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研究成果の概要（和文）：国際宇宙ステーション（ISS）での活動や、火星への宇宙飛行のように、将来、人類が種々
の放射線が錯綜する宇宙空間で長期間滞在する状況を踏まえ、宇宙放射線に人類は耐えうるかを検討し対策を講じるこ
とは重要である。生物は、放射線被曝によりDNAを切断された場合、修復遺伝子によってそのDNAを修復する。我々は、
哺乳動物細胞でもDNA修復機能を活性化することができれば、宇宙放射線に対してより強い耐性を獲得することができ
るという仮説をたて、これを検証するために、Tet-onでヒストンH2AX遺伝子を誘導するES細胞を作製し解析した結果、
発現が２倍に誘導された。

研究成果の概要（英文）： It is important to estimate the influence of space radiation on the human body 
during long stays in space including missions to Internatonal Space Station (ISS), the Earth’s moon, or 
Mars. In order to protect space radiation, we investigate the effect of stimulation of DNA repair genes, 
such as histone H2AX. We made plasmid vector using Tet-on inducing system to produce histone H2AX. The 
vector was introduced in ES cells and H2AX gene was induced to express by Doxycyline addition. It 
resulted in up-regulation of H2AX gene expression and increased number of foci of γ-H2AX foci after 
irradiation.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
真核生物の染色体DNAは，クロマチン構造

を形成している．電離放射線や，化学物質な

どの刺激により染色体にDNA 二重鎖切断

（Double Strand Break；DSB）が生じると，

ヒストンH2AXのSQモチーフに含まれるセリン

139がリン酸化される。その結果クロマチン構

造が緩み，DNA修復因子などが損傷部位にアク

セスできるようになると考えられている。リ

ン酸化したヒストンH2AXはγ-H2AXと呼ばれ，

近年， DSBのマーカーとして用いられている． 

２．研究の目的 

国際宇宙ステーション（ISS）での活動や、

火星への宇宙飛行のように、将来、人類が

種々の放射線が錯綜する宇宙空間で長期間

滞在する状況を考えると、宇宙放射線に対し

て防御することは重要である。生物は、放射

線被曝により DNA を切断された場合、修復遺

伝子の働きによりその DNA 損傷を修復する。

大腸菌では、放射線照射に応答して発現が活

性化され DNA 修復を促す。それに対して哺乳

動物では、放射線照射により修復遺伝子の発

現誘導は起こらず、細胞周期に依存して発現

している。そこで我々は、哺乳動物細胞でも

DNA 修復機能を活性化することができれば、

宇宙放射線に対してより強い耐性を獲得す

ることができると考えた。そのために、ヒス

トン H2AX 遺伝子を高発現誘導できる ES細胞

を作製し、放射線に対して強い耐性を獲得で

きるか検討することが目的である。 

 

３．研究の方法 

(1)ヒストン H2AX 遺伝子 Tet-Oｎ誘導高発現

系 ES 細胞の作製 

マウスヒストン H2AX 遺伝子の開始コドン

にテトラサイクリン（類似物であるドキシサ

イクリン）で発現を誘導する Tet-On システ

ムの転写活性化遺伝子 rtTA2 を挿入した。そ

の下流には、遺伝子改変のためのマーカーで

あるネオマイシン耐性遺伝子を挿入した。さ

らに下流には、テトラサイクリンによる転写

活性化に必要なオペレータ―TRE2 遺伝子を

挿入し、その下流にヒストン H2AX 遺伝子を

連結した。このような構造をもつターゲティ

ングベクターを ES 細胞に導入した。リバー

ステトラサイクリン制御性トランス活性化

因子（rtTA）を発現する Tet-On 調節プラ

スミドと tetO 反復配列をもつテトラサイ

クリン応答因子（TRE）をコードする応答

配列をゲノムを組み込んだ細胞内では、

rtTA は DOX が結合したときにはじめて，

TREへの結合能を持ち，それにより目的遺

伝子の発現が誘導される．つまり，Tet-On

システムを組み込めば，DOX の量を増加

することで目的遺伝子の発現を促進するよ

うコントロールすることが出来る． 

ヒストン H2AX 遺伝子 Tet-On 誘導発現用遺

伝子改変したマウス ES 細胞は KSR 培地で培

養し，テトラサイクリン誘導体であるドキシ

サイクリン（Doxycycline；DOX）を 1μg/ml

の濃度で添加後 2 日間培養し H2AX を過剰発

現させた．コントロールには Dox を添加せず

に培養したものを用いた． 

 

