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研究成果の概要（和文）：重粒子線治療は先進的ながん治療法として利用されているが、重粒子線に特異的な
DNA二本鎖切断の損傷修復機構は完全に解明されていない。本研究では、DNA修復タンパク質を欠損する哺乳類細
胞やDNA修復経路の阻害剤で処理した哺乳類細胞を用いて、DNA二本鎖切断やDNA修復タンパク質を蛍光抗体法に
より検出することにより修復機構を解析した。その結果、X線あるいは様々なエネルギーの重粒子線における主
たるDNA修復機構は非相同末端結合であること、また、相同組換え機構は非相同末端結合欠損をある程度相補で
きるが、エネルギーが高くなると相同組換え反応で相補できないことが示された。

研究成果の概要（英文）：The heavy-ion irradiation is used as a radiation therapy, although DNA 
repair mechanism is not fully understood.  In this research, the number of DNA double strand breaks 
or the foci of DNA repair proteins were analyzed after X-ray or heavy-ion irradiation with various 
linear energy transter in mammalian cells where specific DNA repair pathways were inhibited by the 
lack of  DNA repair proteins genetically or the pretreatment of inhibitors against DNA repair 
proteins.  The main repair pathway for DNA double strand breaks after both X-ray or heavy-ion 
irradiation was non-homologous end joining.  In addition, homologous recombination could complement 
the defect of non-homologous end joining after X-ray irradaition, but not after high energy 
heavy-ion irradiation completely.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 重粒子線

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
重粒子線は、X線に比べて高い致死効果を持つこと、標的部分のみに高い放射線量を与えることが可能であるこ
と、酸素効果の影響を受けにくいことから、先進的ながん治療法として利用されている。しかし、重粒子線に特
異的なDNA損傷修復機構は完全に解明されていない。本研究は、重粒子線照射後のDNA損傷修復の理解に寄与する
だけではなく、将来的には重粒子線照射とDNA修復阻害剤（抗がん剤）を組み合わせた新しい治療法の開発や、
宇宙空間における有人飛行の放射線リスク評価に寄与することが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
放射線は、ＤＮＡ上に塩基損傷、塩基脱落、ＤＮＡ一本鎖切断、ＤＮＡ二本鎖切断など様々

なタイプの損傷を作る。放射線が生成するＤＮＡ損傷の中でもＤＮＡ二本鎖切断は他の修復経
路に比べて反応が複雑な上、突然変異や染色体異常を引き起こすことが多いため最も重篤な損
傷であり、放射線の生物影響はＤＮＡ二本鎖切断の頻度に大きく依存する。 
重粒子線はガンマ線やＸ線に比べて高い致死効果を持つこと、標的部分のみに高い放射線量

を与えることが可能であること、酸素による増強効果を受けにくい環境でも高い致死効果を発
揮できるため低酸素状態のがん細胞に対しても高い治療効果を持つことから、先進的ながん治
療法として利用されている。重粒子線は、Ｘ線やガンマ線に比べてＤＮＡ二本鎖切断を高頻度
で引き起こす上、塩基損傷など様々な損傷を狭い領域に生じ、Ｘ線などの低エネルギー放射線
に比べて修復困難なＤＮＡ二本鎖切断を生成する。Ｘ線により生じたＤＮＡ二本鎖切断は、哺
乳類細胞では主として相同組換えか非相同末端結合により修復されるが、重粒子線により生じ
た修復困難なＤＮＡ二本鎖切断がどのように修復されるのかは不明な点が多い。 
申請者は、重粒子線により生じたＤＮＡ二本鎖切断修復機構を明らかにする目的で、チャイ

ニーズハムスター由来のＣＨＯ細胞とそれを親株とするＤＮＡ修復機構に欠損を持つ変異体を
用いて重粒子線照射後の生存率を調べたところ、重粒子線によるＤＮＡ二本鎖切断修復には主
として相同組換えが関与しており、非相同末端結合の寄与は小さいことを示唆するデータを得
ていた。同様の研究結果は他のグループからも報告されていたが（Genet et al., 2012、他）、
その一方で非相同末端結合の寄与も示唆する報告もあり（Zafer et al., 2010）、これが細胞種
の違いによるものなのか照射条件の違いによるものかは不明であり、統一的な見解には至って
いなかった。 
がん細胞は、その遺伝的バックグラウンドの違いにより、各種抗がん剤や放射線治療に対す

