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研究成果の概要（和文）：低線量放射線のモデルとして、制限酵素I-SceI部位を利用し、ヒト細胞ゲノム中にた
った一つのDSBを発生させる系を構築した。この系により、DSBは組み換え修復（HR）よりも、主に非相同組み換
え（NHEJ）により修復され、短いDNAの欠失を主として引き起こすことを明らかとなった。BLMをノックアウト
（KO）した細胞を用いて本系を構築し、DSB修復機構を検討した。BLM―KO細胞では交差型の遺伝子変換、非交差
型の長い遺伝子変換、欠失等の複雑な突然変異が誘発されたことから、BLMの欠損は組み換え中間体であるホリ
デー構造を不安定化させ、ゲノムの広範囲での欠失や組換えをもたらすものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：As a model for low dose radiation, I developed a system that generates only 
one DNA double-strand breaks (DSB)DSB in the human cell genome using a restriction enzyme I-SceI 
site. This system revealed that a DSB mainly causes small deletions by non-homologous end joining 
(NHEJ). Involvement of homologous recombination (HR) was less than 10% of the whole. In addition, in
 order to elucidate the mechanism of genome integrity, I focused on recombination repair between 
chromosomes. I constructed BLM knocked out (KO) cells using genome editing technology in the system.
 In BLM-KO cells, the enhancement of spontaneous HR frequency, cross-type gene conversion, 
non-cross-type long gene conversion, and deletion were frequently observed. BLM was considered to be
 involved in the maintenance of Holliday structure, and the defect destabilizes Holliday structure, 
leading to the deletion and recombination of the genome in a large area.

研究分野：放射線生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線はゲノムに対して最も重篤であるDNA二本鎖切断（DSB）を誘発し、それが、がんの主たる要因と考えられ
ているが、放射線はそれ以外の損傷（酸化ストレス、一本鎖切断等）も引き起こすため、DSBの修復機構や、が
ん化への関与の研究は非常に困難である。本研究では制限酵素に注目し、たった一つのDSBをヒト細胞のゲノム
中に発生させる究極の低線量モデルを世界で始めて構築した。これによりDSBには閾値が存在せず、高い確率で
突然変異を誘発することを明らかにし、放射線のリスク評価の考えを前進させた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）放射線はゲノムに対して最も重篤である DNA二本鎖切断（DSB）を誘発し、それが、
がんの主たる要因と考えられている。一方、放射線はそれ以外の損傷（酸化ストレス、一本鎖
切断等）も引き起こすため、ゲノムにはそれら損傷が混合して影響を与える。そのため、DSB
のみの影響を評価することは困難である。そこで外来性の放射線を使わず、I-SceI制限酵素に
注目し、ゲノム中にたった 1つの DSBを発生させる系を思いついた。 
 
（２）本系はゲノム中のたった一つの DSB の運命を完全にトレースすることができるため、
DSB修復機構の研究にも有用であると直感した。ブルーム症候群の原因遺伝子である BLM遺
伝子をノックアウトした細胞を作成し、そこでの DSB の運命を正常細胞と比較することを思
いついた。また、当時、ゲノム編集技術が登場したばかりであり、ノックアウト細胞の作成が
容易になったことも研究の背景の一つである。 
 
２．研究の目的 
2011年 3月 11日の東日本大震災によって引き起こされた、福島第一原発での事故による一般
住民への放射線の被爆は、日本国民へ大きなパニックを引き起こし、改めて放射線に対する安
全性確保の重要性が叫ばれている。国民の最大の関心事は、福島県を含む北関東全域におよぶ
土壌中の低レベル放射線と、農水産物等を介して暴露する可能性のある低レベルの内部被曝に
よる健康影響である。低レベルの被爆であっても DNA に損傷を与え、将来的にがんを引き起
こすリスクは否定できないとの考えが国民を不安に陥れている。しかしながら、低レベルの放
射線のリスク評価は、高レベル放射線での実験結果からの外挿によるものであり、また、研究
者によって、低レベル領域では閾値のない一時関数的外挿モデル、修復効率を考慮した閾値モ
デルなど、リスク評価に大きな影響を与える異なった考えが提唱されている。従って、低線量
放射線の DNA に対する影響はほとんどわかっていないし、リスク評価も推測の域にある。研
究が進まない最大の原因は低線量放射線の生物影響評価が実験レベルでは極めて困難であるこ
とによる。生体に数グレイの放射線を照射すると遺伝的影響として、染色体異常や、突然変異
の誘発が観察されるが、0.1 グレイ以下ではほとんど何も観察されない。放射線のような外的
因子 DNA損傷は確率的起こるため、低用量での観察は困難である。低線量放射線による DNA
損傷の生物影響の研究には、確率的事象に依存しない DNA 損傷モデルを用いたブレークスル
ーが必要である。本研究では 
 
