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研究成果の概要（和文）：本研究の一連の実験により、相同組換え修復が低線量の一定範囲でしか働かず、中高線量で
は修復能がsaturate（飽和）することが確認できた。一方、非相同末端再結合は放射線量に依らずにほぼ一定の修復能
を維持しているので、両修復が機能する低線量では放射線抵抗性、いわゆる擬似しきい値、が存在することになる。こ
のように本研究は、D. LeaやK. H. Chadwick & H. P. Leenhoutsが提唱した物理的損傷ではなく、生物学的な修復能に
基づいて、”生存曲線の肩“を説明することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Present results confirmed the saturation of DNA repair by using the reporter 
genes, in which the homologous recombination repair functions within a limited region at a low dose. In 
contrast, non-homologous end-joining has constant activity irrespective of the radiation dose. As a 
result, the cells exposed to a low dose can survive due to both functional repair pathways: homologous 
recombination and non-homologous end-joining, while non-homologous end-joining is sole repair pathway at 
a higher dose. Thus, biological model based on repair activity of cells became plausible to explain the 
quasi-threshold of radiation survival curve.

研究分野： 放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 
 T.T.Puck は 1956 年にほ乳類細胞のコロニ
ー培養技法を開発した。この手法を用いて放
射線照射による細胞生存率を求めると、高線
量域では放射線線量に対して生存率が直線
的（縦軸を対数表記の場合）に減少する。こ
れに対して、低線量域では放射線致死効果に
抵抗性がみられる擬似しきい値がある曲線
（いわゆる”生存曲線の肩“）になることが
明らかとなった。その後 60 年以上にわたっ
て繰り返し実験が行われたが、すべての正常
細胞およびがん細胞が擬似しきい値を示し
た。この低線量での擬似しきい値は D. Lea
による標的理論、そして K. H. Chadwick & 
H. P. Leenhouts によるαβモデルなどで説
明され、数式化された。これらはいずれも、
放射線により誘発される損傷の存在を仮定
して構築された物理学的損傷モデルである。
このため、標的理論では低線量で実測値と一
致せず、またαβモデルでは高線量域で実測
値と一致しない。モデルの基礎になった仮説
と実際の生物現象が異なっていることに原
因すると考えられる。これに対して E. L. 
Powers (1962)は細胞の修復能力が放射線線
量に依存して低下、高線量ではその修復能が
一定値に飽和する Saturated Repair モデル
を提唱した。その後、このモデルは T. Alper 
(1979)により数式化され、さらに LET 効果や
低線量率効果も説明可能であることが D. T. 
Goodhead により示された。しかし、残念な
がら当時の生物実験技術では、放射線線量に
より変化する DNA 修復能力を定量的に評価
することは不可能であった。 
 
２．研究の目的 
 我々は、既にレポーター遺伝子を用いて相
同組み換え修復（H.Tauchi, et al., Nature, 
2002; H.Yanagihara, et al., Mol Cell, 2011）、
および非相同末端再結合の定量測定方法
(K.Nakamura,et al., Mol Cell, 2011)を報告
した。我が国のがんの放射線治療では 1 回線
量として2Gy週5回の照射を行う施設が多い。
従って、60～78Gy/30～39 回/6～8 週が標準
的な治療法になっている。また、原発事故で
の作業者や住民の放射線リスク評価には低
線量での放射線感受性を正確に評価するこ
とが極めて重要である。このため本研究は、
これらのレポーター遺伝子技術を用いた低
線量放射線照射時の修復能の測定による
Saturated Repair モデルの検証を目的とす
る。 
３．研究の方法 
（１）DNA 修復の定点観測法：放射線照射に
よる DNA二重鎖切断は細胞ゲノム DNA上にラ
ンダムに発生する。このため、ゲノム情報に
基づいた遺伝子レベルの解析が困難である
と思われてきた。本研究では単一コピーのレ
ポーター遺伝子を予め導入した HeLa 細胞を
用いて、放射線により発生した多数の DNA 二
重鎖切断数（放射線線量に比例）がレポータ