る耐性が異なる。また、現在、ＤＮＡ修復因子やＤＮＡ修復・細胞死を制御するチェックポイ
ント因子を標的とした抗がん剤のスクリーニングが進められており、放射線治療との併用によ
り、放射線のがん治療の効果を高めることも検討されている。特に、重粒子線治療は経費がか
かることがデメリットの一つであるが、治療効果を高め、少ない照射回数による治療が可能と
なれば、費用の軽減化やより多くの患者の受け入れにつながると考えられる。重粒子線照射後
のＤＮＡ修復機構を明らかにすることは、単に基礎研究として重要なだけではなく、将来的な
治療法への応用を検討する上でも重要であると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、哺乳類細胞における重粒子線により誘発されるＤＮＡ二本鎖切断の修復機構を、

分子レベルで解明することを主たる目的とした。具体的には、複数の哺乳類細胞を用いて、Ｘ
線と様々なエネルギーの重粒子線を照射し、 

１）重粒子線により生成するＤＮＡ二本鎖切断が非相同末端結合あるいは相同組換えのいず
れの経路により修復されるのか 

２）ＤＮＡ修復反応における非相同末端結合と相同組換えの寄与の割合と放射線のエネルギ
ーとの相関 

３）ＤＮＡ二本鎖切断修復の効率と放射線のエネルギーとの相関 
の三点を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 
１）ＤＮＡ修復タンパク質の可視化解析 
 哺乳類細胞は細胞ごとに遺伝的なバックグラウンドが異なる。特に、がん細胞や不死化した
細胞ではＤＮＡ修復タンパク質やＤＮＡ修復チェックポイント機構に異常がある場合も少なく
ない。そこでＮＢ１ＲＧＢ細胞（ヒト正常繊維芽細胞）とＨｅＬａ細胞（ヒト子宮頸がん細胞）
を用いて、解析を行った。Ｘ線あるいは様々なエネルギーを持つ重粒子線（線エネルギー付与
率 ＝ ８０〜３００ ｋｅＶ／µｍ）を照射し、各修復反応に特異的なタンパク質（ＤＮＡ
－ＰＫ、Ｒａｄ５１等）や、各修復反応の選択に関与するタンパク質（５３ＢＰ１、Ｒｉｆ１、
ＣｔＩＰ等）の局在を蛍光抗体法により染色し、それぞれの修復タンパク質がＤＮＡ損傷部位
に集積しているか調べ、修復に関与しているタンパク質を明らかにした。これと並行して、Ｄ
ＮＡ二本鎖切断部位の指標としてリン酸化型ヒストンＨ２ＡＸを蛍光抗体で染色し、実際にＤ
ＮＡ二本鎖切断修復が起きているかモニターした。また、ＮＢ１ＲＧＢ細胞は血清飢餓により
静止期に同調できるので、静止期の細胞に放射線を照射し、同様に修復タンパク質の局在やＤ
ＮＡ二本鎖切断修復の効率を調べた。 
 
２）ＤＮＡ修復タンパク質の欠損株を用いた解析 
 ＣＨＯ細胞とＣＨＯ細胞を親株とするＤＮＡ－ＰＫ欠損株（非相同末端結合欠損株）、ＸＲＣ
Ｃ３欠損株（相同組換え欠損株）を用いて上記１）と同様にＸ線あるいは様々なエネルギーを
持つ重粒子線を照射し、リン酸化型ヒストンＨ２ＡＸを蛍光抗体で染色することによりＤＮＡ



