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研究成果の概要（和文）：放射線で生じるDNA二重鎖切断(DSB)の主要な２つのDSB修復系路（相同組換えと非相同末端
結合）を中心に、DSB修復過程と突然変異や遺伝的不安定性を直接的に関連づけて解析するために、時間と部位を制御
してゲノムDNAにDSBが導入でき、その修復効率や精度と突然変異誘発を解析できる新たな視点に立った細胞系を樹立し
た。また、配列特異的人工ヌクレアーゼにより内在ゲノムに部位特異的DSBを導入する突然変異実験系を樹立して解析
した結果、DSB修復の効率と質はそれぞれ異なる修復経路に依存することや、N末変異NBS1タンパク質の発現が遺伝的安
定性を変えることなく放射線感受性を上昇させることなどを発見した。

研究成果の概要（英文）：DNA double strand break (DSB), which is often induced by ionizing radiation, is 
one of the most serious DNA damage. To clarify the relationship between DSB repair pathway and mutation 
induction, we developed a site-specific DSB induction system by using artificial nucleases. We analyzed 
DSB repair efficiency and mutation spectrum at the DSB site, and found that efficiency and accuracy of 
DSB repair could be separately regulated. We also found that mutation at FHA domain of NBS1 renders the 
cells to be sensitive to radiation without increase in mutation frequency. A part of our findings were 
reported as several papers in scientific journals.

研究分野： 放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 
 たとえ低線量であっても放射線に照射
された細胞内のDNAにはDNA二重鎖切断
(DSB)が生じる。その大半は再結合（修復）
されているが、修復不能な損傷や修復ミ
スは、細胞の致死や突然変異を誘発する
ことになるため、DSB修復やそれに伴うシ
グナル制御は、放射線の生物影響を評価
する上で特に考慮すべき重要な要素とな
る。DSB修復機構とその結果として現れる
突然変異や癌化などとの関係を解明でき
れば、環境および人工放射線のリスク評
価において、遺伝的バックグラウンドの
ような生物学的な要因を考慮する際の重
要な情報が得られ、よりきめの細かい評
価が可能となるはずである。 
 DSB の修復機構には、非相同末端結合
(canonical non-homologous end joining: 
c-NHEJ) と 相 同 組 換 え (homologous 
recombination: HR)の 2 つの主要な経路
が存在し、細胞周期によってこれらの経
路を使い分けることでゲノム安定性が保
たれている。それらの分子機構に関する
個々のタンパク機能が少しずつ明らかに
なるなかで、HR と NHEJ という単純２
分類ではなく、より詳細な DSB 修復の区
別も提唱されており、修復機構に関わる
タンパク機能と DNA 修復の精度、さらに
は DNA 損傷に起因する遺伝子変異など
との関連はいまだに未解明のままである。
そのため、DSB 修復からゲノム安定性維
持に関わる全容を解明するには、修復と
細胞周期、タンパク質相互作用の時間的、
空間的な関係と修復の結果を明らかにす
る新たな切り口が必要であった。特に、
個々のタンパク機能に支えられた DSB
修復機構全体と、実際に細胞や個体に現
れる突然変異とを直接に関連づけて理解
しようという実験的アプローチはほとん
ど例がなく、新たな手法を取り入れるこ
とが必須であった。本課題では、これま
での研究によって独自に樹立した新規の
HR 解析細胞系に、人工酵素であるジンク
フィンガーヌクレアーゼ（ZFN）をはじ
めとしたゲノム編集酵素を組み合わせる
こととした。 

 
２．研究の目的 
 本研究課題では、HRとNHEJという２
つのDSB修復系路に関わるタンパク機能
について、「修復精度の制御」という新た
な視点から解明することを目指した。具体
的には、(i) HRに必須なNbs1とNHEJに必
須なKu70のダブルノックアウト細胞が生
存可能なことから、この２つのタンパクに
依存しない修復経路の実体を解明するこ
と、(ii) 部位・時間制御が可能なHR修復
レポーターを用いてDSB修復効率と細胞
周期および修復関連タンパク質の制御シ
グナルとの関係を解明すること、そして

