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研究成果の概要（和文）：放射線照射により細胞内のDNAに様々な塩基損傷など複数の損傷が局在化して生じた際に(ク
ラスター損傷）、これらに対して異なる修復系が作用ことによる修復経路間の干渉がが予測される。本研究では、クラ
スターDNA損傷に対する異なる塩基除去修復酵素の作用機序の違いが酵素の活性に影響するか否か明らかにすることを
目的とした。X線を照射したDNAに、NthとFpgの２種類の酵素の処理の順番を変え酵素活性に差があるかどうかについて
調べた。得られた結果は、予想に反し各酵素の活性は作用順序に依存しない事を示した。これはクラスターを構成する
各損傷は十分に離れており、修復系相互の干渉は生じないことを示している。

研究成果の概要（英文）：Ionizing radiation induce localized DNA damage composed of various base lesions (c
lustered damage). It is expected that damage repair enzymes would be interfered at the localized area on D
NA. In this study we aimed to clarify whether the variation of enzymatic processes modify each enzymatic a
ctivities at clustered damage site. DNA samples exposed to X-rays were treated with two base excision repa
ir enzymes, namely Nth and Fpg. The enzymes were added sequentially or simultaneously. Contrast to our ini
tial expectation, change of the order of the enzymatic treatments did not affect the activities of the enz
ymes. This result suggests that, even in a cluster damage site, each base lesions substantially separated 
not to induce interference between each enzymatic pathways. 
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１．研究開始当初の背景 
分子生物学的手法の導入により、放射線

DNA 損傷とその修復に関する分子レベルの
理解が進みつつある。しかし以下のような点
が、素朴な疑問として依然残されている。す
なわち、培養皿状の細胞集団に一様にＸ線を
照射した場合でも、生存してコロニー形成能
を維持する細胞とそうでない細胞に別れる。
つまり、全ての細胞が“半分だけ生存してい
る細胞！”という状態にはならない。これは、
細胞の運命に分岐点があり生存か死かとい
う二つの状態間のどちらのみ可能であるこ
とを示しており、不連続なエネルギー準位し
か許されない量子力学的な事象と似ている。
私たちは、高 LET放射線によりゲノム DNA
状に高密度で誘発した損傷（クラスター損
傷）に対する修復プロセスを解析する過程に
おいて、最初に働いた酵素の産物が結果とし
て次の酵素の活性を変える可能性があるこ
とに気付いた。これは、複数の特定酵素反応
経路間の相関（干渉）により非線形な効果と
して細胞の生死などに至る経路（運命）が選
択されるという、一種のカオス現象であるこ
とが予測される。本申請課題では、非線形効
果（カオス）が現れるか否かを、単純な酵素
修復系を用いて実験的及び理論的に検証す
ることを目指した。 
 
２．研究の目的 
 複数の修復酵素が競合できる基質部位と
して、放射線により生起させたクラスター
損傷を持つ DNAを用いる。これに対して、
様々な修復酵素を順序を変えながら作用さ
せ、その結果 DNA 修復産物の収量がどの
ように影響を受けるかについて明らかにす
る。例えば、修復酵素 Aと Bについて作用
させる順序を変えた事により DNA 修復産
物の収量が異なる場合には、酵素反応の順
序の入れ替えに対する非線形効果が検証さ
れたことになる。本研究では、放射線照射
により細胞内の DNA に様々な塩基損傷な
ど複数の損傷が局在化して生じた際に(ク
ラスター損傷）、これらに対して異なる修復
系が作用ことによる修復経路間の干渉がが
予測される。本研究では 2つ塩基除去修復
酵素を選び、これらのクラスターDNA 損
傷に対する異なるの作用機序の違いが酵素
の活性に影響するか否か明らかにすること
を目的とした。X 線を照射した DNA に、
NthとFpgの２種類の酵素の処理の順番を
変え酵素活性に差があるかどうかについて
調べた。 
 
３．研究の方法 
 クラスターDNA 損傷は、複数の損傷が 放射
線の 1 トラックにより局在化して生成した
状態と定義される。クラスター損傷を高頻度
で誘発するとされている高LET放射線による
DNA 損傷を複数の修復酵素の基質として利用
し、修復経路間の干渉効果の有無を調べた。

