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研究成果の概要（和文）：放射線適応応答では、DNA２本鎖切断（DSB）修復の正確度が上昇していると考えられる。放
射線適応応答に関与するDNA修復機構を明らかにするために、DSB再結合に関与するDNAリガーゼの発現抑制を行った細
胞での放射線適応応答を検討した。その結果、非相同末端結合修復のうち、「古典的経路」（C-NHEJ）で作用するDNA
リガーゼIVが関与していることが明らかになった。これらのことから、放射線適応応答にはDNAリガーゼIVが作用するC
-NHEJが関与しているものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：The radioadaptive response is the induction of cellular resistance to moderate or 
high doses of radiation by previous exposure to low doses. It has been suggested that the frequency of 
mis-rejoining of double-strand breaks (DSBs) is reduced in the radioadaptive response. There are two 
non-homologous end-joining (NHEJ) pathways to directly rejoin two ends of the breakpoint of DNA; 
classical NHEJ (C-NHEJ) and alternative NHEJ (alt-NHEJ). It is also known that DNA ligase IV is involved 
in C-NHEJ, and DNA ligase III in alt-NHEJ. In order to clarify which pathway is involved in the 
radioadaptive response, we investigated the radioadaptive response in the cells with reduced DNA ligase 
activity. We found that the radioadaptive response was suppressed in the cells with reduced amount of DNA 
ligase IV. On the contrary, the radioadaptive response was not suppressed in the cells with reduced 
amount of DNA ligase III. These results suggest that C-NHEJ is involved in the radioadaptive response.

研究分野：放射線生物学

キーワード： 放射線適応応答　非相同末端結合　DNAリガーゼ
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１．研究開始当初の背景 
 細胞に低線量の放射線を照射すると、そ
の後の高線量の放射線照射に対して抵抗
性となる現象がヒトリンパ球で発見され、
放射線適応応答と呼ばれており、低線量放
射線のほか、低濃度の過酸化水素によって
も誘導される。研究代表者はこれまでにマ
ウス胎児由来細胞株m5Sを用いた研究によ
り、10 cGy 以下の低線量のＸ線照射を行う
と放射線適応応答状態が誘導され、さらに
タンパク質リン酸化酵素であるプロテイ
ンカイネース C（PKC）及び p38 MAP カイネ
ースが活性化されることを示し、これらが
作用する細胞内情報伝達系が適応応答に
関与していることを示唆した。実際、PKC
のサブタイプの一つである PKCαの発現量
を低下させたm5S細胞では放射線適応応答
が抑制されることを見出し、PKCαが放射
線適応応答誘導に重要な役割を果たして
いることを示した。 
 しかし、放射線適応応答誘導のメカニズ
ムには不明な点が多い。適応応答によって
染色体異常が減少することから、電離放射
線によるDNA損傷の中でも生物学的に重要
な損傷である DNA２本鎖切断（DSB）の修復
機構が適応応答に関与するものと考えら
れるが、その詳細は明らかでない。適応応
答機構を理解するためには、どのような修
復機構が関与しているのかを解明するこ
とが必要である。 
 研究代表者は、試験管内で DSB の再結合
を解析する実験系を開発し、放射線適応応
答を誘導した細胞ではDSB再結合の効率が
上昇し、しかも正確な再結合が行われるこ
とを明らかにした。このことから、放射線
適応応答では、誤りの少ない DSB 再結合活
性が上昇するか、或いは誤りがちな DSB 再
結合活性が低下し、その結果として染色体
異常頻度が減少するものと推測された。し
かし、上記 2つの可能性のどちらであるか
は不明のままである。 
 DSB 修復機構には、相同組換え修復と非
相同末端結合修復（NHEJ）の２つの機構が
あるが、さらに近年 NHEJ の中に classical 
NHEJ （ C-NHEJ ） と alternative NHEJ
（alt-NHEJ）の２つの経路があることが明
らかにされてきた。これらの２つの NHEJ
経路は、適応応答で働く DNA 修復機構の解
明に新たな道を開くものである。C-NHEJ は
DNA 依存プロテインカイネース、DNA リガ
ーゼⅣ、XRCC4 などのタンパク質が関与し、
比較的正確な再結合を行う。一方、
alt-NHEJはポリADPリボースポリメラーゼ、
DNA リガーゼⅢ、XRCC1 などのタンパク質
が関与し、再結合の際に誤りを起こしやす
いと考えられている。このことから、研究
代表者の試験管内DSB再結合反応の結果は、
これら 2 つの NHEJ 経路の活性化の有無に
よって説明できるのではないかと推論で
きる。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、以上の知見を踏まえて、DNA
リガーゼⅣ及びDNAリガーゼⅢが放射線適
応応答にどのように関与しているかを明
らかにすることによって、２つの NHEJ 機
構が適応応答において果たしている役割
を解明し、放射線適応応答での DNA 修復機
構の全体像を明らかにすることを目指し
ている。 
 