(iii) 配列特異的人工ヌクレアーゼである
ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ZFN）を
用いて、内在するゲノムDNA中に部位特
異的なDSBを１箇所だけ導入し、突然変異
を解析できる新規の細胞実験系を樹立す
ること、の3点を目指した。(i)および(ii) の
研究には、HRとc-NHEJのそれぞれにお
いて中心的な制御因子であるNBS1と
Ku70のダブルノックアウト細胞に加えて、
部位・時間特異的なDSB導入が可能なHR
修復のレポーターアッセイ系を使用し、
(iii)の実験系は新たに樹立をするものであ
る。iiiの細胞系樹立後には、DSB修復と突
然変異頻度や変異スペクトルとの関係を
明らかにしてゆく。これらをもとにDNA
損傷修復の制御から遺伝的不安定性につ
ながる機構を包括的に解明する糸口をつ
かむことを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 本課題の採択以前に、Nbs1 と Ku70 の
ダブルノックアウト細胞の性質については
解析がかなり進み、目的の ii にあげた細胞
系についても樹立済みで本格的な解析を始
めたところであった。また、iii の細胞系に
ついては ZFN のデザインが完了して細胞
系樹立に取り組むところであった。しかし、
東日本大震災により多くの試料を失った事
により、研究そのものがかなり後退するこ
とになった。本課題はそれを受けて研究全
体を再構築したものである。これまでの研
究で樹立した下記(2)の細胞実験系につい
ては、一部は凍結ストックの無事が確認で
き、研究開始初期に再樹立できたので、こ
れらを用いてあらためてデータを収集する
とともに、ほぼ振り出しに戻った(3)の ZFN
による突然変異系を立ち上げることを目指
した。用いた細胞および樹立を目指した細
胞の概要は下記のとおりである。 

 (1)ハムスター細胞にヒトＸ染色体を導入
した突然変異高感度検出系(Tauchi et al. J. 
Radiat. Res.2009)。この細胞は 0.2Gy とい
う低線量の放射線でも有意な突然変異の上
昇が認められることが確認できている細胞
系である。この細胞を用いて変異 NBS1 に
より HR 機構をかく乱した細胞を樹立して、
放射線感受性や体細胞突然変異の頻度およ
びスペクトル解析を行った。 

(2)時間および部位特異的 DNA 切断が制御
できる HR 修復効率アッセイ系。このアッ
セイ系は、ネオマイシン耐性遺伝子の再構
築を利用した SCneo を改造したレポータ
ーコンストラクト（Tauchi et al. Nature 
2002）を 1 コピーだけゲノム中に導入した
ヒト細胞に、薬剤による細胞内局在制御が
可能な I-SceI を発現させたものである。
DSB 導入が薬剤処理後 1 時間程度の間に
起きることがリアルタイム PCR による解
析で確認できている。この細胞は、HR 修



復頻度および DSB 再結合効率と細胞周期
との関連の解析に用いる。 

(3)人工酵素を用いた部位特異的 DSB によ
る突然変異アッセイシステム。ZFN は、人
工的にアミノ酸配列を設計した２つのジン
クフィンガーモチーフにより認識塩基配列
を高い自由度で設定できるエンドヌクレア
ーゼである。この酵素に関する最初の報告
は 1998 年（Bitinaite et al. PNAS 1998）
であるが、最近になって Zn フィンガーヌ
クレアーゼによって標的遺伝子に１箇所の
DSB を導入してその後に起こる c-NHEJ
を利用するというアプローチによるノック
アウトマウスの作成が次々に公表されてい
る（Guerts et al. Science 2009 ほか）。こ
の酵素の標的として、突然変異検出によく
用いられる Hprt を選び、発現ベクターの
委託作成が平成 22 年度末に完了していた
が、東日本大震災により試料の大半を失っ
た。そのため、かろうじて救出できた菌体
から ZFN 発現プラスミドを再回収し ZFN
の改良に取り組むとともに、システムに最
適な細胞系の探索と、その細胞を用いての
DSB 修復経路と突然変異頻度や変異スペ
クトルの解析を行った。最終的に、DSB 導
入のタイミング制御系までの樹立は困難で
あることが判明したが、細胞系を変えるこ
とで ZFN による単一DSB 誘発性突然変異
の解析が可能となった。この細胞を用いて
DSB 修復経路と突然変異との関連の解明
に取り組んだ。 
 
４．研究成果 
以下に主な研究の成果の概要を項目立てて
示す。 
(1)突然変異の高感度検出系を用いた DSB
修復と細胞感受性・遺伝的安定性の解析 
 課題代表者らは以前に、NBS1 タンパク質
は HR 修復の制御に必須の因子であること
を報告した（Tauchi et al.Nature 2002）。
特に、NBS1 の N末端に位置する FHA ドメイ
ンによる MRN 複合体の局在制御が、HR 修復
能と深くリンクしており、NBS1 の FHA ドメ
インが HR 修復制御に重要であることもわ
かっていた（Sakamoto et al. Oncogene 
2007）。そこで本研究では、突然変異の高感
度検出系に、FHA ドメインを変異させたヒ
ト NBS1 を高発現させ、HR 修復能を低下さ
せた時に放射線感受性と突然変異の関係が
どう変化するのかを調べた。 
 まず、ハムスター細胞の Mre11 および
Rad50がヒトNBS1と相互作用するかどうか
を免疫沈降法により確認し、発現させたヒ
トNBS1がハムスターMre11/Rad50と相互作
用して MRN 複合体を形成できることが確認
できた。次に放射線照射後の MRN 複合体に
よる DNA 損傷フォーカス形成を調べたとこ
ろ、以前にヒト細胞で確認された結果と同
様に、FHA ドメインに変異がある NBS1 を発

