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研究成果の概要（和文）：本研究課題では高い放射線耐性を示すクマムシに固有なDNA防護タンパク質Dsupにつ
いて、そのDNA防護メカニズムの解明を行った。その結果、Dsupタンパク質が活性酸素種からDNAを防護する活性
を持ち、放射線への抵抗性の少なくとも一部は間接作用の遮蔽によることを示唆した。さらに、そのメカニズム
はDNA傷害の修復促進ではなくストレス因子からのDNA防護であることを明瞭に示すとともに、それを可能にする
DNAやクロマチンへの結合様式を持つことを示し、これまで知られていたものとはまったく異なる新たなDNA保護
機構/放射線耐性機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Dsup is the protein unique to radiotolerant tardigrades which suppress DNA 
damage and increase radiotolerance in human cultured cells. This study indicates that Dsup has an 
ability to protect DNA from reactive oxygen species (ROS) and thus the radioprotective ability of 
Dsup is suggested to be due to suppression of indirect effects of radiation. In vitro study clearly 
demonstrated that Dsup’s radioprotective ability does not depend on the facilitation of DNA repair.
 The binding mode of Dsup to DNA molecule and the action of Dsup on reconstructed nucleosomes are 
well consistent with the DNA protection activity of Dsup. The study revealed novel DNA protection 
mechanism which may support high radiotolerance in tardigrades.

研究分野：極限生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は地球上の動物の中でも抜きん出て放射線耐性の高いクマムシについて、その独自の放射線耐性タンパク
質Dsupの性状・機能を解析することで、これまで知られていなかった新たなDNA保護機構/放射線耐性機構を明ら
かにしたもので、放射線による生物影響の低減技術の開発につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

高線量の放射線への曝露は多くの生物にとって致死的であるが、いくつかの生物種はこうし
た放射線に高い耐性を持つ。なかでもクマムシは高い放射線耐性を持つ動物として知られる。ク
マムシは体長 400 ミクロン程度の微小動物で、外環境が乾燥すると、体内の水を失い乾眠と呼
ばれる無代謝状態になって乾燥に耐える。乾眠状態のクマムシは多様な極限環境に耐性を示し、
特に放射線に対しては乾燥の有無によらずヒトの半致死量の約 1,000 倍(4,000 Gy)の照射に耐
える。こうした高い放射線耐性能力を支える分子メカニズムについては不明な点が多い。これま
でに私達は高い放射線耐性を持つヨコヅナクマムシを材料に、核ゲノム全体と共局在するクマ
ムシ固有の新規タンパク質 Dsup を同定し、同タンパク質がヒト培養細胞において X 線照射に
よる DNA 障害を低減し、細胞の放射線耐性を向上させることを見出していた。高い放射線耐性
を持つ生物についてはこれまで主に放射線耐性細菌について解析が進められており、その耐性
能力は高い DNA 修復能に依存していることから、放射線によって生じた DNA 障害が速やかに
修復されることが放射線耐性の主要なメカニズムであると考えられてきた。一方で、Dsup タン
パク質を発現した細胞では放射線照射後の DNA 障害の発生量自体が抑制されていることを示
唆するデータが得られており、Dsup の主要な役割は DNA 修復ではなく DNA 防護である可能
性が考えられた。しかし、Dsup のような一介のタンパク質が放射線のような物理ストレスを遮
蔽できるとは考えられず、その耐性への寄与メカニズムは不明であった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、動物の中で抜きん出て高い放射線耐性を示すクマムシを材料に、主に新規タン
パク質である Dsup に着目し、放射線耐性の向上に寄与するメカニズムの解明を目的とする。特
にこれまでの通説と一致しない DNA を防護する活性を示すかどうかを明瞭に検証するととも
に、その防護メカニズムを明らかにすることで、多細胞動物における新規な放射線耐性機構の解
明を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
(1) Dsup 発現ヒト培養細胞における活性酸素種による DNA 障害に対する DNA 保護活性の検出 

強力な構成的プロモーターである CAG プロモーターの下流に Dsup 遺伝子を組み込んだコ
ンストラクトをヒト胎児腎由来培養細胞 HEK293 細胞に導入し、薬剤耐性を指標に樹立した
安定発現株を使用した。Dsup タンパク質の発現はウェスタンブロット及び免疫細胞化学に
より検出、核内局在を確認した。Dsup 発現ヒト培養細胞を活性酸素種の一種である過酸化
水素に曝露した後、アルカリ条件下においてコメットアッセイを行い、DNA の一本鎖切断
の程度を定量的に解析した。また、比較対照として抗酸化剤である N アセチルシステイン
(NAC)の共存下においても同様の解析を行い、DNA 障害の発生と抑制に与える影響を解析し
た。 

(2) In vitro における活性酸素種による DNA 障害に対する Dsup の DNA 保護活性の検出 
大腸菌を用いて合成したリコンビナント Dsup タンパク質を用いて、DNA 保護活性を in 
vitro で検証した。DNA 障害系として、フェントン反応によって発生させたラジカルによ
って in vitro で DNA を分解する系を用いた。In vitro の DNA 障害系に Dsup タンパク質
を様々な濃度で添加し残存した DNA をゲル電気泳動によって検出することで DNA 分解に対
する影響を解析した。比較対照として同程度の分子量で DNA 結合能を持たない BSA を用い
た。 