ー遺伝子上のDNA二重鎖切断にどのように影
響するかを調べた。本研究では相同組み換え
修復レポーター遺伝子として M. Jasin らに
よって開発された DR-GFP、そして非相同末端
再 結 合 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て J. 
Dahm-Daphiらによって開発されたpEJを用い
た。DR-GFP アッセイおよび pEJ アッセイは既
に我々が報告した方法に準じて行った。すな
わち、HeLa 細胞に DR-GFP および pEJ 遺伝子
を導入後、単一コピーであることをサザンブ
ロットで確認した。アッセイは、初めに
I-SceI 制限酵素を発現する 50μgの pCBASce   
DR-GFP アッセイ；pCBAS 処理なしと処理あり
プラスミドをエレクトロポレーション法で
HeLa 細胞に transient に導入した。細胞培養
を2日間続けて、フローサイトメーター(FACS 
Calibur, BD)で GFP 陽性細胞をカウントした。
次に、pCBAS 導入とフローサイトメーターの
間にγ線0.5-7.0Gy照射(Gammacell40)して、
GFP 陽性細胞数から相同組み換え修復能の変
化（減少）を定量した。同様の方法により、
pEJ遺伝子を導入したHeLa細胞についても非
相同末端再結合の変化を定量した。また、こ
れと併行して、0.5-10 Gy のγ線照射した時
の HeLa 細胞の生存率曲線をコロニー法によ
り正確に求めた。 
（２）修復タンパク質の動態：HeLa 細胞を
0.5 Gy および 5.0Gy 照射 0.5 時間から 24 時
間後、PBS 洗浄、ライシス液溶解、遠心後の
溶液を RAD51 抗体および RPA抗体を用いてウ
エスタンブロットにより相同組換えタンパ
クの損傷部位への蓄積を定量した。続いて、
HeLa 細胞を 0.5 Gy および 5.0Gy 照射 0.5 時
間から24時間後に4％ホルムアルデヒド固定
後、それぞれの抗体を用いて免疫染色した
RAD51 フォーカスおよび RPA フォーカスを共
焦点レーザー顕微鏡(Olympus: Fv300)により
カウントした。非相同末端再結合のタンパク
質には免疫染色法を使えないので、リン酸化
抗体を用いて DNA-PKcs の自己リン酸化能を
定量測定した。 
 
４．研究成果 
（１）DNA 修復の定点観測法：レポーター遺
伝子を用いたDNA修復能の測定は優れた方法
であるが、人工的に発生させた DNA 二重鎖切
断の再結合を比較するので修復タンパクが
欠損した細胞などに利用が限られていた。
DNA 二重鎖切断が数十個発生、例えば 2Gy 照
射では 80 個の DNA 二重鎖切断が生成、した
ときの修復能は従来測定されることはなか
った。我々は、レポーター遺伝子用に一個の
DNA 二重鎖切断が発生するように設定した
HeLa 細胞に、放射線照射により 20 個(0.5Gy)
から 280 個(7Gy)の DNA 二重鎖切断を発生す
るγ線を照射して、DNA 二重鎖切断一個の場
合の修復能と比較した（我々は DNA 修復能の
定点観測法と命名した）。始めに相同組換え
修復のレポーター遺伝子 DR-GFP で測定した
結果、驚いたことに放射線線量とともに相同