現させた細胞ではフォーカス形成が不十分
となり、HR 修復能が低下していることが推
測された（図 1）。 

そこで、HR 修復能が確かに低下しているか
を確認するため、トポイソメラーゼ阻害剤
であるカンプトテシン感受性（カンプトテ
シンによる損傷は主に HR によって修復さ
れる）を調べた。その結果、FHA ドメイン
が変異紫檀 BS1 を発現する細胞はカンプト
テシンに高感受性であり（図２）、DNA 損傷

誘発フォーカス形成不全と一致する結果が
得られたので、ヒト細胞での HR 修復能解析
結果と合わせて、この細胞でも変異 NBS1
が HR 修復能を低下させていると結論づけ
た。次に、これらの細胞を用いて、X 線照
射後の体細胞突然変異頻度に HR 機能の攪
乱がどう影響するのかを解析した。その結
果、FHA ドメイン機能を失わせた NBS1 を発
現させても突然変異頻度は変化しないこと
が明らかとなった。なお、低い線量（2Gy）
では、全長 NBS1 を高発現することで突然変
異頻度がやや上昇する傾向が見られたこと

 

 図１.損傷応答フォーカスの解析結果 
  （Ohara et al.2014 より） 

 
 図２ .正常および変異 NBS1 発現細胞の 
    カンプトテシン感受性解析結果 



は、後述の部位特異的 DSB による突然変異
の途中経過と合わせると大変興味深い。 
 FHA ドメイン変異 NBS1 の発現は、HR の機
能低下により細胞の放射線感受性をあげる
一方で、ゲノム安定性にはほとんど影響し
ないという我々の結果は、NBS1 の FHA ドメ
インが、がん放射線増感の有効な分子標的
となり得るものであることを強く示唆する
成果といえる。 
 

以上の成果は、Ohara et al.2014 の論文と
して J. Radiat. Res.誌に報告した。 
 
(2)ZFN を用いた新たな突然変異検出系の
樹立と解析 
 この項目では当初、より高感度での検出
を目指してヒトＸ染色体導入ハムスター細
胞を用いた突然変異の高感度検出系を用い
ることを計画した。しかし実験を進める中
で、この細胞系では自然誘発突然変異の頻
度が高いために ZFN 誘発突然変異でない変
異体が多数出現し、変異スペクトルの解析
が困難であることが判明した。そこで、い
くつかのヒト培養細胞系（hTERT 不死化株
および SV40 不死化株）を用いて、より高効
率で ZFN 誘発変異体が検出できる細胞を探
索した。その結果、時間制御を可能にする
ことはできなかったものの、有効なデータ
が取得できる細胞アッセイシステムを組み
上げることができた。この細胞を用いた解
析により、DSB 修復の最初の過程である末
端プロセシングが突然変異の誘発に大きく
関わることが明らかとなった。論文投稿の
都合で詳細は記載しないが、現在は解析結
果を論文として公表するための取り組みを
続けている。これに加えて、CRISPR/Cas9
による新たなゲノム編集酵素系についても
テストした結果、こちらも有効に動くこと
が確認できたが、突然変異の誘発効率は

ZFN とはあまり差がなかった。本研究の中
で、ZFN を基本として制御因子を融合した
タンパク質では DSB 導入効率が極端に低下
することがわかったので、今後は Cas9 酵素
による DSB 導入の時間制御にも取り組んで
ゆく予定である。 
 
(3)制御された DSB による HR 修復とその修
飾要因の解析 
 本課題のもうひとつの主要な細胞系であ
る時間・部位特異的 DSB による相同組換え
修復系については、本課題の開始前にほぼ
樹立していた細胞系（震災で一部クローン
が消失）を再構築し、これら用いた解析を
実施した。 
 本課題で再構築した時間・部位特異的な
DSB による HR 修復アッセイ系では、レポー
ターに DSB を導入するヌクレアーゼに核移
行制御機能を有するペプチドを付加してい
る。実際に、薬剤処理で核移行を刺激する
と刺激後30分から1時間後までの間にDSB
導入量がピークに達することが確認できて
いる。そこで、細胞周期を同調あるいは損
傷応答キナーゼの阻害による HR 修復効率
の変化を調べたところ、いくつかの新たな
発見を得ることができた。特に、細胞周期
を通じての HR の制御については、従来の時
期に限定されていない可能性が強く示唆さ
れた。本課題の終了時点では、これらの新
たな発見をさらに裏付けるデータもほぼ取
得できており、追加実験を加えながら成果
の主要部分に関する論文の受理に向けた取
り組みを継続しているところである。 
 なお、本項目の成果の一部は、J. Cell Sci.
誌（2014）および J. Radiat. Res.誌（2012）
に掲載されている。 
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