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研究成果の概要（和文）：DNA近傍には配向した水和水が存在し，十分離れた位置にある普通の水（自由水）と
は性質が異なる。放射線によるDNA損傷誘発における水和水のはたらきを明らかにすること目的とした。
時間分解測定（パルスラジオリシス）では吸収分光と共鳴ラマン分光を実施した。前者では，グアニンのヌクレ
オチドを用い，化学回復を直接観測した。後者は，設計から始め信号取得にまで漕ぎつけた。
大腸菌プラスミドDNA（pUC18）に生じた安定なDNA変異はアガロースゲル電気泳動法で高感度に検出および定量
した。透析による不純物除去の結果，薬剤の微量添加の影響を検討できるようにした。

研究成果の概要（英文）：Oriented hydration water exists in the vicinity of DNA, and its properties 
are different from those of ordinary water (free water or bulk water) located far enough away. The 
purpose of this study was to clarify the function and role of hydration water in the induction of 
DNA damage by ionizing radiation.
Time-resolved measurements (pulse radiolysis) were performed by absorption spectroscopy and 
resonance Raman spectroscopy. In the former, chemical repair was directly observed, in which initial
 and unstable damage on guanine nucleotides (dGMP) was repaired by a tiny amount of flavonoid. For 
the latter, we started from the design stage and worked up to signal acquisition.
Stable DNA mutations in E. coli plasmid DNA (pUC18) were detected and quantified with high 
sensitivity by agarose gel electrophoresis. Impurities were removed by dialysis, allowing us to 
study the effect of trace addition of drugs.

研究分野： 放射線化学

キーワード： 放射線　DNA損傷　パルスラジオリシス　初期過程　界面　共鳴ラマン分光　吸収分光

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線の生体影響は被ばく時のリスク評価やがん放射線治療の高度化といった観点から注目されているものの，
水和水に着目した研究は少ない。放射線防護剤・増感剤の設計指針は自由水中で得られてきた知見に根差してい
るため，本研究の成果によりさらに高度化されることが期待できる。また，時間分解測定を単色の放射光やレー
ザー光ではなく放射線で行ったことも特徴である。淡色の光では“整った”始状態（初期損傷）が誘発されるの
に対し，放射線では“ばらけた（多種多様な）”始状態がランダムに生じ，複数の始状態が複合的に作用する。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
放射線が誘発する DNA 損傷は，エネルギーの受け取り手により直接作用と間接作用に分け

られる。直接作用では放射線が直接 DNA 損傷を引き起こすのに対し，間接作用では放射線によ
る水分解で生じる酸化性のラジカルが DNA 損傷を引き起こす。便宜的に，酸化性のラジカルの
除去で抑制できる DNA 損傷が間接作用によるもの，それでも残る DNA 損傷が直接作用によ
るもの，と分類されている。 
しかし，両者の明確な区別はない。DNA 近傍には

配向した水和水が存在する（図 1）。その性質は，DNA 
から十分離れた位置にある普通の水（自由水）とは異
なる。放射線による DNA 損傷が水和水同士あるい
は水和水と DNA の間のネットワーク構造の有無で
異なることが現象論的には分かっている。これは，水
和水が固くて動きにくく，電子移動度，拡散速度，誘
電率，酸解離平衡（pH），なども影響を受けるためと
考えられている。 
一方，「では具体的に，水和水の存在が DNA への

放射線作用にどう影響しているのか？」ということ
は未だよく分かっていない。水和水の存在により 
DNA のイオン化効率が上がるのか，イオン化で生じ
た余剰電子や正孔は DNA と水和水の間で移動して
損傷収率を増加させるのか，抗酸化薬剤の放射線防
護機能は自由水と水和水の中で同じか，といったこ
とが本課題の学術的な「問い」となっている。 
 
２．研究の目的 
細胞の中では，DNA 近傍の配向した水和水は十分離れた位置にある自由水と比べて少ないと

は言えず，DNA に対する放射線影響を考える上で無視できないことが現象論的には分かってい
る。本研究では DNA 損傷誘発における水和水のはたらきを明らかにすることを目指した。 
 

 
図 2   放射線誘発 DNA 損傷の形成および安定化過程 

 
DNA に対する放射線影響（図 2）は，最初期のイオン化に始まり，まず，直接作用による DNA 

の初期損傷の形成と，間接作用につながる水分解が起こる。水分解で生じた酸化性のラジカル
（不対電子を持つ化学種の総称）による初期損傷形成がこれに続くが，この際，DNA 以外の物
質が酸化性のラジカルを除去すると間接作用による損傷形成は未然に防がれる。これをラジカ
ル捕捉という。その後，初期損傷は鎖切断や塩基損傷といった DNA 変異へゆっくりと安定化し
ていく。この安定化において，微量の抗酸化薬剤が初期の酸化損傷を還元して回復する可能性が
報告されている [Hata K, et al. Biochem Biophys Res Commun 434: 341, 2013]。これをラジカル捕
捉とは区別し，化学回復とよぶ。ラジカル捕捉や化学回復の結果，初期損傷から安定変異に至る
割合は少なく，さらに本研究では対象としていない生体機能としての修復も起こるため，ほとん
どの初期損傷は放射線影響に至らない。しかしなぜごく稀に放射線影響に至る初期損傷がある
のかということが重要で，これは，未解明である低線量被ばくの影響を考える上でも必要不可欠
である。本研究では，放射線による DNA 損傷形成のうち，直接作用による最初期のイオン化，
抗酸化薬剤による化学回復，最終的に残る安定変異という三つの局面において，水和水の果たす
役割を明らかにする。なお，ラジカル捕捉はこれまで多く研究されてきている上，これが有効な
間接作用は自由水の中で起こる現象のため，本研究の対象とはしていない。 
放射線の生体影響は被ばく時のリスク評価やがん放射線治療の高度化といった観点から注目

