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研究成果の概要（和文）：低線量放射線照射により生じる細胞環境の変動について、蛍光プローブにより細胞内
環境を測定し、液体クロマトグラフィー－質量分析による代謝物変動解析を行い、多面的な理解を試みた。
DNA損傷応答遺伝子を標的としてヒト繊維芽細胞の遺伝子ノックダウンを行い、我々が以前に報告した核酸代謝
物や脂質代謝物などの変動を解析したところノックダウンにより変動が失われており、ミトコンドリア活性やレ
ドックス状態なども正常細胞に比べ応答が低下していた。
また、CRISPR/Cas9による特異的DNA配列切断系を作成し、低線量被曝に相当するDNA損傷や突然変異誘発が生じ
ることを確認した。

研究成果の概要（英文）：For the purpose of multidimensional understandings of intra-cellular 
environmental changes after low-dose ionizing radiation, we made multimodal analyses using molecular
 species-specific fluorescent probes and liquid chromatography-mass spectrometry. 
After the knockdown of DNA damage response genes in human fibroblasts, we found the loss of 
alteration of nucleic acids metabolites and lipid derivatives which we reported previously, and loss
 of response in mitochondrial activity and redox state by low-dose irradiation. 
In addition, we made a system of DNA sequence specific digestion using CRISPR/Cas9, and confirmed 
DNA damages and induction of mutation which corresponds to low dose irradiation.

研究分野：放射線生物学

キーワード： 低線量放射線　細胞応答　メタボローム　蛍光分子解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
低線量放射線照射による細胞応答について、正常細胞の系統的なノックダウンによる同一の実験系を使い、DNA
損傷応答シグナル伝達機構からの細胞内環境や代謝調節への関与を、複数の解析モードにより結果を得ることが
できた。特定のシグナル分子と細胞内環境を並行して解析できたことから、今後シグナルのクロストーク解析に
有用であると考えられた。
また電離放射線を使わず、DNA二本鎖切断を誘導できるCRISPR/Cas9系を作成したことで、低線量で生じる反応を
高感度に定量的に解析できる可能性が示された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生体の放射線応答は、高線量域においては多数の報告があるものの、低線量域での詳細で集
学的な報告はなく、また様々な実験系をもちいた結果であるため比較を行うことが難しい。 
我々は、低線量域での細胞応答解析のため液体クロマトグラフィー/質量分析を用いた網羅的
代謝物解析（メタボローム解析）を行ってきた (Tsuyama N, J Rad Res, 2014)。100 mGy以
下の X線照射により、高線量域で増加が報告されていた核酸代謝物や報告のないミトコンドリ
アの脂肪酸シャペロンであるアシル化カルニチンなどの数十分子種の変動を確認した。これら
の分子変動の機構や変動の結果をシグナル応答分子の挙動と合わせて理解することは、生体影
響の解明に重要であり、同一の実験系を使い複数の指標を分子変動と組み合わせて比較分析す
ることで相関が明確になると考えられた。 