３．研究の方法 
（１）DNA リガーゼの遺伝子発現抑制 
 DNA リガーゼの発現を抑制するために、
RNA 干渉法（RNAi）を用いた。マウス m5S
細胞に RNAi 用試薬である LipofectAmine 
RNAiMAX（インビトロジェン社）を用いて、
発現を抑制したいDNAリガーゼに対する干
渉 RNA（siRNA）を導入した。siRNA には、
インビトロジェン社の Stealth siRNA を用
いた。RNAi においては、用いる siRNA の配
列によって、発現抑制の程度に差があるこ
とが知られているが、インビトロジェン社
からは 1 つの遺伝子に対し 3 種類の siRNA
がセットとして提供されているため、これ
らのうち、最も効率のよい siRNA を検索し
た。後述するように、siRNA 導入後約 1 週
間で放射線適応応答の検討を行うため、
siRNA を導入してから 1 週間後の細胞から
全 RNA とタンパク質を抽出し、これを用い
てRT-PCR法によってmRNA量を分析するこ
とにより、最も遺伝子発現を抑制させるこ
とができる siRNA を選択した。 
（２）微小核形成を指標とした放射線適応応
答の解析 
 （１）により作成した DNA リガーゼ発現
抑制細胞を用いて、微小核形成を指標とし
て放射線適応応答の解析を行った。放射線
適応応答は、細胞周期が G1 期にある細胞
に放射線を照射して解析した。本研究で用
いる m5S 細胞は接触阻止により、極めて容
易に細胞周期を G1 期に揃えることができ
る。siRNA 導入後、約 7 日培養することに
より、ほぼ全ての細胞が G1 期になる。こ
の細胞を低濃度過酸化水素（1 M）で処理
することにより放射線適応応答を誘導し
た。低線量Ｘ線の代わりに低濃度過酸化水
素により放射線適応応答が誘導されるこ
とは既にこれまでに報告されており、我々
も常に用いている。1 M 過酸化水素で細
胞を 5 時間処理した後、Ｘ線 5 Gy を照射
し、細胞をスライドグラス上にまいて、サ
イトカラシン B を含む培地中で培養した。
約 3日間培養した後、細胞を固定し、核を
染色した。サイトカラシン Bによって細胞
質分裂は阻害されるが、核の分裂は阻害さ
れないため、二核細胞が出現する。5 GyＸ
線による損傷を修復できなかった場合に
は、二核細胞中に微小核が出現する。低濃
度過酸化水素により放射線適応応答が誘



導された細胞にＸ線 5 Gy を照射すると、
無処理細胞にＸ線 5 Gy を照射したときに
比べ、放射線適応応答により微小核の出現
頻度は低下する。DNA リガーゼ発現抑制細
胞での微小核頻度を検討することにより、
放射線適応応答が誘導されているか否か
を検討した。 
（３）試験管内 DSB 再結合反応での再結合エ
ラーの DNA 塩基配列解析 
 前述したように、これまでに、3 GyＸ線
を照射した m5S 細胞、および 2 cGy 照射後
3 Gy照射したm5S細胞の細胞核抽出液を用
いた試験管内 DSB 再結合反応によって DSB
再結合活性の検討を行った。その結果、こ
れまでに再結合時に誤りを起こしたこと
によると考えられるマーカー遺伝子欠損
変異プラスミドクローンを多数得ている。
これらのプラスミドのマーカー遺伝子の
塩基配列解析を行った。BigDye Terminator 
kit（Applied Biosystems 社）を用いてシ
ークエンス反応を行い、ABI PRISM310 
Genetic Analyzer（Applied Biosystems 社）
を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
（１）DNA リガーゼ IV 発現抑制細胞での放射
線適応応答 
 DNA リガーゼ IV は C-NHEJ に関与すると
されるDNAリガーゼである。３種類のsiRNA
をマウス m5S 細胞に導入し、RT-PCR 法を用
いて発現量を検討して、siRNA(48)が安定
して DNA リガーゼ IV mRNA の発現量を最も
低下させることができることを見出した
（図 1 (A)）。 
 
