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研究成果の概要（和文）：損傷乗り越えDNA合成（以下TLS）は、ヌクレオチド除去修復とともに、紫外線損傷の重要な
修復機構である。しかし、これら二種類の修復機構のヒト細胞の分化発生ならびに太陽紫外線程度の緩照射での役割は
不明であった。本研究では、紫外線の緩照射装置の開発とTLS欠損細胞株の樹立を行った。実験結果は太陽紫外線程度
の緩照射ではTLSが主要な役割を果たしていることを示した。また、Nbs1欠損マウスES細胞と同マウス繊維芽細胞を用
いて紫外線感受性を検討した結果、TLSの機能が成体と胚で異なることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：Translesional DNA synthesis (TLS) and nucleotide excision repair (NER) are two maj
or pathways to repair UV-induced DNA damage, although their contributions under the sun-light or during th
e embryogenesis remain elusive. We developed here the UV-exposure apparatus at low dose rate, like sun-lig
ht, and also established the TLS-defective cell line. Present results showed that TLS is a critical repair
 pathway under low dose-rate of UV exposure, in comparison with that of NER, and both pathways have a diff
erential role in the embryogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
 損傷乗り越え DNA 合成 (Translesional 
DNA synthesis: TLS)は紫外線損傷の重要な
防御機構であり、その欠失は色素性乾皮症バ
リアント患者に見られるように紫外線高感
受性および皮膚がんを高頻度に誘発する。
TLS では複製型ポリメレースδ/εから TLS
型ポリメレースηへのスイッチが起こるが、
その開始機構は長い間不明であった。申請者
のグループは、放射線感受性遺伝病として知
られナイミーヘン症候群の蛋白 NBS1 がユ
ビキチン・リガーゼ RAD18 を損傷部位にリ
クルートすることにより TLS を開始するこ
とを報告した（Yanagihara H, Mol Cell 
2011）。実際、NBS1 欠損のマウス皮膚線維
芽細胞では紫外線高感受性となる。しかし、
興味あることに、NBS1欠損のマウス ES細
胞 で は 紫 外 線 高 感 受 性 が 見 ら れ ず
(Brugmans L, DNA Repair 2009)、細胞の分
化程度により TLS の寄与が異なる可能性が
ある。実際、線虫のヌクレオチド除去修復
(NER)では、転写に共役した経路(TC-NER)
が発生後期で、ゲノム全体で働く経路
(GG-NER)が発生初期で優勢であり、発生ス
テージにより修復経路が異なることが知ら
れている(Lans H, Plos Genet 2010)。一方、
岩崎（菱田）のグループは酵母の TLS 欠損
株を用いて、実験室で用いる高線量率照射と
比較して、環境中の太陽紫外線レベルの線量
率では、TLSが NERに比較して大きな役割
を果たすことを報告した(Hishida T, Nature 
2009)。しかし、ほ乳類細胞でも同じなのか
現在までに確認できていないので、ヒトやマ
ウス細胞を用いた TLS の線量率効果の実証
実験が必要である。 
２．研究の目的 
 夏の太陽に曝されると、チミン二量体のよ
うな紫外線損傷が皮膚細胞一個に１日あた
り約１０万個発生する。この DNA 損傷は基
底組織の幹細胞とその分化細胞の両方に誘
発されるが、特に幹細胞の紫外線感受性が皮
膚障害の重篤度と密接に関連する。損傷乗り
越え DNA合成（以下 TLS）は、ヌクレオチ
ド除去修復とともに、紫外線感受性の重要因
子である。従来の TLS 生物実験では皮膚線
維芽細胞のような分化細胞を用い、また太陽
紫外線の数百倍の線量率で照射されるなど
実体が環境中とかけ離れた条件で研究され
てきた。本研究では、TLSを開始させる蛋白
NBS1を欠損したモデルマウスの ES細胞と
成体マウス線維芽細胞、およびそれぞれの野
生型細胞を、太陽紫外線レベルの低線量率で
照射して、環境中における TLS の防御的役
割とその分子機構を明らかにする。 
３．研究の方法 
 実験室で通常使用される紫外線殺菌灯は
例え 4W 程度でも 8.6 μW/cm2 (at 1ｍ)の出
力がある。CO2 インキュベーターに設置する
場合に、光源と細胞皿間の距離はせいぜい
40cm しか取れないので、そのときの紫外線強

