 を 示
す 。 独 立 の 2回 の 実 験 を 示 す 。

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】
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【 図 １ 】

【 配 列 表 】
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摘要(译)

要解决的问题：鉴定在暴露于辐射后改变其在人表皮角质形成细胞中的
表达的基因，并基于此，提供用于估计或预测皮肤病的辐射剂量或预后
等的各种方法，和用于筛选抑制辐射诱导的细胞凋亡等的物质的方法。
解决方案：该方法用于估计辐射吸收剂量或预测细胞对细胞凋亡的诱
导，以及筛选抑制辐射诱导的细胞凋亡的物质的方法是基于激活转录因
子3（ATF3）基因表达的变化提供。 Ž
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