 

 
図 1．DNA リガーゼの発現抑制効率 
(A) DNA リガーゼ IV の発現抑制。3 種類の siRNA
を用いて検討したところ、siRNA(48)が常に約30％
程度まで発現抑制した。(B) DNA リガーゼ III の
発現抑制。3種類の siRNA のうち、siRNA(76)が最
もよく発現を抑制した。 
 
 
 続いて、この siRNA を用いた DNA リガー
ゼ IV 発現抑制細胞における放射線適応応
答について、微小核形成を指標として解析
した。その結果、DNA リガーゼ IV 抑制細胞
では適応応答が抑制されることが明らか
になった（図 2）。 

 
図 2．DNA リガーゼ IV 発現抑制細胞での放射
線適応応答 
siRNA(48)によって DNA リガーゼ IV の発現を抑制
した細胞を用いて、微小核頻度を解析したところ、
低濃度過酸化水素で前処理した場合に微小核頻度
がほとんど低下しなかった。 
 
 
 さらに、Ｘ線照射後の生存率を指標とし
て放射線適応応答を検討したところ、DNA
リガーゼ IV 発現抑制細胞では、放射線適
応応答の効果が認められず、微小核形成の
場合と同様、放射線適応応答が抑制されて
いることを示唆する結果が得られた（data 
not shown）。 
（２）DNA リガーゼ III 発現抑制細胞での放
射線適応応答 
 DNAリガーゼIIIはalt-NHEJに関与する
とされる DNA リガーゼである。上記 DNA リ
ガーゼ IV の場合と同様に、３種類の siRNA
のうち、mRNA 発現量を最も低下させる
siRNA を検索したところ、siRNA(76)が最も
効率よく発現を抑制することが明らかに
なった（図 1 (B)）。 
 

 
図 3．DNA リガーゼ III 発現抑制細胞での放
射線適応応答 
siRNA(76)によってDNAリガーゼIIIの発現を抑制
した細胞を用いて、微小核頻度を解析したところ、
低濃度過酸化水素で前処理した場合に微小核頻度
は control 細胞と同程度に低下した。 
 
 この DNAリガーゼIII発現抑制細胞にお
ける放射線適応応答について、微小核形成
を指標として解析した。その結果、DNA リ



ガーゼIII抑制細胞では放射線適応応答が
抑制されなかった（図 3）。 
（３）DNA リガーゼ I 発現抑制細胞での放射
線適応応答 
 本研究開始時には、alt-NHEJ に関与する
DNA リガーゼは DNA リガーゼ III のみであ
るとされていたが、その後に、DNA リガー
ゼ I も alt-NHEJ に関与するという報告が
発表された。このため、DNA リガーゼ I に
ついても、上記と同様に RNAi による発現
抑制を行い、放射線適応応答を検討した。 
 DNA リガーゼ I の発現を抑制する siRNA
を検索し、さらに DNA リガーゼ I発現抑制
細胞における放射線適応応答について微
小核形成を指標として解析した結果、DNA
リガーゼ I 抑制細胞では DNA リガーゼ III
抑制細胞と同様に、放射線適応応答が抑制
されなかった（data not shown）。 
（４）試験管内 DSB 再結合反応での再結合エ
ラーの解析 
 上述したように、Ｘ線 3 Gy を照射した
細胞、および予め 2 cGy 照射後に 3 Gy を
照射した放射線適応応答状態の細胞のそ
れぞれから核抽出液を精製し、試験管内
DSB 再結合反応を用いて、再結合反応を行
ったところ、3 Gy 単独照射の場合は DSB
再結合の効率が低く、再結合時のエラー頻
度も高かった。一方、適応応答状態の細胞
核抽出液では、DSB 再結合効率は高く、か
つ再結合時のエラー頻度も低かった。この
ことは、この試験管内反応系が細胞での放
射線適応応答を反映しているものと考え
ることができる。 
 そこで、このときにどのような修復エラ
ーが生じているのかを検討するために、再
結合エラー部分のDNA塩基配列を解析した。
塩基配列解析の結果、プラスミド配列に見
られた変異は欠失突然変異であった。表 1
に、欠失のサイズと、その欠失を持つプラ
スミドクローンの個数を示す。 
 