度は 53 μW/cm2(at 40cm) (=32 J/m2/min at 
40cm)となる。これは、地球表面での晴天時
の 254nm 紫外線線量率 0.1 J/m2/min の約 300
倍の強度である。このため、減光フィルター
（ND フィルター:オプトライン社特注）を用
いて紫外線強度を減少させる紫外線の低線
量率照射装置を開発する。また、この紫外線
照射は数時間におよぶので、通常の紫外線照
射のように一時的に培養液を除去して細胞
上面から照射出来ない。このため、37℃恒温
CO2 インキュベーター内で石英ボトモ培養皿
を用いて下面から照射する。紫外線は、炭酸
ガスならびに水分により吸収されるので、紫
外線強度が減弱、また紫外線殺菌灯のスペク
トルも低波長側にシフトすると予想される。
はじめに実際に細胞が受ける線量率をにお
いて正確に実測する。 
 哺乳類細胞における低線量紫外線照射の
効果： 酵母細胞を用いた実験系では、TLS
欠損細胞において観測される紫外線感受性
が環境レベルの線量率で顕著に増感される
(Hishida T, Nature 2009)。そこで、野性型
マウス 3T3 繊維芽細胞および Nbs1 欠損マウ
スの皮膚線維芽細胞由来の A31-1 細胞
（Yanagihara, Mo. Cell, 2011）、ヌクレオ
チド除去修復欠損 XP 細胞に紫外線を、急照
射（約 20 J/m2/min）および緩照射（約 0.1 
J/m2/min）したときのコロニー法による細胞
生存率を定量評価する。また、ヌクレオチド
除去修復で修復されやすい 6.4 光産物と TLS
により修復されるシクロブタン型チミン二
量体を個別にEliza法で定量する。次に、Nbs1
欠損マウスの ES 細胞、のΔB/ΔB 細胞
（Brugmans L から入手済み、Yanagihara, Mo. 
Cell, 2011）を用いて、紫外線照射に対する
細胞生存率と細胞増殖への影響を検証する。 
 
４．研究成果 
 始めに、太陽紫外線と同じ強度の照射装置
を通常の 37 度の CO2 インキュベーター内に
設計した。太陽紫外線の UVB 強度は
15.2kJ/m2/日として、この紫外線照射により
同等の DNA損傷(0.6 CPD/kbp)を誘発する UVC
強度を 40J/m2 と計算した。続いて、紫外線
線源と石英製の培養皿の距離と neutral 
density filter(NDフィルター)を用いて太陽
紫外線と同程度の 0.1J/m2/分の紫外線線量
率の照射装置を作製した（下図）。 



 
 この装置を用いて、NBS1 欠損 A31-1 細胞と
XPC欠損細胞に各線量のUVを照射してコロニ
ー法による線量-生存率曲線を求めた。その
結果、野性型の細胞では紫外線急照射 AcUV
に比較して緩照射(0.1J/m2/分:CLUV)では生
存率が大きく回復した。それに対して NBS1
欠損細胞では、緩照射による生存率回復は部
分的であった。一方、XPC 欠損細胞では、野
性型細胞と同程度の回復が緩照射により得
られた。 

 
 
紫外線照射により二種類のDNA損傷が誘発す
ることが知られている。すなわち、TLS が関
わるシクロブタン型チミン二量体とヌクレ
オチド除去修復が関わる 6-4 光産物である。
Elisa 法を用いて紫外線照射後のそれぞれの
DNA 損傷を定量した結果、6-4 光産物はいず
れの細胞でも緩照射により除去されていた。
これに対してシクロブタン型チミン二量体
は緩照射でも細胞内にDNA損傷として残存し
ていた。 

 
 
このことから、緩照射ではシクロブタン型チ
ミン二量体のDNA損傷の除去能力が細胞生存
率に直接影響しており、同損傷を除去する能
力が欠失した NBS1 欠損細胞が緩照射でも高
感受性であることの原因と思われる。このこ
とは、先行する酵母を用いた研究で(Nature, 
2009)、TLS 欠損細胞が緩照射に対して高感受
性であることと一致する。 
 続いて、Nbs1 欠損マウス ES 細胞と同マウ
ス繊維芽細胞を用いて紫外線感受性を検討
した。Nbs1 ノックアウトマウスは胎生致死で
ある事が知られているので、通常は ES 細胞
のみが入手可能である。我々は、偶然得られ
たキメラマウスの成体から繊維芽細胞を樹
立して実験に用いた。その結果、Nbs1 欠損マ
ウス ES 細胞の紫外線感受性はわずかである
が、Nbs1 欠損マウス成体繊維芽細胞は顕著な
紫外線高感受性を示した。ヌクレオチド除去
修復では胚発生ではゲノム全体で働く経路、
そして成体では転写に共役した経路が使わ
れることが知られているので Plos Genet. 

2010)、我々の結果は TLS の機能が成体と胚
で異なることを示唆している。 
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