二本鎖切断修復の経時的変化を調べ、修復の効率と放射線のエネルギーの相関を調べるととも
に、いずれの修復経路が寄与しているかを検討した。 
 
３）ＤＮＡ修復阻害剤を用いた解析 
 ＮＢ１ＲＧＢ細胞を非相同末端結合あるいは相同組換えの阻害剤（それぞれの経路に必須の
修復タンパク質であるＤＮＡ－ＰＫとＲａｄ５１の阻害剤を用いる）で処理した後に、Ｘ線あ
るいは重粒子線で照射し、上記１）２）と同様にＤＮＡ修復タンパク質やＤＮＡ二本鎖切断を
可視化し、その経時的な変化を調べることにより、どのような修復経路が機能しているのかを
解析した。 
 
４．研究成果 
 
１） ＤＮＡ修復タンパク質の可視化解析 
ＮＢ１ＲＧＢ細胞あるいはＨｅＬａ細胞に５ＧｙのＸ線や重粒子線を照射し、経時的に細胞

を固定し、蛍光抗体法によりＤＮＡ修復タンパク質の局在を蛍光抗体法により観察した。どち
らの細胞でも、照射３０～６０分後には、すべての細胞で非相同末端結合に関与するＤＮＡ－
ＰＫのフォーカスが観察され、Ｒｉｆ１、５３ＢＰ１が共局在していることが観察された。ま
た、フォーカスの数は３０～６０分後が最大となり、その後経時的に減少したが、その減少は
放射線のエネルギーが高いほど時間がかかった。照射２４時間後に残存していたフォーカスの
数は最大値に比べて、Ｘ線では約５％、炭素線（線エネルギー付与率 ＝ ８０ ｋｅＶ／µ
ｍ）では１０％、アルゴン線（線エネルギー付与率 ＝ ３００ ｋｅＶ／µｍ）では２５％
であった。また、ＤＮＡ－ＰＫのフォーカスは、リン酸化型ヒストンＨ２ＡＸとも共局在して
おり、その数の経時的変化はよく類似していた。 
一方、相同組換えに関与するＲａｄ５１のフォーカスは、全体の３０％程度の細胞にのみ観

察され、その数は照射後３～５時間後に最大となった後にゆっくりと減少し、２４時間後の時
点ではフォーカスを持つ細胞の割合は５％以下に低下した。Ｒａｄ５１のフォーカスもリン酸
化型ヒストンＨ２ＡＸと局在していた。また、高エネルギー放射線（アルゴン線）の場合は、
Ｒａｄ５１とＤＮＡ－ＰＫも共局在して大きなフォーカスを形成しているおり、両者の経路に
関与する修復因子が集合している様子が観察された。 
ヒト正常繊維芽細胞を血清飢餓によりＧ０期に同調し、蛍光抗体法により放射線照射後の修

復タンパク質の動態を、対数増殖期の細胞と比較した。ＤＮＡ－ＰＫのフォーカス数は、Ｘ線
照射後は対数増殖期に比べてＧ０期では約二倍形成されていた。一方、重粒子線照射後のフォ
ーカス数は、対数増殖期とＧ０期でほぼ同じであった。また、ＣＨＯ細胞とＤＮＡ－ＰＫを欠
く変異体（非相同末端結合欠損株）を用いてＲａｄ５１のフォーカスの数を調べたところ、重
粒子線では親株と変異株とで差はなかったが、Ｘ線照射では親株よりも変異株の方がＲａｄ５
１のフォーカスが約二倍形成されていた。さらにヒト正常繊維芽細胞においても、相同組換え
が機能しない静止期の細胞と、対数増殖期の細胞とでＤＮＡ修復の速度に大きな差がなかった。 
以上の結果は、Ｘ線照射では少なくとも一部のＤＮＡ二本鎖切断修復反応において、非相同

末端結合と相同組換えが競争的に機能しているが、重粒子線の場合はいずれかの修復経路が優
先的に機能していることを示唆している。また、Ｘ線と同様に、重粒子線照射後のＤＮＡ二本
鎖切断修復に、主に非相同末端結合が関与していることを示唆している。 
 