表 1 欠失サイズとそのクローン数 
欠失サイズ（bp） 3 Gy 照射 2 cGy + 3 Gy 
13 0 1 
46 5 11 
47 2 0 
52 0 2 
73 1 0 
85 1 0 
113 0 1 
168 0 1 
169 2 0 
185 1 0 
243 0 1 
391 1 0 
416 1 0 
528 1 0 
566 0 1 
607 1 0 

 全体的に、3 Gy 照射の方が、2 cGy + 3 Gy
の場合よりも欠失サイズが大きいことが
表より分かる。例えば、100 bp 以上のサ
イズの欠失を持つクローンは、3 Gy 照射で
は 16 クローン中 7 クローン（44 %）であ
るが、2 cGy + 3 Gy では 18 クローン中 4
クローン（22 %）であり、3 Gy 照射の方が
その比率が高い。この結果から、放射線適
応応答状態にある細胞では、Ｘ線照射のみ
の場合に比べてDNAの欠失範囲が小さいも
のと考えられる。 
（５）考察と結論 
 本研究では、放射線適応応答の過程に、
C-NHEJ と alt-NHEJ のどちらの経路が関与
するかを検討するために、それぞれの経路
に関与するとされるDNAリガーゼの発現を
抑制した細胞を用いて、放射線適応応答を
解析した。その結果、C-NHEJ に関与する
DNA リガーゼ IV の発現を抑制した場合に
は放射線適応応答が抑制されたが、
alt-NHEJ に関与する DNA リガーゼ III お
よび DNAリガーゼIの発現を抑制した細胞
では放射線適応応答に影響はなかった。こ
れらのことから、放射線適応応答には DNA
リガーゼIVが作用するC-NHEJが関与して
おり、alt-NHEJ の寄与は少ないものと考え
られる。 
 RNAi法によってDNAリガーゼの発現抑制
を行ったところ、DNA リガーゼ III では高
い効率の発現抑制が見られたが、DNA リガ
ーゼ IV では約 30 %程度しか発現抑制がさ
れなかった（図 1）。DNA リガーゼ IV は生
存に必須の酵素であるとされており、DNA
リガーゼ IV を欠損したマウスは胎生致死
となる。細胞が生存するにはある程度の
DNAリガーゼIV活性を維持する必要がある
ため、完全な活性抑制ができなかったもの
と考えられる。DNA リガーゼ IV 発現抑制細
胞では、過酸化水素前処理をして放射線適
応応答を誘導した場合に、前処理無しの場
合よりも微小核頻度がわずかに低下し、放
射線適応反応がある程度残っているよう
に見える（図 2）が、これは恐らく部分的
に残存している DNA リガーゼ IV 活性によ
るものと考えられる。 
 C-NHEJ は alt-NHEJ よりも DSB 修復の正
確度が高いとされていることから、放射線
適応応答においては C-NHEJ 活性が上昇す
ることによって、修復の正確度が上昇して
いるものと推測される。また、試験管内 DSB
再結合反応での修復エラーを解析したと
ころ、適応応答条件の細胞では DNA の欠失
範囲が小さくなることが明らかになり、こ
のことも C-NHEJ の関与を示唆している。 
 本研究の結果から、放射線適応応答は
C-NHEJ 活性が上昇することによって生じ
ているものと考えられるが、どのような機
構によって C-NHEJ 活性が上昇するのかは
明らかでない。C-NHEJ 活性の調節機構に関
する研究はこれまでのところほとんど行



われていない。研究代表者は、これまでに
protein kinase Cと p38 MAP kinase が
放射線適応応答誘導に関与することを明
らかにしてきた。これらの細胞内シグナル
伝達経路が C-NHEJ 活性の調節に関与して
いる可能性が考えられる。今後、放射線適
応応答時の C-NHEJ の調節機構の解明が必
要であると思われる。 
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