照射試料として水和した超らせん構造のプ
ラスミド DNA フィルムを作成した。水和した 
DNA は、生理条件下でのコンフォメーション
である Bフォームを保持している。試料内に
はバルクの水がないため、水の放射線分解で
生じる OH ラジカル等との反応によりランダ
ムに生成する孤立した損傷の生成を極力抑
え、DNA と放射線トラックの直接の反応で生
じたクラスター損傷を浮き彫りにすること
ができる。この水和薄膜試料に対して、加速
器（原子力機構・高崎研究所 TIARA 及び放医
研・HIMAC)から得られるヘリウム、炭素及び
ネオンのイオンビームをLETを変えながら照
射し、修復酵素との反応を調べた。 
 本研究では、8 オキソグアニンなどのプリ
ン塩基損傷及びジヒドロチミンなどのピリ
ミジン塩基損傷を、それぞれ特異的に除去す
る Fpg 及び Nth 酵素を用いた。これらの酵素
はそれぞれの基質である塩基損傷を除去す
るとともに、DNA 鎖の切断を行う。二つの酵
素を逐次的に順番を変えて、あるいは同時に
照射試料に作用させ、プラスミド DNA のコン
フォメーション変化を電気泳動法などによ
り観察した。損傷部位に作用した修復酵素の
働きにより、複数の損傷部位に DNA 鎖切断が
生じると、結果としてさらに細胞致死性の強
い二重鎖切断損傷に変換されたことによる
分子量変化（DNA の二本鎖切断（DSB）断片）
として検出される（図１の左側の経路）と予
想される。一方、別の酵素（タンパク質 B）
が最初に作用し、結果として生じた DNA の 1
本鎖切断（SSB）と損傷塩基 a の組み合わせ
からなる新しいクラスター損傷構造がつく
られる(図１の右側の経路)と予想される。 

 
図 1 クラスターDNA損傷に酵素作用機序の違い 
 
過去の研究報告では、例えば典型的なグアニ
ン損傷である 8-oxo グアニンが SSBの近傍に
配置されたクラスター損傷は、8-oxo グアニ
ンを除去する修復酵素の活性を大きく阻害
する。すなわち第二の酵素の活性が阻害され



DSB の生成が抑制されるはずである。実験で
は、2 つの酵素処理について、様々に処理の
順番変えて行った。 
 
４．研究成果 
 得られた結果は、各酵素の活性は作用順序
に依存しない事を示した。 
 図 2は、各酵素の働きで試料として用いた
プラスミドDNAの元の構造である超らせん構
造が、照射した炭素イオンの線量と共に減少
する様子を示している。Nth と Fpg を作用さ
せる順序を変えても、結果はほとんど変わら
ないことが明らかになった。さらに、クラス
ター損傷部位に対して酵素の働きにより新
たに作られたDNAの二本鎖切断の頻度も同様
に、図 3に示されるように酵素の処理の順序
には依存しなかった。 

 
図 2 プラスミドDNAの超らせん構造の線量に
対する残存率 
heat: 酵素の処理をしていない対照実験。放射線
照射による DNA の片鎖の直接の切断による元
の超らせん構造の減少を示す。Nth→Fpg、Fpg
→Nth: それぞれ、酵素処理の順番を変えた場合、
Nth+Fpg: 両酵素で同時に処理した場合の、酵
素活性により新たに生じた 1 本鎖切断による超
らせん構造の減少を示す。 

 
図 3 プラスミドDNAに生じた 2本鎖切断頻度
の線量依存性 
heat: 酵素の処理をしていない対照実験。放射線
照射によりプラスミド 1 分子あたりに生じた 2
本鎖切断（DNAの両鎖の同時切断で生じた直鎖
状の分子の割合から算出）の頻度を示す。Nth
→Fpg、Fpg→Nth: それぞれ、酵素処理の順番
を変えた場合、Nth+Fpg: 両酵素で同時に処理
した場合の、酵素活性によりクラスター損傷部
位に新たに生じた 2 本鎖切断による超らせん構
造の減少を示す。 

 私たちは、炭素イオン以外の He イオン、
ネオンイオン及びX線についても同様な実験
を行い、その全てにおいて酵素反応の順序の
違いが明確な活性阻害を誘発することが無
い事を確認した。 
 以上の結果は、クラスターを構成する各損
傷は予想に反して十分に離れており、各修復
系は独立にそれぞれの基質に作用し得るこ
とを示している。このことから、クラスター
損傷という限定された領域における修復反
応の干渉は起きないことが結論された。放射
線による生体応答反応間の干渉は、もっと高
次のレベルで生じている可能性がある。今回
用いた酵素は二つとも塩基除去修復酵素で
あったが、例えばこれらの酵素が 2次的に二
本鎖切断を生じさせた場合、これを修復する
ための非相同末端結合修復、あるいは相同組
換え修復による二本鎖の再結合修復が、どの
ように塩基除去修復と干渉しないように（あ
るは干渉しながら）進行するかは興味のある
点である。今後の研究の進展に生かしたい。 
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