されているものの，水和水に着目した研究は少ない。放射線防護剤・増感剤の設計指針は自由水
中で得られてきた知見に根差しているため，本研究の成果によりさらに高度化されることが期
待できる。また，時間分解測定を単色の放射光やレーザー光ではなく放射線で行うことも特徴で

 
図 1   水和水と自由水 



ある。淡色の光では“整った”始状態（初期損傷）が誘発されるのに対し，放射線では“ばらけ
た（多種多様な）”始状態がランダムに生じ，複数の始状態が複合的に作用する。 
 
３．研究の方法 
初期損傷の化学回復の時間分解測定（担当：山下真一，

于暠）では，DNA のモデル分子としてヌクレオチドを用
い，最も酸化されやすい核酸塩基であるグアニンのヌク
レオチド，デオキシグアノシン一リン酸（dGMP）を用
い，化学回復を時間分解測定（パルスラジオリシス法）
で直接観測した（図 3）。抗酸化剤としてルチンおよびそ
の糖転移体（モノグルコシルルチン）を微量添加し，
dGMP ラジカルのゆっくりとした化学回復過程を数マク
ロ秒から数十マイクロ秒にかけて光吸収の時間変化か
ら観測した。 
時間分解測定（パルスラジオリシス法）への共鳴ラマ

ン分光の導入（担当：山下真一，翁汉钦，于暠，室屋裕
佐）では，体系の設計から始め，装置類の同期精度の改
善により，信号取得に成功した。安定性が高いダイオード励起レーザーを励起光として用い，こ
れを電子線パルスと同期させて試料である水溶液に照射し，ラマン散乱でストークスシフト（分
子結合に対応した波長の変化）した光をポリクロメータで分光し，ゲート付き CCD カメラで検
出した。試料としてはハロゲン化物イオン X−（塩化物イオン Cl−，臭化物イオン Br−，ヨウ化物
イオン I−，チオシアン酸イオン SCN−）の水溶液を用い，水の放射線分解で生じる OH ラジカル
（•OH）との反応で生成する二量体ラジカルアニオン X2

•− の X-X 結合に対応する信号を検出
した。 
安定な DNA 変異の高感度検出および定量（担当：于暠，横谷明徳，平山亮一，山下真一）で

は，大腸菌プラスミド DNA （pUC18）を用いた。pUC18 は大腸菌を培養することで大量に準備
することができ，また，鎖切断（一本鎖切断および二本鎖切断）が生じることによって高次構造
がドラスティックに変化することを利用してアガロースゲル電気泳動法で高感度に検出できる
[Yokoya A, et al. J Phys Chem B 107: 832, 2003]。抽出後の pUC18 は透析により不純物を極力除去
し，微量の抗酸化剤添加の影響を検討できるようにした。pIC18 を希薄水溶液およびフィルムの
試料 [Yokoya A, et al. J Am Chem Soc 124: 8859, 2002] として調製し，X 線照射を行い，生じた安
定変異をアガロースゲル電気泳動法で分離し，臭化エチジウムによって pUC18 を染色した後，
紫外光励起で蛍光画像を撮影し，損傷収率を定量した。この際，塩基部位の損傷も塩基除去修復
酵素を利用することで鎖切断に変換して検出，定量した。抗酸化剤としてアミノ酸を微量添加し，
各損傷の収率の変化を調べた。 
最初期過程での電子挙動の理論計算（担当：佐藤健，石川顕一）では，佐藤らが開発した時間

依存多配置波動関数理論 [Sato T and Ishikawa K. Phys Rev A 94: 023405/1-14, 2016 / Phys Rev A 91: 
023417/1-15, 2015 / Phys Rev A 88: 023402/1-15, 2013.]を利用した。 
 
４．研究成果 
初期損傷の化学回復の時間分解測定により，化学回復に対応する吸収スペクトルの変化がこ

れまでにない明瞭さで観測できた [Yu H and Yamashita S, Free Radical Res 53: 1005, 2019.]。また，
電子引抜反応を起こすアザイドラジカル（N3

•）を利用することで，ルチンによる化学回復の素
過程（メカニズム）についても検討し，•OH に酸化された dGMP ラジカルが，ルチンから水素原
子を供与されることによって化学回復が起こっていることが示唆された（図 4）。 

  

図 4   ルチンによる化学回復の素過程（メカニズム）の検討結果  
[Yu H and Yamashita S, Free Radical Res 53: 1005, 2019.] 