２）ＤＮＡ修復タンパク質の欠損株を用いた解析 
ＣＨＯ細胞、ＣＨＯ細胞を親株とするＤＮＡ－ＰＫ欠損株（非相同末端結合欠損株）、ＸＲＣ

Ｃ３欠損株（相同組換え欠損株）にＸ線や重粒子線を照射し、ＤＮＡ二本鎖切断の指標である
リン酸化型ヒストンＨ２ＡＸのフォーカス数の経時的変化を調べることによりＤＮＡ修復効率
を評価した。Ｘ線照射後、非相同末端結合欠損株と相同組換え欠損株では、野生株に比べてＤ
ＮＡ修復に二倍程度時間がかかった。一方、炭素線（線エネルギー付与率 ＝ ８０ ｋｅＶ
／µｍ）、アルゴン線（線エネルギー付与率 ＝ ３００ ｋｅＶ／µｍ）では非相同末端結合
欠損株は野生株に比べて大幅に修復が遅れ、野生株では２４時間後に大部分の修復が完了して
いるのに対して、炭素線では照射２４時間後に４０％、アルゴン線では９０％のＤＮＡ二本鎖
切断が修復されずに残った。また、相同組換え欠損株では、炭素線での遅延はＸ線と同程度で
あったが、アルゴン線では非相同末端結合欠損株ほどではないものの、修復は大幅に遅延し４
～５倍の時間を要した。 
 さらに、ＣＨＯ細胞、ＣＨＯ細胞を親株とするＤＮＡ－ＰＫ欠損株、ＸＲＣＣ３欠損株にＸ
線あるいは重粒子線を照射後、経時的に細胞抽出液を調製してＤＮＡ二本鎖切断の指標となる
リン酸化型ヒストンＨ２ＡＸの量を調べたところ、ＤＮＡ－ＰＫ欠損株では、Ｘ線と同様に炭
素線、アルゴン線でも照射後のリン酸化型ヒストンＨ２ＡＸの増加量が他の細胞よりも少ない
ことが判明した。ＤＮＡ－ＰＫはヒストンＨ２ＡＸをリン酸化する主要な酵素の一つであり、
Ｘ線だけではなく、重粒子線でもＤＮＡ切断を認識して活性化されていることが示唆された。
従来の報告では、高ＬＥＴ放射線においてはＤＮＡ－ＰＫがＤＮＡ切断末端に結合できない可
能性が示唆されていたが、非相同末端結合に関わるＤＮＡ－ＰＫも重粒子線による損傷を認識
し、活性化されて別の修復タンパク質をリン酸化していることが明らかになった。 



 
３）ＤＮＡ修復阻害剤を用いた解析 
ＮＢ１ＲＧＢ細胞に対してＤＮＡ－ＰＫとＲａｄ５１の阻害剤を用いて同様の実験を行い、

ＤＮＡ修復に与える影響を調べた。ＤＮＡ－ＰＫ阻害剤ではＸ線、重粒子線いずれの場合も、
照射後の修復が大幅に阻害されたのに対して、Ｒａｄ５１阻害剤はＤＮＡ－ＰＫ阻害剤ほど大
きな影響を与えなかった。また、ＤＮＡ－ＰＫ阻害剤は、ＬＥＴが高くなるほどその影響が大
きくなった。 
以上の結果は、２）で示された結果とも合致し、いずれの放射線でも主たるＤＮＡ修復機構

は非相同末端結合であることを示している。また、相同組換え機構は非相同末端結合欠損をあ
る程度相補できるが、エネルギーが高くなると相同組換え反応で相補できないことを示唆して
いる。その一方で、従来の報告や申請者によるＣＨＯ細胞とその変異株を用いた生存率の解析
結果では、重粒子線特有のＲＢＥの増加は相同組換えに依存していることが明らかになってい
る。そこで、重粒子線により生じるＤＮＡ二本鎖切断は主に非相同末端結合により修復される
が、一部の重篤な損傷は相同組換えでのみ修復可能であり、それが細胞の生存率に影響を与え
ていると考えられる。 
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