（１）低放射放射線モデルとして制限酵素に注目し、メガヌクレアーゼ I-SceI部位をヒト細胞
のゲノム中に一つだけ導入し、そこに DSBを発生させる。１つの DSBは約 0.05グレイに相
当する。その DSB の運命を完全に追跡することにより、その修復メカニズムの解明と、発生
する突然変異を定性・定量的に解析することにより放射線のリスク評価に利用することを目的
とする。 
 
（２）低放射線モデルとした開発した系を基本として、ゲノム編集技術により DSB 修復遺伝
子欠損細胞を作成する。特に組み換え修復に関与する BLM、p53、GEN1、SLX4 遺伝子に
注目し、それら遺伝子の DSBに対するゲノム安定化機構を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒトリンパ芽球細胞株 TK6 はチミジンキナーゼ（TK）遺伝子のエキソン 4に点突然変異
をもつヘテロ（TK+/-）体である。この細胞の TK＋アリルのエキソン 5の上流約 80 ベースに制
限酵素 I-SceI 部位を導入した TSCE5 細胞（TK+/-）を樹立した。この細胞から自然変異体(TK-/-)
を単離し、そのうちエキソン７に点突然変異を有する TSECR2（-/-）を得た。Amaxa 社の
Nucleofector を用い I-SceI 発現ベクター（pCBASce）を導入することにより TK 遺伝子内に確
実に DSB を発生させることができる。この TSCE5 細胞では I-SceI 部位での DSB が非相同組み換
え（NHEJ）よる欠失変異体（TK-/-）を、TSCER2 細胞では TK-アリル間での相同組み換え修復（HR）
による復帰変異体（TK+/-）を薬剤耐性により検出することができる。これら変異体の遺伝子の
配列を解析し、修復機構を定性・定量的に調査した。 
 
（２）TSCE5、および TSCER2 細胞の BLM 遺伝子のヘリケースドメインをターゲットとして、Zinc 
Finger によるゲノム編集技術を用いて BLM 欠損変異株 TSCE5-BLM、および TSCER2-BLM を得た。
正常細胞と同様に Amaxa 社の Nucleofector を用い I-SceI 発現ベクター（pCBASce）を導入し、
NHEJ よる欠失変異体（TK-/-）と、HR による復帰変異体（TK+/-）を薬剤耐性によりクローニン
グし、TK 遺伝子の配列を解析し、修復機構を定性・定量的に調査した。 
 
４．研究成果 
（１）TSCE5 細胞に I-SceI により DSB を導入したところ、突然変異頻度は 1万倍程度誘発され
た、また TSCER2 細胞に同様に DSB を導入したところ、復帰突然変異頻度は 10万倍以上誘発さ
れた。このことは、DSB は HNEJ 及び HR の両者によって修復されることを示している。しかし
ながら、その絶対頻度は NHEJ の方が 10 倍以上も高く、NHEJ の方が主たるメカニズムであるこ



とを示している。このことは、薬剤耐性を利用せず、ランダムクローニングによって得られた
変異体解析からも支持された。変異体解析からは、95％以上の DSB は 100bp 以下の短い欠失を
誘発し、大きな欠失や再配列等の大きなゲノム変化は少なかった。しかしながら、大きなゲノ
ム変化には、逆向き配列が入れ子のように連続して出現する配列が観察された。これは、DSB
が Breakage-Fusion-Bridge-Cycle によって修復されることを意味している。また、細胞周期に
おける NHEJ と HR の貢献度を解析したが、HR が主に働く、S期、G2 後期においても NHEJ が優
先的に働いた。このことは NHEJ と HR は競合的に働くのではなく、協力的に働いてゲノムの安
定化に寄与していることを示している。 
 
（２）TSCE5 細胞と、TSCER2 細胞から BLM ノックアウト細胞の作成に成功した。これら細胞は
SCE と小核頻度が更新していたことからブルーム症候群のモデル細胞と考えることができる
（図１）。これら細胞の自然突然変異頻度、HR頻度は正常細胞に比べて 10倍以上も高く、この
ゲノム不安定性が易がん発生と関連していることが示唆された。一方、DSB 導入により自然突
然変異頻度、自然 HR頻度は 100 倍以上も増加したが、正常細胞と BLM ノックアウト細胞の差は
顕著では無かった（図２）。HR組み換え体の TK遺伝子周辺のゲノムを検索した結果、正常細胞
では非交差型の短い遺伝子変換が主だったのに対して、BLM ノックアウト細胞では、交差型の
遺伝子変換、非交差型の長い遺伝子変換、欠失も多く観察された。これらの事実から、BLM ヘ
リカーゼは、ホリデー構造の解離に関与し、その解離の速やかに行うことによりゲノム安定化
に寄与しており、その欠損はゲノムの広範囲での HRや欠失をもたらし LOH 型の変異を引き起こ
すことにより、がんがん抑制遺伝子の不活化を誘引し、がんを引き起こすものと結論づけた。 
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