 

 
図 3   dGMP の化学回復 



時間分解測定（パルスラジオリシス
法）への共鳴ラマン分光の導入では，
電子線パルスと励起用レーザーパル
スのタイミングと位置を精度よく合
わせると同時に，検出系の位置と動作
タイミングも精度よく合わせる必要
がある（図 5）。位置合わせは慎重なア
ラインメントによって達成できたも
のの，タイミング合わせ（同期）は加
速器特有のジッタの解消が必要であ
った。また，レーザー発振器にはプレ
トリガを入れる必要もあった。そこで
論理回路を組み込み，遅延発生器を設
置することで同期精度を向上した。最
終的にはジッタを数ナノ秒に抑える
ことに成功した。検出器（ゲート付き
CCD カメラ）のゲート幅（5 ns）と励
起用レーザーのパルス幅（5 ns）も踏まえ，測定系全体の時間分解能は 10 ns となった。ハロゲ
ン化物イオンの水溶液を試料として用い，二量体ラジカルアニオンの信号取得にも成功した。ラ
マン活性によって中間活性種にも観測
可能なものとそうでないものがあるこ
とも確認できた。 
安定な DNA 変異の高感度検出およ

び定量では，微量添加した抗酸化剤の
放射線防護または放射線増感の作用を
検討できるよう，捕捉剤フリーな
pUC18 試料を調製する手法を確立した 
[Yu H, et al. Radiat Res (doi: 
10.1667/RADE-21-00057.1)]。フィルム試
料では線量補正が必要となるため，こ
の点も PHITS シミュレーションにより
定量的に評価した（図 6）。鎖切断およ
び塩基損傷の収率は，pUC18 試料に含
まれる水分量によって必ずしも同じ傾
向を示さず，DNA 近傍の水は十分離れ
た位置に存在する自由水とは異なるは
たらきを持つことが示された。 
最初期過程での電子挙動の理論計算に向け，分子中の電子ダイナミクスを実時間・実空間で追

跡するための計算手法を整備した。本研究開始以前に佐藤らが開発した時間依存多配置波動関
数理論（図 7）は，レーザーや放射線照射下の分子中の電子ダイナミクスを精度良く計算するこ
とができたが，(i) 厳密な計算では電子数に対して計算コストが指数関数的に増大する， (ii) 近
似的な計算では電子数が増えるにつれて計算精度が劣化する，(iii) 有限のシミュレーション領
域の境界に到達した電離電子が非物理的に反射されて分子の近くに戻ってきてしまう，等の問
題があった。そこでまず，定常状態の量子化学計算で有名な結合クラスター法を時間依存量子力
学に拡張し，時間依存結合クラスター法を定式化した [Sato T, et al. J Chem Phys 148, 051101 
(2018)]。これにより(I) 計算コストは電子数に対して多項式スケールで済み，(II) 電子数が増え
ても計算精度が劣化しない「サイズ無矛盾」な時間依存理論を初めて確立した。また時間依存結
合クラスター法に様々な近似を導入す
ることにより，更に計算コストの低い一
連の計算手法を開発した [Pathak H, et 
al. J Chem Phys 152: 124115, 2020 ; Pathak 
H, et al. J Chem Phys 153: 034110, 2020 ; 
Pathak H, et al. J Chem Phys 154: 23104, 
2021.]。特に，時間依存最適化二次摂動
法と呼ぶ手法では，グアニン分子や同程
度の大きさの分子の全電子ダイナミク
ス計算を研究室レベルのワークステー
ションで実行可能である。次に，(III) 水
素原子などの一電子系のみに適用され
ていた無限範囲外部複素スケーリング
法を多電子計算に拡張し，有限のシミュ
レーション領域でも「反射しない境界条
件」を初めて実現した [Orimo Y, et al. 

 
図 5   時間分解共鳴ラマン分光体系 

 
図 6   PHITS シミュレーションで評価した吸収線量 
[Yu H, et al. Radiat Res (doi:10.1667/RADE-21-00057.1)] 

 

図 7 時間依存波動関数理論の模式図 
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Phys Rev A 97: 023423, 2018.]。また，シミュレーション境界面を（反射せずに）通過する電子波
束を時間積分することで光電子スペクトルを直接抽出できる手法を開発した [Orimo Y, et al. 
Phys Rev A 100: 013419, 2019.]。これらの要素技術を統合した分散並列計算プログラムを開発し，
レーザーや放射線下の原子や分子の様々な問題に応用した[Wahyutama IS, et al. Phys Rev A 99: 
063420, 2019 ; You D et al. Phys Rev X 10: 031070, 2020 ; Li Y et al. Phys Rev A 104: 043104, 2021.]。
特に，シクロヘキサジエン分子における電離直後の電子ダイナミクスを実時間・実空間で精密に
可視化できることを実証した（図 8）。以上より，電子挙動を解明するための理論・計算手法が
整備された。これを用い，最初期過程でのイオン化，直接作用による DNA 初期損傷の形成，間
接作用につながる水分解等の理論的解明のための研究を継続していく。 

 
図 8 シクロヘキサジエン分子のシミュレーション結果 
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