(3) In vitro における X線による DNA 障害に対する Dsup の DNA 保護活性の検出 
DNA 溶液に X線を照射した後、残存した DNA をゲル電気泳動によって検出した。X線照射時
に様々な濃度のリコンビナント Dsup タンパク質を添加し、DNA 分解に対する影響を解析し
た。 

(4) 原子間力顕微鏡(AFM)による Dsup の DNA・クロマチンへの結合様式の解析 
リコンビナント Dsup タンパク質と linear DNA を混合した後、AFM によりその形状を観察
した。また、予めコアヒストンと DNA とを混合してヌクレオソーム構造を形成したクロマ
チン様複合体にリコンビナント Dsup タンパク質を混合し、AFM で観察することでクロマチ
ン構造に与える Dsup の影響を解析した。さらに、Dsup について様々な領域を欠失した変
異タンパク質を合成し、DNA/クロマチンとの結合様式を解析することで各領域の役割を明
らかにした。 

 
４．研究成果 

 
(1) ヒト培養細胞 HEK293 を 100 μMの過酸化水素に 30 分曝露すると核 DNA に顕著な一本鎖切

断が誘起され、アルカリコメットアッセイにおいて半分以上の DNA が分解領域であるテイ
ル領域に検出された。これに対し Dsup 発現細胞ではテイル領域に検出された DNA 量は 1/3
と DNA 切断が顕著に抑制されたことが分かった。このことから、Dsup は酸化ストレスから
も DNA を防護する活性を持つことが示された。過酸化水素処理は 4℃で行いその後ただち
にアルカリ条件に浸漬していることからコメットアッセイの前に DNA 修復はほとんど起き



ていないと考えられ、Dsup は修復ではなく活性酸素種による DNA 障害の発生自体を抑制し
たことが示唆された。抗酸化剤である NAC は過酸化水素による DNA 傷害を抑制したが、Dsup
発現細胞ではその抑制作用が低減していた。このことは Dsup による DNA 防護作用が抗酸化
作用とオーバーラップしたものであることを示唆している。Dsup のようなタンパク質が X
線のような放射線を直接遮蔽することは極めて考えにくいが、活性酸素種のような化学物
質に対しては物理的もしくは化学的な障壁として作用する可能性は考えやすい。X 線によ
る DNA 切断は過半が間接作用と呼ばれる X 線が水分子と反応して発生した活性酸素種によ
る傷害に依る。Dsup の DNA 防護の本態は活性酸素種からの防護であり、研究開始時に判明
していた X 線からの DNA 防護能の一部は今回見いだされた活性酸素種からの防護によるも
のと考えられる。 

 
(2) 前項で Dsup は活性酸素種から DNA を防護することが示唆された。しかし細胞を用いる限り

修復の促進による可能性を排除できなかった。そこで、フェントン反応を用いた in vitro 
での DNA 傷害系を用いて Dsup の影響を解析した結果、Dsup の添加量依存に DNA が防護さ
れることが示された。In vitro では DNA 修復系が存在しないことを考えるとこの結果は
Dsup の作用機序が修復の促進ではなく DNA の防護であることを明瞭に示している。 

 

(3) 放射線からの DNA 防護についても修復促進の可能性を否定するために DNA 溶液に X 線を照
射する in vitro の系を用いて Dsup の影響を解析した結果、Dsup は in vitro でも DNA
を X線から防護する活性を示すことを明らかにした。 

 

(4) Dsup が単体で DNA を活性酸素種や X線から防護できたことから、Dsup の DNA への結合様式
を原子間力顕微鏡(AFM)で観察した結果、Dsup は DNA 鎖に沿って被覆する鞘のように連続
的に結合している様子が観察された。リコンビナント Dsup タンパク質は超遠心解析により
通常は単量体で存在していたことから、DNA と結合することで他の Dsup タンパク質を呼び
込み連続的な結合をもたらすものと考えられた。また、被覆するような結合様式は DNA を
保護する活性と良く合致するものであった。さらに、動物細胞内では核 DNA は通常ヌクレ
オソーム構造を形成していることから、in vitro でヌクレオソーム構造を再構成したク
ロマチン様 DNA に Dsup を添加し AFM で観察した結果、Dsup の添加依存に複数のヌクレオ
ソーム同士が結合し、クロマチンが凝集している様子が観察された。この凝集は DNA の被
覆よりも低濃度の Dsup の添加で生じたことから細胞内で Dsup はヌクレオソームを形成し
た DNA により効率的に結合し、コンパクトの凝集を誘導しているものと推定される。こう
した凝集も DNA とストレス因子との衝突を低減する効果を持つと考えられ、Dsup の DNA 防
護機構の一端を担う活性と考えられた。 

 

以上、本研究課題では放射線から DNA を守ることを明らかにしていたクマムシの Dsup タンパク

質の本態が、活性酸素種からの DNA 防護であること、そのメカニズムは修復促進ではなくストレ

ス因子からの防護であること、それを可能にする DNA やクロマチンへの結合様式を持つことを

明らかにし、これまで知られていたものとはまったく異なる新たな DNA 保護機構/放射線耐性機

構を明らかにした。 
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