 
２．研究の目的 
(1) 培養細胞を用いて、低線量放射線のもたらす代謝変動と細胞内環境を分子標的蛍光プロー
ブによる細胞内活性酸素、pH、ミトコンドリア調節の可視化を行い、低線量照射による代謝変
動の際の細胞内環境について明らかにする。 
(2) 同一の細胞を用いて DNA 鎖切断センサー分子や代謝制御分子のノックダウンを行い、
我々がこれまでに観察してきた低線量放射線応答への遺伝子ノックダウンの影響や細胞環境の
影響について検討する。 
(3) 低線量放射線被ばくを模するために、以下の CRISPR/Cas9を用いた DNA配列特異的の
DNA二本鎖切断誘導系の開発研究を追加した。DNA二本鎖切断は放射線の体分子損傷の中で
も放射線特徴的に観察される事象であるが、低線量放射線では頻度が低いうえ、他分子の励起・
損傷により生じる事象と区別して追跡することが難しい。ゲノム編集技術の一つである
CRISPR/Cas9 を用いて、配列特異的に DNA 二本鎖切断を作成し、低線量被ばくに相当する
少数の DSBがもたらす影響の観察を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞メタボローム解析 
ヒト繊維芽細胞TIG-3を用い、DNA二本鎖切断シグナル応答因子であるATM, ATR, DNAPK, KU70, 
NBS1,H2AX や代謝調節にも関与する AMPK, MTOR などに対する shRNA 発現レトロウイルスベクタ
ーを構築して感染細胞を作製した。RT-Q-PCR により、それぞれの感染細胞で標的の遺伝子 mRNA
がノックダウンされていることを確認し、X 線照射実験（0, 0.1, 3 Gy）に供した。照射細胞
は一定時間経過後に回収し、メタノール抽出・濃縮の後、親水クロマトグラフィー（Amide80）
で分離し、Orbitrap Elite で質量分析を行った。質量スペクトルは MZmine2 でピーク抽出およ
びアラインメントを行った後、MS-Excel にて KEGG 探索マクロを用いて精密質量から分子候補
抽出を行い、in house database から分子同定した。変動分析は MeV を用いた。 
(2) 蛍光イメージング解析 
上記のノックダウン細胞をガラスボトムディッシュに巻き込み、放射線照射を行った後に
Rhodamine1-2-3 や DCF、BCECF などの蛍光色素で染色して画像を取り込み、複数細胞の蛍光強
度の定量化を行った。 
(3) CRISPR/Cas9 を用いた配列特異的 DNA 二本鎖切断 
配列特異的 DNA 二本鎖切断の標的として、14番染色体末端の IgH M 鎖のエンハンサーとスイ
ッチ領域の間、および 11番染色体長腕の CCND1 遺伝子の 5’上流 10-15kbp に 20 塩基の標的配
列を切断効率とオフターゲットを考慮してデザインした。5 種類の標的配列候補をそれぞれ
lentiCRISPRv2 に導入し特異的 DNA 二本鎖切断切断ベクターとした。切断活性をモニターする
ため、pCAG-EGxxFPに標的genome領域を含むPCR断片をクローニングしたベクターを作成した。
293T 細胞に導入し、切断ベクターの特異的 DSB により EGFP の蛍光回復を指標として標的配列
を選択した。同時に二箇所の DNA を切断するベクターを作成するため、CCND1 gRNA 発現配列を
IgH gRNA 発現ベクターにクローニングし、IgH および CCND1 切断ベクターとした。 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝子ノックダウン細胞の代謝変動解析 
我々が以前に報告した低線量代謝変動代謝物の多くが、DNA 二本鎖切断シグナル分子 ATM, 
DNAPK,KU70, NBS1 の shRNA によるノックダウンの結果、X線照射による代謝変動を示さなくな
った（図 1）。ATR については応答性を維持している分子もあり、DNA 一本鎖切断では異なる代
謝調節を受けている可能性が考えられた。また、AMPK や MTOR など代謝調節とのクロストーク
を担う分子のノックダウンでも X 線応答性を失う代謝物があり、X 線応答シグナルの下流には
これら分子の関与する代謝調節機構があると考えられたが、各々のノックダウンに伴う変動の
影響については、さらに解析が必要と考えられた。例示した代謝物は, ミトコンドリア機能
(acylcarnitine)や核酸代謝(hypoxanthine) に関与する分子であり、これら代謝物の放射線応
答ヘの寄与が示された。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．遺伝子ノックダウン細胞を用いた代謝物変動解析の例 
 
(2) 遺伝子ノックダウン細胞の蛍光イメージング解析 
 上記のノックダウン細胞を用いて、X 線照射後のミトコンドリア活性や量、活性酸素量、pH
を蛍光顕微鏡を用いて解析した。DNA 二本鎖切断シグナルのノックダウンにより、蛍光プロー
ブで観察される X線による変動は低下した（図 2）。代謝調節キナーゼでは、低線量照射のみノ
ックダウンの効果が認められた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2．遺伝子ノックダウン細胞を用いた細胞機能変動解析の例 
 
(3) 遺伝子ノックダウン細胞の CRISPR/Cas9 を用いた配列特異的 DNA 二本鎖切断 
IgH/CCND1 の二箇所を切断するベクターを培養細胞に導入し標的 DNA 領域を PCR 増幅したと
ころ、mismatch cleavage assey により切断バンドが認められ、ゲノム編集により突然変異が
生じていることが確認された。DNA 配列解析の結果、IgH, CCND1 それぞれの標的領域に、2 つ
のアレルそれぞれに別々の欠損が生じており、配列特異的な DNA 二本鎖切断が生じていること
が確認された。また、ベクター導入後に DNA 二本鎖切断部位に生じる gH2AX を染色したところ、
対照と比較して有意な増加が検出された。以上より、このベクターを用いることで特定の DNA
配列に二本鎖切断を誘導できることから、これまで放射線照射後にランダムに生じていた DNA
二本鎖切断によるシグナル応答の解析を行っていたが、ゲノム上の特定領域の DSB の影響を観
察することが可能となった。また、このデザインでは相同染色体上のそれぞれの標的配列を切
断するので、１細胞あたり DSB4 箇所と、γ線では 100mGy の低線
量放射線照射に相当し、少数の DSB が誘導する DNA 損傷応答の解
析も可能と考えられた。      
さらに導入細胞を単離し、genome DNA から染色体転座特異的プ
ライマーによる PCR と FISH(図 3)を行って、14 番染色体の IgH と
11番染色体のCCND1の間で染色体転座t(11;14)による遺伝子再構
成が起きていることを確認した。異常頻度は約 1000 分の 1で、低
線量被曝に相当する特定の DSB から、腫瘍化に関与するような染
色体転座による遺伝子異常の発生頻度は低いことがわかった。 

図 3 t(11;14) FISH 
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