組換え修復が低下した。7Gy 照射では非照射
の場合の 1/10 以下になった（学会発表⑩）。
その一方で、0.5Gy 照射では相同組換えの顕
著な減少は見られなかった。一方、非相同末
端再結合のレポーター遺伝子pEJを用いて測
定した結果は、修復能の低下はわずかであっ
た。7Gy 照射により細胞死が起こることや制
限酵素用のpCBASの発現が低下することを考
慮すると、非相同末端再結合能は 0.5Gy から
7.0Gy 照射の範囲でほぼ一定と見なされた。
レポーター遺伝子実験の結果から、HeLa 細胞
で相同組換え修復と非相同末端再結合のい
ずれが優勢であるかは判断できない。P Jeggo
（サセックス大学）は 2Gy 照射したほ乳類細
胞の非相同末端再結合は G2 期で 70％を占め
ると推定している。我々のレポーター遺伝子
の測定では、2Gy照射により相同組換えが50%
に低下することから、ごく低線量（0.5Gy）
では相同組換え修復と非相同末端再結合は
およそ半分ずつ寄与していると考えられた。 
（２）修復タンパク質の動態：レポーター遺
伝子の測定は、相同組換え修復が放射線線量
依存性に低下することを示したので、確認の
ために相同組換え修復タンパクの蓄積をウ
エスタンブロット法および免疫染色法で試
みた。0.5Gy 照射では RAD51 フォーカスが照
射直後にDNA二重鎖切断部位に集合してドッ
ト状のフォーカスを形成した。その一方で、
7Gy 照射でも RAD51 フォーカスの形成が行わ
れたが、照射後数時間後であった。相同組換
えが開始して一重鎖 DNAが生成すると RPAタ
ンパクがこれを取り巻くように蓄積、その後
RAD51 タンパクと交換することが知られてい
る。そこで、RPA タンパクのフォーカス形成
を測定した結果、0.5Gy 照射および 7.0Gy 照
射でもそれぞれのRAD51フォーカス形成時期
とほぼ同じくフォーカス形成することが確
認できた。また、ウエスタンブロットの結果
もフォーカス形成実験結果を裏付けるもの
であった。G Illiakis(エッセン大学)も我々
と同じ、放射線線量が高くなると RAD51 フォ
ーカス形成が遅れることを報告している。レ
ポーター遺伝子実験の結果と照合すると、
7Gy 照射で遅れて形成される RAD51 フォーカ
スは相同組換え修復に役割を果たしていな
いと結論づけられる。 
（３）非相同末端再結合による相同組換え修
復の制御：相同組換え修復が高線量で実効さ
れない理由を調べる目的で非相同末端再結
合のタンパク Ku70 のノックダウンならびに
薬剤を用いた DNA-PKcs 阻害実験を行った。
Ku70 のノックダウンにより、細胞の放射線感
受性は著しく上昇して細胞生存率が低下し
た。その一方で、細胞生存率は２相性を示し
て、高線量での放射線抵抗性が顕著になった。
この放射線抵抗性は高線量での相同組換え
修復の回復を意味していると思われたので、
Ku70 ノックダウン細胞の相同組換え能を
DR-GFP レポーター遺伝子を用いて測定した。
予想通り、高線量で低下する相同組換え修復

が、Ku70 ノックダウンにより減少幅が著しく
小さくなった。次に、DNA-PKcs 阻害剤を用い
て、RAD51 および RPA フォーカス形成を調べ
た。DNA-PKcs 阻害剤で DNA-PKcs のキナーゼ
活性が失われると、7.0Gy 照射で遅れて形成
される RAD51 および RPAフォーカスが早まっ
て、0.5Gy 照射と同様 ni 
照射直後のフォーカス形成が見られた。Ku70
のノックダウンにより相同組換え修復が増
加することは既に M. Jasin（ロックフェラー
大学）により報告されている。しかし、我々
の結果は放射線照射により低下した相同組
換え修復が、非相同末端再結合の阻害により
回復することを示したものなので、M. Jasin
の報告とは内容が異なる。 
（４）結論：本研究の一連の結果は、相同組
換え修復が低線量の一定範囲でしか働かず、
中高線量では修復能が saturate（飽和）する
ことが確認できた。これは 50 年前に E. L. 
Powers が予想した Saturated Repair を確
証するものである。その一方で、非相同末端
再結合は放射線量に依らずにほぼ一定の修
復能を維持しているので、両修復が機能する
低線量での放射線抵抗性、いわゆる擬似しき
い値、を示すことになる。このように本研究
は、D. Lea や K. H. Chadwick & H. P. 
Leenhouts が提唱した物理的損傷ではなく、
生物学的な修復能に着目して、”生存曲線の
肩“を説明することに成功した。”生存曲線
の肩“が発生する原因として、Ku70 ノック
ダウンおよび DNA-PKcs 阻害実験は非相同
末端再結合が関わっていることを強く示唆
した。今後１年以内に、相同組換え修復を低
下させる分子機構を論文として発表予定で
ある。 
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