(2)ES細胞のスプレッド標本作成 

凍結下で放射線照射した H2AX 遺伝子

ヘテロ欠損状態の ES 細胞を用いた．凍結

ES細胞の入ったクライオチューブを 37℃

Water bathで融解し，あらかじめ 37℃に

温めておいた EFM培地 9mlを加え，コニ

カルチューブに移し，よく混和した．

1000rpm×5minで遠心し，上清を取り除き，

細胞を KSR KO DMEM（LIF+）培地で懸

濁し，1％ゼラチンコートした 6cm ディッ

シュにまいた．37℃で 1時間，6時間，24

時間，培養後，それぞれの細胞を回収し，

15ml チューブに移した．1000rpm×5min

で遠心し，細胞を PBS 溶液で洗浄し，

1000rpm×5min遠心後，1mlの 2％パラホ

ルムアルデヒド（PFA）溶液に懸濁し室温

で 20分間固定した． 8000rpm×2minで遠

心後，PBS溶液で細胞を 2回洗浄し，200µl

の PBS 溶液で懸濁した．細胞をサイトス

ピン法により 800rpm×5minで遠心し細胞

をスライドガラス上に接着させた．スライ



ドガラスは数分間風乾後，PBS 溶液で 15

分間静置し，70％エタノール溶液中に 4℃

で保存した． 

ES 細胞をスプレッドした標本を洗浄し、

8％Goat Serum を含む PBS 溶液で 1 時間静置

した（Blocking）． Rabbit 抗γ-H2AX 抗体を

加え，2 時間反応させ、PBS 溶液で洗浄後，

Alexa 488 で 1 時間反応させた． 

 

(3)γ-H2AX フォーカス数の計測法 

γ-H2AX のフォーカス数の検出は，蛍光顕

微鏡を用いて倍率 1000 倍で行った．各条件

での計測は，50～100 個の ES 細胞につき，核

1 個あたりの γ-H2AX のフォーカスの数を Z

軸方向に 5～8枚に断面した像で数えた．Z軸

上に連続する2枚以上の画像に検出される蛍

光信号を大きなフォーカスとし，1 枚の画像

のみに検出されるものを小さなフォーカス

とした． 

 
４．研究成果 

ウエスタンブロットを行った結果、ドキシ

サイクリンを加えた ES 細胞では、非投与の

細胞よりも、約２倍 H2AX タンパクが増加し

ていた。Tet-Onシステムを組み込んだマウ

スES細胞を用いて，Dox投与によりH2AX

タンパクを過剰発現させ， 放射線照射によ

る-H2AXフォーカス数の差を調べた．ま

ず，Dox投与の有無による差について検討

した．非照射時において，Dox投与の有無
によって大きな差は見られなかった．Dox

は H2AXの発現量を Tet-Onシステムによ

って増やすものであり，非照射時では，生

体内で通常細胞増殖などに伴う DNA二重

鎖切断に対しても、普段から存在する

H2AXだけでも，DSBの修復に十分な量で
あるため， Doxによって H2AXを過剰発

現しても，-H2AXフォーカスの数は増え

なかったと考えられる．そこで、H2AX を過

剰発現させたマウス ES 細胞について γ－

H2AX フォーカス数への影響を調べた。ドキシ

サイクリン（Dox）投与群と非投与群の ES 細

胞に放射線を照射し 6時間培養した細胞と，

対照として 0 Gy で 6時間培養した細胞につ

いて，同様の解析を行った．放射線照射をし

ていない 0 Gy の ES 細胞では，Dox 投与した

H2AX過剰発現群とDox非投与群との間でフォ

ーカスの数に変化はみられなかった．しかし、

照射をした場合、Dox 投与した H2AX 過剰発現

群の ES 細胞の方が対称群と比べてγ－H2AX

フォーカスの数が多かった．また、核あたり

多くのフォーカスを持つ細胞が多く認めら

れた．このような結果は、ヒストン H2AX 遺

伝子発現誘導により、修復を行っている部位

が多いことを示しており、修復遺伝子の過剰

発現の効果が修復と関連する結果が得られ

た。今後このような細胞において、放射線感

受性が高まるか検討する。今回 Tet-On シス

テムを用いたにも関わらず、遺伝子導入した

細胞は、通常の２倍程度の発現になった。よ

りヒストンH２AX遺伝子の高発現の細胞がそ

の効果の検討に必要であると考え、今後は、

誘導ではなく、安定に H2AX を高発現する系

を用いることが必要であると考えられる。ま

た、ヒストン H２AX 遺伝子だけでなく、DNA

二重鎖切断のプロセシングに関する MRE11, 

Rad50 等の遺伝子や、相同組換え(Homologous 

Recombination) 修復に関する Rad51, Rad54

などの遺伝子、また、非相同末端結合

（Non-homologous End Joining）に関する

Ku70, Ku80, DNAPKcs, XRRC4, DNA ligase な

どの遺伝子、また、ATM, ATR など DNA 損傷の

調節に係る遺伝子についても誘導系を作製

していくことが必要である。 
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